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II. Eingehende Darstellung  
 

Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit 

Gegenüberstellung der vorgegebenen Ziele 

Arbeitspakete 1.1: Optimierung der Levan FOS Produktion 

Meilensteine 1.1.1a & 1.1.1b: Optimierung der Genexpression und Proteinproduktion der 

Levansucrase LevS1417 und Endolevanase LevB2286 

Fructooligosaccharide vom Levantyp (Levan-FOS) bestehen überwiegend aus β-2,6-verknüpften D-

Fructosyl-Einheiten und werden von nützlichen Bakterien im Darm des Menschen selektiv verwertet. 

Ein Hauptziel des Projekts war es daher, die Kosten für die mikrobielle Produktion der Levansucrase 

LevS1417 aus Gluconobacter (G.) japonicus LMG 1417 und der Fructan-hydrolysierenden 

Endolevanase (LevB2286) aus Azotobacter chroococcum DSM 2286 zu senken, um Levan-FOS 

kostengünstig herzustellen. Beide Enzyme wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Deppenmeier 

identifiziert und charakterisiert und zeichnen sich durch sehr hohe spezifische Aktivitäten aus (Hövels 

et al. 2020/2021). Im Rahmen von Arbeitspaket 1.1 sollte die heterologe Expression der jeweiligen Gene 

durch gentechnische Optimierung von Escherichia (E.) coli-Stämmen maximiert werden. Insgesamt 

wurden die Aktivitäten von vier maßgeschneiderten Produktionsplattformen für die Levansucrase 

LevS1417 analysiert und bewertet. Dabei wurden drei Plasmid-abhängige Expressionssysteme 

verwendet, die auf den Vektoren pASK-IBA5::levS1417 (in E. coli 

BL21), pASK-IBA5::levS1417_optRBS (in E. coli BL21), pET-

19b(+)::levS1417 (in E. coli BL21(DE3)) und einer 

Genomintegrationsmutante (E. coli BW25113::levS1417, GI) 

basierten. Die höchsten Aktivitätsausbeuten wurden für das pET-

System (2.000.000 ± 100.000 U/L E. coli-Kultur) ermittelt (Abb. 

1). Mit großem Abstand (weniger als 2 % des pET-Wertes) 

erreichte die GI-Mutante (34.000 ± 700 U/l E. coli Kultur) und 

pASK_optRBS (33.000 ± 2.200 U/l E. coli Kultur) die 

zweithöchsten Enzymausbeuten. Im Vergleich zu pASK_optRBS 

führte die Produktion aus pASK zu einer geringeren 

Aktivitätsausbeute von 21.000 U/l E. coli Kultur (Abb. 1). Somit 

wurde auf Basis des Expressionsvektors pET-19b ein 

leistungsfähiges System für die Produktion der Levansucrase 

LevS1417 gefunden.  

Endolevanasen spalten Levan zu kurzkettigen FOS und können für die Herstellung von Präbiotika auf 

Levan-Basis verwendet werden. Im Rahmen von Arbeitspaket 1.1 sollte auch die Produktion von 

LevB2286 optimiert werden. Produktionsausbeuten wurden zwischen den Plasmid-basierten 

Expressionssystemen pET-19b(+)::levB2286 (Stamm: E. coli BL21(DE3)) und pASK-

IBA5_optRBS::levB2286 (Stamm: E. coli BL21) verglichen. Die Bestimmung der Aktivitätsausbeute 

erfolgte auf Basis der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) durch Quantifizierung der 

Menge an kurzen Fruktane, die in einem diskontinuierlichen Test durch die Endolevanase LevB2286 aus 

Levan freigesetzt wurden. Wie in Abb. 2 gezeigt, übertraf die LevB2286-Aktivität aus der pET-basierten 

Abb. 1: Aktivitätsausbeuten der vier Produktionsstämme für die Levansucrase LevS1417. Induzierbare, Plasmid-
basierte Systeme: pET-19b (E. coli BL21(DE3)), pASK-IBA5 (E. coli BL21) und pASK-IBA5_optRBS (mit optimierter 
Ribosomenbindestelle, RBS, E. coli BL21). Konstitutives System: Genomintegrationsvariante (E. coli BW25113). 
Die Experimente wurden in doppelter Ausführung durchgeführt, die Standardabweichung ist durch die 
Fehlerbalken angegeben. Die Quantifizierung der Enzymaktivität erfolgte auf Basis der im Reaktionsverlauf aus 
Saccharose freigesetzten Glukose. 



 3 

Produktion die Ausbeute aus dem pASK5_optRBS-basierten System 

deutlich. Wird die Produktfreisetzung aus der Menge der als FOS und 

Fructose freigesetzten Fructoseäquivalente abgeleitet, so führten die 

pET- und pASK_optRBS-Systeme zu Aktivitätsausbeuten von 

1.100.000 ± 70.000 U/l E. coli Kultur und 430.000 ± 170.000 U/l E. coli 

Kultur (Abb. 2). Wie im Fall der Produktion der Levansucrase LevS1417 

war auch die Synthese der Endolevanase LevB2286 mit dem pET-19b 

deutlich effektiver als das bislang genutzte pASK System. Wir haben 

demonstriert, dass die kombinierte Aktivität der Levansucrase LevS1417 

und der Endolevanase LevB2286 Saccharose in einer bi-enzymatischen 

Reaktion direkt zu Levan-basierten FOS umsetzt [1]. Die generierte 

Levan-FOS Ausbeute von 387 g L-1 übertrifft in der Literatur 

beschriebene Ausbeuten um ca. 50 %. 

Meilenstein 1.1.2: Analyse und Trennung der Levan-FOS (L- FOS) 

Ein wichtiger Meilenstein im Zusammenhang mit der enzymatischen L-FOS-Synthese war die 

qualitative und quantitative Analyse der entstehenden Reaktionsprodukte. Im Zuge des bi-enzymatischen 

Produktionsprozess auf Basis der rekombinanten Enzyme LevS1417 und LevB2286 entstehen in der 

Prozesslösung verschiedene FOS, die sich hinsichtlich ihres Polymerisierungsgrades und ihrer 

strukturellen Zusammensetzung unterschieden. Im Rahmen der Publikation von Hövels et al. (2021) [1] 

konnte die Zusammensetzung der angesprochenen Prozesslösung weitreichend aufgeklärt werden. Dafür 

wurde ein chromatographisches Trennverfahren angewendet [2], dass innerhalb des IMPRES-Projektes 

entwickelt wurde. Durch die Aufreinigung einzelner FOS mittels präparativer HPLC und anschließende 
13C-NMR-Analytik wurden die meisten Reaktionsprodukte eindeutig identifiziert und quantifiziert (Tab. 

1). 

Tabelle 1: Die Reaktionsedukte und -produkte der bi-enzymatischen L-FOS Synthese zu Beginn der 
enzymatischen Reaktion und nach 48-stündiger Inkubation. Die Konzentrationen sind in g L-1 angegeben. 

Substanz T0h Konzentration  T48h Konzentration 

Saccharose 809.6 ± 1.3a 127 ± 0.7 

Glucose 8 ± 1.2 304.4 ± 2.3 

Fructose 1 ± 0.1  15.9 ± 2.5 

1-Kestose 1.9 ± 0.2 29.3 ± 0.7 

6-Kestoseb 1.8 ± 0.6 105.8 ± 1 

Levantriose 0  26.5 ± 0.4 

Nicht identifizierbares DP4c 0 12.9 ± 0.5 

6-Nystoseb 0 78.5 ± 4 

Levantetraose 0 17.9 ± 1.1 

Nicht identifizierbares DP5c 0 21.3 ± 2.5 

6K-FOS DP5c 0 52.5 ± 2.3 

Levanpentaose 0 14.5 ± 1.1 

Nicht identifizierbares DP6c 0 13.4 ± 2 

6K-FOS DP6c 0 9.8 ± 1 

Levanhexaose 0 5 ± 0.9 

a Die Referenzstandards für Fructose, Glucose und Saccharose wurden von der Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) 
bezogen. 1-Kestose und Levantriose stammten von Megazyme Inc. (Bray, Irland) 
b Verifiziert durch 13C-NMR-Spektroskopie. 
c Nicht identifizierbare Fructosylierungsprodukte und Produkte auf Basis von 6-Kestose (6K) wurden nach ihrem 
Polymerisationsgrad (DP) benannt. 

Abb. 2: Aktivitätsausbeuten zweier Produktionsstämme für die Endolevanase LevB2286. Induzierbare, Plasmid-
basierte Systeme: pET-19b (E. coli BL21(DE3)) und pASK-IBA5_optRBS (mit optimierter Ribosomenbindestelle, 
RBS, E. coli BL21). Die Experimente wurden in doppelter Ausführung durchgeführt, die Standardabweichung ist 
durch die Fehlerbalken angegeben. Die Quantifizierung der Enzymaktivität erfolgte auf Basis der im 
Reaktionsverlauf aus Levan freigesetzten FOS-Einheiten. 
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Die Untersuchungen deckten auf, dass während der bi-enzymatischen Reaktion überwiegend Levan-

basierte FOS entstanden. Diese lagen teilweise in der GFn-Form (mit terminaler Glukose) und der Fn-

Form (ohne terminale Glukose) vor. Neben den L-FOS wurden das Inulin-basierte Trisaccharid 1-

Kestose und einige nicht identifizierbare FOS mit den Polymerisierungsgraden 4, 5 und 6 nachgewiesen. 

Insgesamt wurden 387,4 ± 17,3 g/L L-FOS innerhalb von 48 Stunden durch die Produktionsstrategie auf 

der Grundlage von Rohzellextrakt aus rekombinanten E. coli-Kulturen, die levS1417 und levB2286 

gleichzeitig exprimierten. 

Meilenstein 1.1.3: Immobilisierung von Levansucrasen und Inulosucrasen 

Die Immobilisierung von Bio-Katalysatoren ermöglicht eine einfache und schnelle Rückgewinnung von 

Enzymen aus Synthesereaktionen, was sich positiv auf die Wirtschaftlichkeit entsprechender Prozesse 

auswirkt. Im Rahmen von Arbeitspaket 1.1.3 wurden verschiedene Methoden zur Immobilisierung der 

in IMPRES identifizierten Bio-Katalysatoren entwickelt und validiert. Zu den beschriebenen Verfahren 

gehörten die Immobilisierung auf Basis der Streptactin-Affinitätschromatographie, die Einkapselung in 

Alginat und Sol-Gel sowie die kovalente Bindung an Chitosan. Für die Inulosucrase InuGB-V3 konnte 

ein Verfahren zur kovalenten Bindung an Chitosan entwickelt werden. Die höchsten 

Rückgewinnungsraten wurden unter Verwendung von 5 %-igen Chitosan-Beads erzielt, die mit 1 %-

igem Glutaraldehyd und 20 U InuGB-V3 pro g Bead für jeweils 24 Stunden inkubiert wurden. Die 

immobilisierte Inulosucrase zeigte über mehrere Reaktionszyklen hinweg eine sehr hohe Stabilität und 

erzielte eine totale Ausbeute von 114 ± 2,8 g l⁻¹ I-FOS (Abb. 3). Es ist davon auszugehen, dass eine 

Inkubation von Chitosan-immobilisiertem InuGB-V3 für mehr als drei Zyklen mehr I-FOS produzieren 

würde als das freie Enzym. Beispielhaft wurde extrapolierend festgestellt, dass eine Wiederverwendung 

für zehn Zyklen bei linearer Produktsteigerung zu mehr als 250 g l⁻¹ I-FOS führen würde. 

 

 

Unter Verwendung der übrigen Enzyme (LevS1417, LevB2286 und LevSMA19) zeigte sich im Anschluss an 

die Immobilisierung häufig ein Abbau des Trägermaterials. Dieser Abbau ist in Abb. 4 exemplarisch für 

Chitosan-Beads dargestellt, die mit der Levansucrase LevSMA19 gekoppelt wurden. Die Ursache für 

diesen Abbau konnte im Vorhaben nicht aufgeklärt werden, lässt sich jedoch vermutlich auf eine 

Konformationsänderungen in den Enzymen und/oder sterische Hinderung zurückführen. Auf Basis der 

Publikation von Long et al. (2019) [3] konnte ein Verfahren zur Enzymverkapselung in einem Sol-Gel 

etabliert werden, dass über mehrere Reaktionszyklen hinweg eine hohe Enzym- und Trägerstabilität 

zeigte. Immobilisiertes Material der Levansucrase LevSMA19 zeigte über drei Zyklen hinweg 

Produktausbeuten, die auf einem vergleichbaren Niveau zu den Ausbeuten des freien Enzyms lagen. 

Entsprechende Experimente erfolgten auf Basis einer hoch konzentrierten Substratlösung aus Saccharose 

(500 mM) und einem pflanzlichen Disaccharid (500 mM) und generierten durchschnittlich 112 ± 5 g L-

1 eines präbiotischen Ballaststoffs pro Reaktionszyklus. Meilenstein 1.1.3 wurde erreicht, da skalierbare 

und effiziente Verfahren für die Immobilisierung der Enzyme InuGB-V3 und LevSMA19 etabliert wurden. 

Die immobilisierten Enzyme erzielten vergleichbare Produkttiter wie die freien, ungekoppelten Enzym-

Präparationen, ermöglichen jedoch eine bessere Prozesssteuerung und Wirtschaftlichkeit. 

 

Abb. 3: Relative Aktivität (graue Balken) und I-FOS 
Konzentrationen (schwarze Dreiecke) der an Chitosan 
immobilisierten Inulosucrase InuGB-V3. Das 
immobilisierte Material wurde nach Ablauf der 
enzymatischen Reaktion durch Filtration rückgewonnen 
und so sukzessive für insgesamt drei Reaktionszyklen 
eingesetzt. Die Quantifizierung der residualen Aktivität 
und der gebildeten FOS erfolgte chromatographisch 
unter Verwendung von zwei biologischen Replikaten. 
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Arbeitspaket 1.2: Synthese von Lactosaccharose 

Lactosaccharose ist ein vielversprechendes Trisaccharid, das süße und präbiotische Eigenschaften 

miteinander vereint [4, 5]. Das im asiatischen Raum als FOSHU-Produkt zugelassene Zuckerderivat 

kann durch mikrobielle Levansucrasen aus Saccharose und Lactose produziert werden. Im Rahmen von 

IMPRES2 wurde ein Bio-Katalysator, die Levansucrase LevSMA19, identifiziert, der mit äußerst hoher 

Aktivität und Spezifität die Fruktosylierung von Lactose katalysiert. 

M1.2.1: Screening und Charakterisierung von Enzymen  

Neben der Levansucrase LevS1417 aus G. japonicus LMG 1417, die schon recht früh im IMPRES Projekt 

als vielversprechender Katalysator für die Synthese von Levan-FOS identifiziert worden war, wurden 

weitere Fruktosyltransferasen in Hinblick auf die L-FOS Produktion untersucht. Die Levansucrase 

LevSMA19 aus einem Umweltbakterium ließ sich im Vergleich zu LevS1417 zwar ertragreicher in den 

biotechnologischen Produktionsplattformen E. coli und Vibrio (V.) natriegens produzieren, erwies sich 

im Hinblick auf die L-FOS Produktion jedoch als ungeeignet. Das Enzym produzierte in Anwesenheit 

von Saccharose größere Mengen Inulin-basierter Fruktooligosaccharide und anteilig nur geringe Mengen 

polymeren Levans. In Bezug auf die Synthese der Fruktosylierungsprodukte Lactosaccharose und des 

präbiotischen Ballaststoffs offenbarte LevSMA19 jedoch sehr vorteilhafte Eigenschaften. 

Neben den erwähnten Enzymen wurde im Rahmen von IMPRES die genetische Information von elf 

weiteren potenziellen Levansucrasen aus Zuckerrüben-Isolaten analysiert und die entsprechenden Gen-

Produkte nach heterologer Produktion in E. coli und anschließender Aufreinigung charakterisiert (Tab. 

2). Drei der untersuchten Enzyme wurden als Levansucrasen verifiziert, zeigten jedoch im Vergleich zur 

Levansucrase LevS1417 deutlich geringere Umsatzraten von maximal 650 U mg-1.  

Tabelle 2: Übersicht aller potenzieller Fruktosyltransferasen, die neben den Levansucrasen LevS1417 
und LevSMA19 im Projekt in Hinblick auf die L-FOS Synthese untersucht wurden. Alle Enzyme stammten 
aus Mikroben, die unter mikroaerophilen (MA) oder anaeroben (AA) Bedingungen aus Zuckerrüben 
isoliert wurden. 

Enzymname Ursprungsorganismus Klonierung  Funktionales 

Protein 

Levansucrase-

Aktivität 

MA1  Bacillus licheniformis  ✓ ✓ ✓ 

MA3  Paenibacillus spec.  ✓ ✓ ✓ 

AA2  Clostridium spec.  ✓ ✕ ✕ 
AA3  Paenibacillus spec.  ✓ 

AA4  Bacillus licheniformis  ✓ 

AA5  Paenibacillus spec.  ✓ 

AA6  Bacillus licheniformis  ✓ 

AA7  Paenibacillus polymyxa  ✓ ✓ ✓ 

AA8  Paenibacillus polymyxa  ✓ ✕ ✕ 
AA9  Paenibacillus spec.  ✓ 

AA10  Paenibacillus spec.  ✓ 

 

Aufgrund der hohen spezifischen Aktivität (4.726 ± 821 U mg-1 bei 50 °C) und der etablierten 

Produktionsverfahren wurde die Levansucrase LevS1417 als zurzeit bestmöglicher Katalysator für die 

Synthese von L-FOS eingestuft. 

Meilenstein 1.2.2: Optimierung der Transkription/ Proteinproduktion 

Zur Produktion von Lactosaccharose wurde im Rahmen des IMPRES-Projekts die hoch-aktive und 

effiziente Levansucrase LevSMA19 identifiziert, die den in der Saccharose enthaltenen Fruchtzucker-

Anteil mit hoher Spezifität auf alternative Akzeptormoleküle wie z.B. Lactose überträgt. Initial wurde 

die genetische Information der Levansucrase in den pASK-IBA3 Vektor eingebracht, um das Protein 

über das Vektor-codierte Strep-Tag II aufreinigen und charakterisieren zu können. Die Enzym-

Charakterisierung offenbarte vielversprechende katalytische Eigenschaften, woraufhin die genetische 



 6 

Information von LevSMA19 in den Überexpressionsvektor pET-19b eingebracht wurde. Dieser Vektor, 

der eine Expression auf Basis des starken T7-Promotors ermöglicht, generierte im Vergleich zum pASK-

IBA3 Vektor deutlich höhere Proteinausbeuten. Der Vektor pET-19b_LevSMA19 lieferte sowohl in E. coli 

als auch in der neuartigen Biotechnologie-Plattform Vibrio natriegens Aktivitätsausbeuten von ca. 

300.000 U pro Liter Kulturvolumen (≙ 5 mKatal pro Liter). Diese Ausbeuten liegen deutlich über der 

maximalen, in der Literatur beschrieben Aktivitätsausbeute von 0,05 mKatal pro Liter (Park et al., 2003). 

Die Enzymmenge, die ausgehend von unseren maßgeschneiderten Produktionsstämmen hergestellt wird, 

reicht in der Theorie aus, um 4.000 Liter einer hoch konzentrierten Substratlösung umzusetzen. Dieses 

Volumen entspricht einer Lactosaccharose-Ausbeute von rund 400 kg. 

Meilenstein 1.2.3: Verbesserung der Produktausbeute 

Um die Produktausbeute, die ausgehend von LevSMA19 generiert wird, noch weiter zu steigern, wurde 

ein Verfahren entwickelt, das die Regeneration und mehrfache Verwendung der Levansucrase 

ermöglicht. LevSMA19 zeichnet sich durch eine extrem hohe Substratspezifität aus, sodass das Enzym 

neben dem gewünschten Fruktosylierungsprodukt Lactosaccharose keine langkettigen 

Fruktosylierungsprodukte (z. B. FOS oder Levan) synthetisiert. Die Prozesslösung verfügt somit über 

eine geringe Viskosität. Durch Validierung verschiedener Ultrafiltrationsmembranen (30.000 Da vs. 

50.000 Da) wurde bestätigt, dass sich LevSMA19 nach Ablauf der enzymatischen Reaktion mittels 

Ultrafiltration nahezu vollständig aus der Prozesslösung zurückgewinnen lässt. Die Rückgewinnung 

zeigte unter Verwendung eines MWCO von 30.000 Da eine höhere Effizient, was sich auf die 

entsprechende Molekülgröße von LevSMA19 (MW = 47,2 kDa) zurückführen lässt. Das Enzym konnte 

durch den beschriebenen Vorgang für drei aufeinanderfolgende Produktionen eingesetzt werden. Es 

zeigte sich keine signifikante Reduktion der Produkt-Ausbeute was auf eine außerordentlich hohe 

Stabilität und Regenerierbarkeit der Levansucrase LevSMA19 hindeutet. Diese Ergebnisse sind von hoher 

Relevanz und stellen eine wertvolle Ergänzung zu den Erkenntnissen der im Projekt durchgeführten 

Enzymimmobilisierung dar. Neben der Sol-Gel-Verkapselung stellt die Methodik der Ultrafiltration ein 

geeignetes Mittel dar, um die Levansucrase LevSMA19 bei geringem Kosten- und Zeitaufwand aus 

Prozesslösungen zu regenerieren und mehrfach einzusetzen. 

 
Meilenstein 1.2.4: Aufreinigung der Lactosaccharose 

Um die präbiotischen und sensorischen Eigenschaften von Lactosaccharose untersuchen zu können, 

sollten effiziente Aufreinigungsstrategien für das Trisaccharid entwickelt werden. 

Lactosaccharose konnte unter Verwendung eines präparativen HPLC-Systems mit einer Reinheit von 

über 99 % aus einer entsprechenden Prozesslösung isoliert werden. Die HPLC-Methodik ermöglicht 

zwar äußerst hohe Reinheiten, die Ausbeuten liegen jedoch im niedrigen, einstelligen Gramm-Bereich. 

Um größere Mengen der Lactosaccharose für Wachstumsexperimente und sensorische Studien zu 

gewinnen wurde ein chromatographisches Aufreinigungsverfahren auf Basis von Aktivkohle etabliert. 

Aktivkohle ist ein preiswertes und leicht regenerierbares Material, das aufgrund seiner porösen Struktur 

und großen Oberfläche (~ 1000 m2 g-1) als Adsorbens für Aufreinigungsprozesse eingesetzt werden kann. 

Zunächst wurden verschiedene Aktivkohlen auf die Fähigkeit hin untersucht, die in einer Prozesslösung 

befindliche Lactosaccharose zu adsorbieren. Nahezu vollständige Adsorption wurde für zwei 

Aktivkohlen des Herstellers Sigma-Aldrich beobachtet. Die Elutionsleistung verschiedener 

Lösungsmittel wurde in Hinsicht auf die spezifische Desorption von Lactosaccharose getestet. Es zeigte 

sich, dass Ethanol als kostengünstiges Elutionsmittel eingesetzt werden kann. Aufgrund der hohen 

Affinität von Lactosaccharose zur Aktivkohle, löste sich das Trisaccharid erst bei erhöhten Ethanol-

Konzentrationen von der Kohle (Abb. 4A). Durch die Elution der in der Prozesslösung befindlichen 

Mono- und Disaccharide bei geringen Ethanol-Konzentrationen wurden so Lactosaccharose-Reinheiten 

von > 90 % erzielt (Abb. 4B). Das Aktivkohle-basierte Verfahren wurde erfolgreich auf einen 1L-

Maßstab hochskaliert und ermöglichte so die Aufreinigung von Lactosaccharose-Mengen im mittleren, 
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zweistelligen Grammbereich. Das Verfahren wurde zusätzlich zur Aufreinigung des präbiotischen 

Ballaststoffs und Erlose angewandt, bei denen es sich ebenfalls um präbiotische Kandidaten handelt, die 

mit Hilfe des Bio-Katalysators LevSMA19 hergestellt werden können.  

 
Abb. 4: Elutionsprofil einer Lactosaccharose-haltigen Prozesslösung nach Adsorption an DARCO® Aktivkohle (A). 
Die Reinheit und relative Lactosaccharose-Ausbeute (Recovery) sind in (B) dargestellt.  Die Prozesslösung wurde 
mit sechs Teilen Aktivkohle vermischt und adsorbierte Zucker im Anschluss durch Ethanol-Behandlung eluiert. Die 
Zucker, die durch die jeweiligen Ethanol-Konzentrationen von der Kohle desorbierten, wurden mittels 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie quantifiziert. 

 
Eine sensorische Kleinstudie, an der neun Mitarbeiter des Instituts für Mikrobiologie und Biotechnologie 

teilnahmen, ermittelte für die aufgereinigte Produkte eine relative Süßkraft zwischen 25 – 44 % im 

Vergleich zu herkömmlichem Zucker (Abb. 5). Die Verbindungen zeichneten sich durch einen 

natürlichen, Zucker-ähnlichen Geschmack und ein angenehmes Mundgefühl aus. 

 

 
Meilenstein 1.2.5: Einsatz von V. natriegens zur Lactosaccharose-Synthese 

V. natriegens ist aufgrund seiner kurzen Verdopplungszeit und schnellen Substrat-Aufnahme eine 

vielversprechende Alternative zur etablierten biotechnologischen Produktionsplattform E. coli. Im 

Rahmen von IMPRES2 wurde nachgewiesen, dass die für E. coli entwickelten Expressionsplasmide auf 

Basis des pET-19b-Vektors zur heterologen Proteinproduktion in V. natriegens Vmax genutzt werden 

können. Der Fokus lag in diesem Zusammenhang primär auf der heterologen Produktion der 

Levansucrase LevSMA19, die zur Synthese des süß-schmeckenden, präbiotischen Kandidaten 

Lactosaccharose eingesetzt werden kann. Auf Basis des halophilen Organismus konnte ein 

Produktionsverfahren entwickelt werden, das ausgehend von einer kryokonservierten Kultur des 

Abb. 5: Relative Süßkraft der von Lactosaccharose, des präbiotischen Ballaststoffs und 
Erlose. Die Verbindungen wurden durch enzymatische Fruktosylierung von Lactose, 
eines pflanzlichen Disaccharids und Maltose unter Einsatz des rekombinanten Enzym 
LevSMA19 hergestellt und anschließend chromatographisch mittels Aktivkohle 
aufgereinigt. Die Süßkraft wurde in einer randomisierten Doppelblindstudie von neun 
Probanden durch einen direkten Vergleich mit einer Saccharose-Referenzlösung 
ermittelt. 
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Stammes V. natriegens Vmax pET-19b_LevSMA19 innerhalb von nur zehn Stunden die Produktion eines 

hoch-aktiven, Levansucrase-haltigen Rohzellextraktes ermöglichte. Dieses Verfahren umfasste drei 

Abschnitte: 1. Inokulation und Vorkulturführung; 2. Hauptkulturführung; 3. Downstream-Processing. 

Die bisherige Produktion der Levansucrase LevSMA19 in E. coli dauerte standardmäßig mindestens 

doppelt so lange. Im Zuge der 5-stündigen Hauptkulturführung wurde eine beachtliche Levansucrase-

Aktivitätsausbeute von rund 100.000 U L-1 Kulturvolumen erzeugt. Auf Basis der kurzen 

Verdopplungszeit von V. natriegens wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Plasmid-tragende Stamm 

V. natriegens Vmax pET-19b_LevSMA19 möglicherweise auch in Abwesenheit des Antibiotikums 

Carbenicillin größere Mengen der Levansucrase LevSMA19 produziert. Es wurde daher ein 

experimentelles Design entwickelt, welches den Einfluss der An- bzw. Abwesenheit von Carbenicillin 

auf die Produktivität der Levansucrase-Produktion in V. natriegens offenbaren sollte. Die Untersuchung 

ergab, dass der untersuchte Stamm V. natriegens Vmax pET-19b_LevSMA19 auch in Abwesenheit des 

Antibiotikums Carbenicillin große Mengen der Levansucrase LevSMA19 bildete. Es konnte sogar die 

Tendenz beobachtet werden, dass sich die Abwesenheit des Antibiotikums positiv auf die Produktivität 

des Stammes auswirkte. Diese Beobachtung deutet auf eine enorm schnelle Replikation von Plasmid-

DNA durch den halophilen Organismus hin. V. natriegens könnte somit möglicherweise ohne die 

Erstellung spezifischer Genomintegrationsmutanten direkt für komplexere Fermentationstechniken 

eingesetzt werden. 

 
Arbeitspaket 1.3. Synthese von Inulin und Inulin-FOS 

Inulin-basierte FOS (I-FOS) sind präbiotische Oligomere die überwiegend aus -(2,1)-glykosidisch 

verknüpften Fructose-Einheiten bestehen. I-FOS werden im Darm des Menschen selektiv von nützlichen 

Bakterien fermentiert und haben so einen positiven Einfluss auf die Zusammensetzung und Aktivität der 

Darmflora. Aus diesem Grund kann der Verzehr dieser kalorienarmen Ballaststoffe zahlreiche 

gesundheitliche Vorteile mit sich bringen. 

Meilenstein 1.3.1: Verbesserung der Genexpression der Inulosucrase 

Im vorherigen Projekt IMPRES wurde eine trunkierte Variante der Inulosucrase InuGB aus 

Lactobacillus gasseri DSM 20604 konstruiert. Das modifizierte Enzym InuGB-V3 zeigte 

vielversprechende Eigenschaften für die Synthese von I-FOS, da das Enzym im Gegensatz zur nativen 

Variante keinerlei polymeres Inulin bildete. Die heterologe Proteinproduktion und die Expression des 

Inulosucrase-Gens in E. coli sollte im Rahmen von Arbeitspaket 1.3.1 durch eine Optimierung der 

Wachstumsbedingungen und durch gentechnische Veränderungen des Produktionsstammes gesteigert 

werden.  Der ursprüngliche Produktionsstamm E. coli BL21 pASK3_InuGB-V3 produzierte 4 mg 

Inulosucrase pro Liter E. coli-Kultur [2]. Die Änderung des Kultivierungsmediums von LB- zu TB-

Medium bewirkte eine drastische Steigerung der Proteinproduktion auf 138 mg Inulosucrase pro Liter 

E. coli-Kultur. Entsprechende Kulturen des Stammes E. coli BL21 pASK3_InuGB-V3 zeigten hohe 

volumetrische Aktivitätsausbeute von 120.000 U pro Liter Kultur. Durch angepasste 

Produktionsbedingungen, die durch eine verbesserte Sauerstoff-Zufuhr und eine höhere 

Inkubationstemperatur eine verstärkte Biomassen-Produktion bewirkten, konnte diese 

Aktivitätsausbeute nicht weiter gesteigert werden. Auch die Optimierung der Vektor-codierten 

Ribosomenbindestelle konnte keine signifikante Steigerung der Proteinausbeute erzielen. 

Um die Proteinausbeute zu maximieren, wurde das Inulosucrase-Gen auch in den pET19b-Vektor 

eingebracht (pET-19b::InuGB-V3), der einen noch stärkeren Promotor aufweist als der hier verwendete 

pASK-Vektor. Eine Steigerung der Proteinausbeute konnte jedoch nicht beobachtet werden. Somit 

erwies sich das Produktionssystem pASK3_InuGB-V3 als das leistungsstärkste System. Mit einer 

Proteinproduktion von fast 140 mg pro Liter Kultur ist offensichtlich eine maximale Ausbeute erzielt 

worden, die unter den gegebenen Bedingungen nicht überschritten werden kann. Die E. coli-Zellen haben 
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offensichtlich ihre maximale Protein-Produktionskapazität erreicht. Nur eine Hoch-Zelldichte-

Fermentation könnte zu noch höheren Ausbeuten führen.  

 
Meilenstein 1.3.2: Optimierung der Enzymaktivität und Produktanalyse  

Auf Basis der aufgereinigten Inulosucrase InuGB-V3 konnte ein vielversprechendes Verfahren zur I-

FOS-Produktion etabliert werden. Im Folgenden wurden verschiedene Strategien validiert, um die 

Produktausbeute und die Effizienz des Produktionsprozesses zu maximieren. Um die Kosten einer 

affinitätschromatographischen Proteinaufreinigung zu umgehen, wurde die aufgereinigte Inulosucrase 

im weiteren Verlauf des Arbeitspaketes durch einen Inulosucrase-haltigen Rohzellextrakt ersetzt. Des 

Weiteren wurden grundlegenden Parameter des I-FOS-Produktionsprozesses optimiert, um die 

Transfruktosylierungsaktivität des Enzyms und die Produktausbeute zu erhöhen. Konkret wurde der 

Einfluss der Inkubationstemperatur, des pH-Werts und der zweiwertigen Kationen Ca2+, Mg2+ und Mn2+ 

auf die Umwandlung von Saccharose durch die Aktivität des InuGB-V3-Rohenzyms untersucht. 

Die Umwandlung von Saccharose zu I-FOS und der Anteil der Saccharose-Hydrolyse wurden durch die 

Analyse der Saccharose- und Fructose-Konzentrationen in Enzym-Assays mittels isokratischer HPLC 

untersucht. Im ersten Schritt wurde ermittelt, welche Enzymmenge erforderlich war um 90 % einer hoch-

konzentrierten Saccharose-Lösung (570 g L-1) innerhalb von 24 Stunden umzusetzen. Mit einer 

Rohenzym-Menge von ≤ 3000 U pro L Reaktionsvolumen (Gesamtaktivität) konnten nur ≤ 86 % des 

Substrates umgesetzt werden. 4000 U pro L Reaktionsvolumen (Gesamtaktivität) reichten hingegen aus, 

um 90 % des Substrates umzuwandeln. Durch die Steigerung der Enzymmenge auf 5000 U L-1 wurde 

eine Saccharose-Umsetzung von 97 % erzielt. Mit zunehmenden Rohenzym-Mengen wurde die 

gewünschte Umsetzung von Saccharose zu I-FOS nicht weiter erhöht, sondern stattdessen eine 

unerwünschte Saccharose-Hydrolyse beobachtet. Da möglichst wenig Enzym in dem I-FOS-

Produktionsprozess verwendet werden sollte, wurden in den folgenden Experimenten routinemäßig 4000 

U L-1 InuGB-V3-Rohenzym mit einer Saccharose-Konzentration von 570 g L-1 verwendet. 

Der Einfluss von Ca2+, Mg2+ und Mn2+ sowie von EDTA auf die Saccharose-Umwandlung wurden 

analysiert. Es wurde festgestellt, dass die Zugabe von 1 mM EDTA zu einer Verringerung der 

Saccharose-Transfructosylierung durch InuGB-V3-Rohenzym um 14,7 ± 3,7 % führte. Außerdem war 

die unerwünschte Hydrolyse von Saccharose um 43,5 ± 11,8 % erhöht. Die nachteiligen Auswirkungen 

sind wahrscheinlich auf die EDTA-vermittelte Komplexierung von zweiwertigen Kationen 

zurückzuführen, die sich förderlich auf die Enzymaktivität auswirken [4]. Die Zugabe von 1 mM der 

zweiwertigen Kationen Mg2+ und Mn2+ hatte keinen Einfluss auf die Aktivität von InuGB-V3-

Rohenzym. Da sich Ca2+ in vorherigen Studien als vorteilhaft für die Enzymaktivität erwiesen hat [4], 

wurde allen Reaktionen 1 mM CaCl2 zugesetzt, um eine vollständige Beladung der Enzymmoleküle in 

den folgenden Experimenten sicherzustellen. 

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Saccharose-Umsetzung durch Inulosucrase-haltigen 

Rohzellextrakt zu untersuchen, wurden Enzymreaktionen bei pH-Werten zwischen pH 2,5 und pH 8 

durchgeführt. Der Rohzellextrakt zeigte ein breites optimales pH-Spektrum zwischen pH 3,5 und pH 6,0. 

Innerhalb dieses pH-Bereichs lag der Gesamtverbrauch an Saccharose während des beobachteten 

Zeitraums bei 94,2 ± 0,9 %, und der Anteil der Saccharose-Hydrolyse war gering (9,7 ± 0,6 %). Während 

bei höheren pH-Werten die Gesamtaktivität abnahm, wurde bei niedrigeren pH-Werten ein Rückgang 

der Saccharose-Transfructosylierung und ein Anstieg der Saccharose-Hydrolyse beobachtet. Daher 

wurde in den folgenden Assays ein 25 mM Acetatpuffer mit einem pH-Wert von 5,5 verwendet. Neben 

dem pH-Profil wurde auch der Einfluss der Temperatur auf die Transfruktosylierungsaktivität des 

InuGB-Rohzellextraktes untersucht. Durch Erhöhung der Inkubationstemperatur von 25 °C auf 45 °C 

verbesserte sich der Saccharose-Umsatz innerhalb einer Inkubationszeit von 24 h von 60,5 ± 0,9 % auf 

96,0 ± 0,7 %, während die Saccharose-Hydrolyse von 6,2 ± 0,2 % auf 11,4 ± 0,6 % anstieg (Abb. 6). 

Zwischen 50 °C und 60 °C blieb der Saccharose-Verbrauch bei etwa 96 % stabil, die Saccharose-

Hydrolyse stieg jedoch auf 20,4 ± 0,7 %. Bei 65 °C war die Saccharose-Umwandlung reduziert, was 
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wahrscheinlich auf die Hitzeinaktivierung des Enzyms zurückzuführen war. Somit erschienen 

Inkubationstemperaturen zwischen 40 und 45 °C optimal für die I-FOS-Produktion, da bei diesen 

Temperaturen ein guter Kompromiss zwischen hoher Aktivität und geringer Saccharose-Hydrolyse 

erzielt wurde. 

Abb. 6: Einfluss der Temperatur auf die 
Aktivität des InuGB-V3-Rohenzyms. Der 
Einfluss verschiedener Inkubations-
temperaturen (25 - 65 °C) auf die Trans-
fruktosylierung (dunkle Balken) und 
Hydrolyse (helle Balken) von Saccharose 
durch InuGB-V3-Rohenzym wurde nach 24 
Stunden Inkubation untersucht. Die 
Aktivitätstests wurden in biologischen 
Triplikaten durchgeführt. Die Reaktionen 
wurden durch Zugabe von 4000 U L-1 InuGB-
V3-Rohenzym zu Lösungen aus 570 g L-1 
Saccharose, 25 mM Natrium-Acetatpuffer 
(pH 5,5) und 1 mM CaCl2 gestartet. Die 
Saccharose- und Fructose-Konzentrationen 
vor und nach 24 h Reaktionszeit wurden 
mittels isokratischer HPLC mit 65 % [v/v] 
Acetonitril bei einer Flussrate von 1 mL min-

1 bestimmt. 
 

Um die beste Inkubationstemperatur für die I-FOS-Produktion zu ermitteln, wurde die Stabilität des 

Rohenzyms bei 40 °C, 45 °C und 50 °C analysiert. Sterilfiltrierte Präparationen des InuGB-V3-

Rohenzyms wurde für vier Tage bei den angegebenen Temperaturen inkubiert. In einem 24 Stunden-

Intervall wurden Enzymproben entnommen und die Restaktivität durch Aktivitätsassays bestimmt. Die 

während der Enzymreaktion freigesetzte Glucose-Menge (die sowohl die Transfructosylierung als auch 

die hydrolytische Aktivität widerspiegelt) wurde mit einem GOPOD-Assay (Megazyme Inc.) analysiert. 

Es zeigte sich, dass das InuGB-V3-Rohenzym bei 40 °C eine ausgezeichnete Stabilität aufwies, da die 

nachgewiesene Aktivität nach vier Tagen der Inkubation nur um 16,1 ± 1,0 % abnahm. 

Hinsichtlich der Verbesserung der Analyse der I-FOS Produkte wurde folgendes Verfahren untersucht: 

Die HPLC-Säule Shodex Ashiapak NH2P-50 4E (Showa Denko K. K.) zeigte ideale Eigenschaften für 

die Analyse von L-FOS[1]. Die Trennfähigkeit der Säule wurde im Projekt für weitere FOS und 

niedermolekularen Fruktane validiert. Es kamen kommerzielle I-FOS Standards (GFn-Typ), mit InuGB-

V3 synthetisierte I-FOS, Disaccharid- und Trisaccharid-Standards sowie eine Mischung enzymatisch 

synthetisierter L-FOS zum Einsatz [5]. Die Analysen bestätigten, dass sich die beschriebene HPLC-Säule 

für die chromatographische Analyse eines breites Fruktan-Spektrums eignete, unabhängig vom Fruktan-

Typ (Abb. 7). So wurden mit dieser Säule die auf 1-Kestotriose (GF2) folgenden I-FOS 

basisliniengetrennt. Zudem konnte zwischen I-FOS, L-FOS und FOS vom Fn oder GFn-Typ 

unterschieden werden. 
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Abb. 5: Unterscheidung verschiedener FOS-Typen mittels HPLC-Analyse. (---): Prozesslösung der I-FOS-
Produktion im 10-L-Maßstab aus 800 g L-1 Saccharose unter Verwendung von InuGB-V3-Rohenzym. (---): I-FOS-
Standards des GFn-Typs (Megazyme, Inc.). (---): L-FOS Standards des Fn-Typs (Megazyme, Inc.). (---): L-FOS des Fn 
+ GFn-Typs (hergestellt wie in Pohlentz et al. 2022 beschrieben). 1: Saccharose, 2: Levanbiose (F2), 3: 1-
Kestotriose (GF2), 4: Levantriose (F3), 5: 1,1-Kestotetraose (GF3), 6: L-FOS F4, 7: 1,1,1-Kestopentaose (GF4), 8: I-
FOS GF5, 9: L-FOS F5, 10: I-FOS GF6, 11: L-FOS F6, 12: I-FOS GF7. Die verschiedenen FOS wurden mittels 
isokratischer HPLC unter Verwendung der Säule Shodex Ashiapak NH2P-50 4E mit 58 % [v/v] Acetonitril bei einer 
Flussrate von 0,7 mL min-1 analysiert. 

 

Arbeitspaket 2.1. Synthese von präbiotischen Disacchariden 

 

Im Rahmen von IMPRES2 wurde der Fokus auf die Identifizierung und Produktion präbiotischer und 

kalorienarmer Zuckeralternativen gelegt. In diesem Zusammenhang wurde ein enzymatisches System 

entwickelt, welches die Produktion eines neuartigen, präbiotischen Disaccharids ermöglicht. Dieses 

präbiotische Disaccharid kann nun erstmals in signifikanten Mengen hergestellt werden. Konkrete 

Untersuchungen zur Süßkraft und ernährungsphysiologischen Eigenschaften werden durch den Stand 

der Forschung jedoch nur unzureichend abgebildet. 

Meilenstein 2.1.1: Einführung des 2-Enzymsystem zur Synthese des präbiotischen Disaccharids  

Innerhalb der Arbeiten von Arbeitspaket 2.1 wurden verschiedene Levanhydrolasen charakterisiert. 

Neben der Produktion für Levan eignen sich diese Enzyme darüber hinaus für die gezielte Produktion 

eines kalorienarmen Disaccharids mit präbiotischen Eigenschaften und hoher Süßkraft. Die bereits 

beschriebene Endolevanase LevB aus Bacillus (B.) subtilis DSM 10 wurde in der initialen Phase des 

Arbeitspaketes untersucht. Das Enzym wurde als unzureichend für das vorgesehene Arbeitsziel 

eingestuft, da LevB ein breites Spektrum an unerwünschten Nebenprodukten produziert. Das Enzym 

zeigte darüber hinaus mit einer spezifischen Aktivität von 3 U mg-1 eine mangelhafte Aktivität für 

biotechnologische Verfahren. Neben LevB aus B. subtilis DSM 10 wurden daher weitere Enzyme für die 

Synthese des präbiotischen Disaccharids analysiert. In der Literatur werden bereits Enzyme beschrieben, 

die das präbiotische Disaccharid als Teil ihres respektiven Produktsspektrums bilden. Basierend auf den 

vielversprechendsten Kandidaten wurden 3D-Modelle erstellt um auffällige Teile der proteinogenen 

Primärsequenz zu identifizieren und zu modifizieren mit dem Ziel, das Produktspektrum auf das 

präbiotische Disaccharid einzuengen. 

6 8 10 12 14 16 18 20

0

5

10

15

20

25

Retentionszeit [min]

S
ig

n
a
l [

m
V

o
lt]

1

4

3

2

5

6

7

8

10
12

9

11



 12 

Die Deletion dieser Strukturen hat sich signifikant auf die mikrobielle Enzymproduktion und die 

hydrolytischen Eigenschaften der Enzyme ausgewirkt. Die modifizierte Variante LevMAPK produziert fast 

ausschließlich das präbiotische Disaccharid (Abb. 9). Der Anteil unerwünschter Nebenprodukte lag in 

Experimenten der AG Deppenmeier bei < 5 % [w/w]. Bei dem Enzym handelt es sich nachweisbar um 

das erste Enzym mit diesem einzigartigen Produktspektrum. Diese Ergebnisse haben hohen innovativen 

Charakter und wurden im Rahmen der Patentanmeldung DPMA 10 2024 119 837.0 beim Deutschen 

Patent- und Markenamt geschützt. Auf Basis der Levanhydrolasen aus IMPRES und IMPRES2 wurde 

ein bi-enzymatisches Verfahren entwickelt, um ausgehend von Saccharose hoch-spezifisch dieses 

präbiotische Disaccharid zu produzieren. Überraschenderweise zeigte sich bei simultaner Inkubation der 

beiden Enzyme mit einer hoch konzentrierten Saccharose-Lösung (684 g L-1) eine unzureichende 

Produktbildung. Bei aufeinanderfolgender Inkubation der Saccharose mit den beiden Enzymen zeigten 

sich zufriedenstellende Produkt-Ausbeuten von bis zu 241 ± 17 g L-1. Demnach fanden sich 70,4 ± 4,9 

% der in der Saccharose enthaltenen Fructose zum Ende des bi-enzymatischen Verfahrens im 

gewünschten Produkt wieder. Das IMPRES Vorhaben hat somit einen idealen Bio-Katalysator zur 

spezifischen Synthese des präbiotischen Disaccharids hervorgebracht. Meilenstein 2.1.1 wurde somit 

erreicht. 

Meilenstein 2.1.2: Optimierung der Genexpression und Proteinproduktion 

Die durchgeführten Modifikationen der Enzyme für die Synthese des präbiotischen Disaccharids wirkten 

sich nicht nur positiv auf die Produktspezifität aus, sondern steigerten zusätzlich die Ausbeuten der 

entsprechenden Enzyme nach rekombinanter Produktion in E. coli (Abb. 10). Durch Deletion der C-

terminalen Proteindomäne haben wir die volumetrische Aktivitätsausbeute von 13.050 ± 471 U L-1
 

Kulturvolumen um fast 800 % auf 103.495 ± 2.913 U L-1 Kulturvolumen gesteigert. Die 

maßgeschneiderte Optimierung der Vektor-basierten Ribosomenbindestelle führte zu einer weiteren, 

drastischen Steigerung der Proteinausbeute. Insgesamt 357.615 ± 45.431 U L-1 Kulturvolumen wurden 

auf Basis des Stammes E. coli NEB 5-α pASK5_optRBS_levMAPK
 generiert, was eine relative 

Aktivitätssteigerung von 2.700 % gegenüber dem Erststamm E. coli NEB 5-α pASK5_lev_MAPK 

entspricht. 

Abb. 9: Produktspektrum von LevMAPK (schwarze Linie). Als Referenzstandards (gepunktete Linie) dienten Fruktose 
(F), Disaccharide (DP2) und Trisaccharide (DP3). Glycerin (G) wurde als Frostschutzmittel für die 

Enzympräparation benutzt. 

 
Die einzigartigen hydrolytischen Eigenschaften von LevMAPK wurden dazu genutzt, größere Mengen des 

präbiotischen Disaccharids zu produzieren und in einer sensorischen Kleinstudie am Institut für 

Mikrobiologie und Biotechnologie zu bewerten. Dabei zeigte sich im Vergleich zum herkömmlichen 
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Haushaltszucker Saccharose eine Süßkraft von ca. 80 %. Die Teilnehmer der Sensorikstudie (n = 7) 

bewerteten den Geschmack als natürlich und Zucker-ähnlich. Nicht alle Disaccharide besitzen von Natur 

eine relevante Süßkraft. Die Süßkraft des Disaccharids Cellobiose liegt beispielsweise bei lediglich 20 

%. Vor diesem Hintergrund könnte die nachgewiesene Süßkraft einen erfinderischen Wert besitzen, 

zumal das präbiotische Disaccharid aufgrund der -glykosidischen Bindung sehr wahrscheinlich nicht 

durch Enzyme des oberen Verdauungstraktes abgebaut werden kann und das Disaccharid somit über 

einen reduzierten Kaloriengehalt verfügt. Eine Anwendung als kalorienreduzierte und natürliche 

Zuckeralternative erscheint daher vielversprechend. 

 
Abb. 4: SDS-PAGE (A) und Aktivitätsausbeuten (B) von Rohzellextrakten der Stämme E. coli NEB 5-α pASK5_levnativ 
(1), E. coli NEB 5-α pASK5_levMAPK (2) und E. coli NEB 5-α pASK5_optRBS_levMAPK

 (3). Es wurden 10 µg an 
Gesamtzellprotein aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die volumetrischen Aktivitätsausbeuten 
wurden auf der Grundlage der Produktion des präbiotischen Disaccharids [µmol pro Minute] berechnet und auf 
ein Kulturvolumen von 1 L extrapoliert. Die entsprechenden Assays wurden als biologische Duplikate 
durchgeführt. Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz wurde eine Varianzanalyse mit GraphPad 10.2.3 
(GraphPad Software, San Diego, US) durchgeführt; *: p = 0,0132; ****: p < 0,0001.  

Arbeitspaket 2.2. Optimierung der 5-Ketofructose (5-KF) Produktion aus Saccharose 

Die Einführung von kalorienarmen oder kalorienfreien Zuckerderivaten ist von großem 

gesellschaftlichem und industriellem Interesse. Ein Forschungsschwerpunkt in diesem Projekt 

beinhaltete daher die Synthese des kalorienarmen Zuckerersatzstoffes 5-Ketofruktose (5-KF) [11, 12], 

der direkt aus dem natürlichen Süßstoff Fruktose bzw. aus Saccharose hergestellt werden sollte. 

Meilenstein 2.2.1: Optimierung der Anzuchtbedingungen zur 5-KF Produktion aus Saccharose 

In der ersten Förderperiode haben wir bereits G. oxydans-Stämme generiert, die 5-KF aus Saccharose 

bilden konnten [7]. Allerdings bestand noch Optimierungsbedarf hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit des 

verwendeten Wachstumsmediums. Um die Kosten der 5-KF Synthese zu optimieren, wurde das 

Wachstum von G. oxydans fdh sowie die Menge an produzierter 5-KF in Medien mit unterschiedlicher 

Hefekonzentration untersucht. G. oxydans fdh ist eine maßgeschneiderte Gluconobacter-Mutante, die 

zur Überproduktion der Fructose-Dehydrogenase befähigt ist. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation 

von Fructose zu 5-KF [6]. Die Experimente sollten aufdecken, ob sich eine Reduktion des 

vergleichsweise teuren Hefeextrakts nachteilig auf Wachstumsparameter bzw. Produktausbeuten 

auswirkt. Hierfür wurden Kulturen von G. oxydans fdh in Medium mit 50 mM Fruktose und variierenden 

Hefeextraktkonzentrationen (0 g/L, 1 g/L, 2 g/L, 4 g/L oder 6 g/L) angezogen. Das Wachstum wurde 

über die Bestimmung der optischen Dichte (OD600) dokumentiert. Die Substrat- und 

Produktkonzentration wurden mittels HPLC bestimmt. Es wurde deutlich, dass sowohl das 

Zellwachstum als auch die produzierte 5-KF-Menge mit sinkender Hefeextraktkonzentration deutlich 

abnahmen (Abb. 11). Bei einer Hefeextraktkonzentration von 6 g/L wurden 50 mM Fruktose zu 45 mM 
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5-KF umgesetzt, was einer Syntheseeffizienz von 90 % entspricht. Etwa 10 % der Fruktose wurden 

offensichtlich für den Stoffwechsel von G. oxydans fdh verwendet. Wenn 4 g/L Hefeextrakt im Medium 

vorhanden waren, wurden noch etwa 30 % der Fruktose zu 5-KF oxidiert. Bei 2 g/L Hefeextrakt wurden 

50 mM Fruktose in 6,8 mM und bei 1 g/L und 0 g/L in jeweils 2,6 mM 5-KF umgesetzt. Dies entsprach 

einem Ertrag von etwa 14 % und 5 %. Eine Produktion von 5-KF mit geringerer 

Hefeextraktkonzentration als 6 g/L würde somit zu hohen Wachstums- und Produktionsverlusten führen. 

 

In der Zwischenzeit wurde in der 

Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Büchs (Teilprojekt 3 des IMPRES2-Verbunds) ein synthetisches Medium 

optimiert, um die Zelldichte und die Kultivierungszeit von G. oxydans zu verbessern und gleichzeitig die 

Produktausbeute zu maximieren. Das Medium besteht nur aus kostengünstigen Salzen, Aminosäuren 

und Vitaminen sowie sieben Spurenelementen und einem Calcium-Salz. Es konnte gezeigt werden, dass 

Glutamat; Glycin, Isoleucin und p-Aminobenzoesäure einen großen Einfluss auf das Wachstum des 

untersuchten Stammes haben. Eine optische Dichte (OD600) von 2,5, eine verkürzte Kultivierungszeit 

von nur 30,5 h und eine Produktausbeute von 0,94 g 5-KF/g Fructose, die ähnlich hoch ist wie die 

Produktausbeute, die mit dem komplexen Medium erreicht wurde, unterstreichen das Potenzial dieses 

Mediums. Eine weitere Optimierung des Wachstumsmediums war daher nicht notwendig. Zudem stellte 

sich heraus, dass 5-KF eine cytotoxische Wirkung auf Lebewesen hat. Die Arbeiten mit Bezug zu 5-KF 

wurden eingestellt (siehe Punkt 3).  

Meilenstein 2.2.2: Steigerung der Enzymaktivität zur Produktion von 5-KF 

Aufgrund der Toxizität der 5-KF wurde der Meilenstein verworfen (siehe Umstrukturierung des 

Projekts im Erfolgskontrollbericht Kapitel 4) 

 
Arbeitspaket 3.1. Toxikologische Tests 

Meilenstein 3.1.1. Natürliches Vorkommen der Produkte 

Aufgrund der Toxizität der 5-KF wurde der Meilenstein verworfen (siehe Umstrukturierung des 

Projekts im Erfolgskontrollbericht Kapitel 4)  

 
Meilenstein 3.1.2: Reinigung der Substrate zur Verfütterung 

Um die im Projekt bearbeiteten Zuckerersatzstoffe und Präbiotika für Fütterungsversuche und 

toxikologische Studien einzusetzen, wurden diese in ausreichender Qualität und Quantität produziert und 

aufgereinigt. Zur Produktion von 5-KF wurde bereits ein mikrobielles Produktionsverfahren auf Basis 

von ruhenden Zellen des Stammes G. oxydans 621H ΔhsdR pBBR1-p264-fdhSLC-ST etabliert [11-13]. 

In ruhender Form oxidieren die Zellen D-Fructose über den Membran-gebundenen Fruktose-

Dehydrogenase-Komplex effizient zu 5-KF, ohne nennenswerten Zellstoffwechsel zu betreiben. Die 

finale Prozesslösung weist somit neben 5-KF nahezu keine weiteren Stoffwechselendprodukte auf, was 

Abb.11: 5-KF-Produktion von G. 
oxydans fdh in Medien mit 
sinkender Hefeextrakt-
konzentration. Das Substrat 
Fruktose (weißer Balken) wurde in 
einer Konzentration von 50 mM 
eingesetzt. Die Fructose- und 5-KF- 
(grauer Balken) Konzentration 
wurden mittels HPLC bestimmt. Das 
Wachstum wurde über die End-
OD600nm bestimmt (gestrichelte 
Linie). Die Inkubation erfolgte bei 30 
°C und 180 rpm über 72 h. 
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das Downstream-Processing enorm vereinfacht. Um die Reinheit der 5-KF-Lösung zu maximieren, 

wurden verschiedene Aktivkohle-Präparationen und Filtrationssysteme getestet. Die Verwendung der 

Aktivkohle Cabot Norit GAC 1240 Plus und eine anschließende Membranfiltration erwiesen sich als 

geeignet, um eine 5-KF-Lösung herzustellen, die in ihrer Reinheit den Ansprüchen toxikologischer 

Studien entspricht. Mit Hilfe des ToxinSensor™ Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kits wurde 

bestätigt, dass sich in der präparierten 5-KF-Lösung keine mikrobiellen Endotoxine befanden, die 

anschließende toxikologische Studien beeinflussen könnten. 

Neben der 5-KF konnten die im Projekt bearbeiteten Levan-FOS, Inulin-FOS und das präbiotische 

Trisaccharid Lactosaccharose ebenfalls für Fütterungsversuche und toxikologische Studien aufgereinigt 

werden. Mittels präparativer HPLC wurden L-FOS, I-FOS und Lactosaccharose in hochreiner Form 

erhalten. Die isolierten Fraktionen wiesen eine sehr hohe Reinheit von > 99 % auf, wodurch sich diese 

ideal für toxikologische Studien eigneten. Die chromatographische Trennung der Lactosaccharose-

Produktionslösung ist nachfolgend exemplarisch dargestellt (Abb. 12).  

 

Meilenstein 3.1.3: Einfluss von 5-KF auf Enzyme des Zentralstoffwechsels 

Im Rahmen des Meilensteins M3.1.3 wurde der Einfluss der 5-Keto-D-Fructose auf Enzyme des 

Zentralstoffwechsels untersucht. Ausgewählt wurden dafür die Enzyme Glycerinaldehyd-3-Phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) und die Lactat-Dehydrogenase (LDH), da die Aktivität dieser Enzyme 

photometrisch über die Zu- und Abnahme der beteiligten Cofaktoren NAD+/NADH bestimmt werden 

kann. Die Untersuchungen deckten auf, dass hochreine 5-KF keinen Einfluss auf die Aktivität der 

GAPDH hatte. Die Aktivität des Enzyms lag in Anwesenheit von 50 mM 5-KF auf dem gleichen Niveau 

wie in Abwesenheit der 5-KF. Die GAPDH ist ein essenzieller Bestandteil des Zentralstoffwechsels und 

Abb. 12: HPLC-Chromatogramm eines Lactosaccharose-
Produktionsansatzes. Das Reaktionsgemisch, welches sich aus 
Glukose (G), Saccharose (S), Laktose (L) und Lactosaccharose 
(LS) zusammensetzt, wurde mittels präparativer HPLC 
aufgereinigt. Die Detektion der Analyten erfolgte über einen 
Brechungsindexdetektor. Die blau hinterlegten Bereiche 
wurden über einen Fraktionssammler in eine Waste-Fraktion 
geleitet. Der gelb hinterlegte Lactosaccharose-Peak wurde in 
einer separaten Lactosaccharose-Fraktion gesammelt. 
Dargestellt sind acht individuelle technische Replikate. 

Abb. 13: Reaktionskinetik der Lactat-Dehydrogenase in An- und 
Abwesenheit von 5-KF. Die während der enzymatischen Reaktion 
stattfindende Oxidation des Cofaktors NADH wurde 
photometrisch bei 360 nm verfolgt. Gemessen wurden 
Reaktionen, denen keine 5-KF (grün) bzw. 20 mM 5-KF (orange) 
und 50 mM 5-KF (rot) zugesetzt wurde. Jeder Ansatz wurde als 
technisches Triplikat untersucht. 
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katalysiert in der Glykolyse die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-

Bisphosphoglycerat. Im Gegensatz dazu zeigte sich unter Verwendung der Lactat-Dehydrogenase, dass 

5-KF die Umwandlung von Pyruvat zu L-Lactat inhibiert (Abb. 13). Die simultan zur Pyruvat-Reduktion 

stattfindende NADH-Oxidation wurde photometrisch bei 360 nm verfolgt, um den Einfluss der 5-KF zu 

evaluieren. Die Untersuchungen deckten auf, dass die Oxidation vom NADH in Anwesenheit von 5-KF 

langsamer verlief als in Abwesenheit der 5-KF, was auf eine Inhibierung der enzymatischen Reaktion 

hindeutete. Dieser Effekt war konzentrationsabhängig und deutete an, dass 5-KF einen negativen 

Einfluss auf den Stoffwechsel von Lebewesen haben kann (siehe auch M 3.1.4a). 

Meilenstein 3.1.4: Experimente in Zellkulturen mit dem potenziellen Süßstoff 5-Ketofructose 

Im Rahmen des Meilensteins 3.1.4 (Experimente in Zellkulturen und mit Fruchtfliegen) wurden an der 

Universität Bonn verschiedene Experimente durchgeführt, um den Einfluss von 5-KF auf eukaryotische 

Darmzellen zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurde ein Zellkultur-Labor in der Abteilung von Professor 

Deppenmeier etabliert, das toxikologische Untersuchung an der humanen Zelllinie HT-29 ermöglichte. 

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um isolierte Dickdarmkrebszellen, die häufig in biologischen Studien 

verwendet werden [8] und sich für toxikologische Studien eignen. Im Rahmen der durchgeführten 

Experimente zeigte sich, dass 5-KF einen zytotoxischen Effekt auf die getestete Zelllinie ausübte. Dieser 

Effekt wurde nach Anwendung statistischer Methoden als hoch signifikant eingeordnet und zeigte sich 

bereits bei Konzentrationen von 5 mM.  

 

Die Experimente, die zu dem besagten Befund führten, werden nachfolgend vorgestellt: 

 

Ausgehend von Fructose wurden zunächst durch ruhende Zellen des Stammes G. oxydans fdh größere 

Mengen hochreiner 5-KF produziert. Nach dem Abtrennen der Biomasse wurde durch Aktivkohle-

Behandlung und Filtration eine 5-KF-Lösung hergestellt, die laut chromatographischer Analysen eine 

Reinheit von über 98 % aufwies. Da bei mikrobiellen Herstellungsverfahren eine Kontamination mit 

zytotoxischen Lipopolysacchariden oder Endotoxinen grundsätzlich möglich ist, wurde der Endotoxin-

Gehalt in der 5-KF-Lösung mit Hilfe des ToxinSensor™ Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kits 

(Genescript Biotech B.V.) ermittelt. Die Untersuchungen bestätigten, dass in der untersuchten Lösung 

keine relevanten Endotoxin-Konzentrationen vorlagen. Als zusätzliche Kontrolle für die toxikologischen 

Analysen wurde analog zur 5-KF-Produktion eine Referenz-Fruktose-Lösung hergestellt. Zur 

Produktion dieser Lösung wurden ruhende Zellen des Wildtyp-Stammes G. oxydans 621H mit einer 

Fruktose-Lösung inkubiert. Da ruhende Zellen von G. oxydans 621H das Monosaccharid Fruktose nicht 

metabolisieren können, wurde so eine hochreine Fruktose-Lösung gewonnen, die die gleiche 

„Belastung“ mit mikrobiellen Zellbestandteilen aufwies, wie die oben erwähnte 5-KF-Lösung. Die 

Referenz-Fruktose-Lösung wurde ebenfalls durch Aktivkohle-Behandlung und Filtration aufgereinigt. 
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Zur Evaluation der toxikologischen Wirkung von 5-KF wurde unter Verwendung der erwähnten HT-29 

Zelllinie der in der Zellbiologie etablierte MTT-Assay angewendet [9]. Dieser Assay basiert auf der 

Reduktion des gelben, wasserlöslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem blau-violetten, wasserunlöslichem Formazan, einer 

Reaktion, die durch mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen katalysiert werden. Die Menge des 

gebildeten Formazan-Farbstoffs spiegelt die Glykolyse-Rate und somit die generelle Vitalität der Zellen 

wider. Entsprechend bilden vitale, eukaryotische Zellen größere Mengen des violetten Farbstoffs, 

während Zellen, die in ihrer Vitalität eingeschränkt sind, geringere Mengen Formazan produzieren. Als 

Positivkontrolle für alle toxikologische Studien diente der Apoptose-Induktor Bortezomib, der durch 

Inhibierung der Proteasomen den Zelltod eukaryotischer Zellen einleitet. Wie Abb. 14 entnommen 

werden kann, zeigte sich bei allen Konzentrationen des Apoptose-Induktors Bortezomib eine starke 

Reduktion der makroskopisch sichtbaren Violett-Färbung. Dies deutete auf eine reduzierte Aktivität der 

eukaryotischen Mitochondrien und folglich auf eine drastisch eingeschränkte Vitalität der Zellen hin. In 

Wells, die mit 5-KF behandelt wurde, zeigte sich bei der niedrigsten Konzentration (1 mM) kein Effekt 

im Vergleich zur Negativkontrolle (H2O). Bei höheren 5-KF Konzentrationen wurde jedoch eine 

Reduktion der Violett-Färbung beobachtet, was auf eine Reduktion der Zellvitalität hindeutete [10]. 

Dieser Effekt war konzentrationsabhängig und nahm mit steigender 5-KF Konzentration zu. Wells, die 

mit der Referenz-Fruktose-Lösung inkubiert werden, zeigten makroskopisch eine Violett-Färbung, die 

in ihrer Intensität der Negativkontrolle (H2O) entsprach. Neben der makroskopischen Auswertung der 

96-Well Platte wurde zusätzlich die Absorption der rückgelösten Formazan-Kristalle bestimmt und in 

Relation zur Negativkontrolle (H2O) gesetzt. 

 

Die photometrische Bestimmung der Absorption (Abb. 

15) bestätigte das makroskopische Resultat des MTT-

Assays.  

Abbildung 54: Photographische Aufnahme des an 
HT-29 Zellen durchgeführten MTT-Assays. In einer 
96 Well-Platte ausgesäte Zellen wurden nach 
ausreichender Konfluenz für 20 h mit H2Or, dem 
Apoptose-Induktor Bortezomib (BTZ), 5-KF oder 
Fructose (Fru) inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 
37 °C in einer 5 %-igen CO2-Atmosphäre. Die 
während der Inkubation gebildeten Formazan-
Kristalle wurden in Isopropanol gelöst und die Platte 
anschließend photographisch dokumentiert. Der 
Apoptose-Induktor Bortezomib wurden von links 
nach rechts in den aufsteigenden Konzentrationen 
10 nM, 1 µM und 100 µM eingesetzt. Die eigens 
hergestellte 5-KF- und Fruktose-Lösung wurde von 
links nach rechts in den aufsteigenden 
Konzentrationen 1 mM, 10 mM und 25 mM 
eingesetzt. Alle äußeren Wells wurden mit H2Or 
behandelt. Alle Substanzen wurden in jeweils sechs 
Replikaten getestet. 
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Durch Zugabe von Bortezomib wurden die Zellen signifikant inhibiert. Die relative Zellvitalität 

entsprechender Wells lag im Vergleich zur Wasser-Kontrolle bei unter 40 % (p = < 0,0001). Der 

inhibierende Effekt der 5-KF wurde ebenfalls bestätigt. Obwohl in Anwesenheit von 1 mM 5-

Ketofructose die Vitalität der HT-29 Zellen nicht signifikant eingeschränkt wurde, zeigte sich bei 10 mM 

5-KF eine Reduktion der relativen Zellvitalität auf 44 ± 6 % (p = < 0,0001) im Vergleich zur 

Wasserkontrolle. Dieser Effekt verstärkte sich bei Zugabe der höchsten 5-KF Konzentration (25 mM) 

auf 23 ± 4 % (p = < 0,0001). Die Referenz-Fruktose-Lösung wirkte sich im Vergleich nur unerheblich 

auf die Zellen aus. Die beiden geringeren Konzentrationen (1 mM und 10 mM) zeigten keinen 

signifikanten Einfluss auf die metabolische Aktivität der HT-29 Zellen. In Anwesenheit der höchsten 

Fruktose-Konzentration wurde eine geringe Reduktion der Zellvitalität ermittelt (85 ± 9 %; p = 0,011). 

Der direkte Vergleich der 5-KF- und Fruktose-Ergebnisse lässt darauf schließen, dass während der 

Herstellung und Aufreinigung der Zuckerlösungen keine relevanten Endotoxin-Mengen in die Zucker-

Präparationen gelangt sind. Andernfalls hätte man in den Wells, die mit der eigens hergestellten 

Fruktose-Lösung supplementiert wurden, ebenfalls eine deutliche Reduktion der Zellvitalität beobachten 

müssen. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass 5-Ketofructose in Konzentration ≥ 10 mM 

einen negativen Einfluss auf die Vitalität der untersuchten Darmepithelzellen hatte. Auf Basis der 

statistischen Analysen kann dieser Einfluss als hoch-signifikant angesehen werden. Die Intensität der 

Inhibierung war dabei ab Konzentrationen ≥ 10 mM vergleichbar mit dem inhibierenden Effekt des 

Apoptose-Induktors Bortezomib. 

 

Um die Ergebnisse des MTT-Assays zu verifizieren, wurde eine weitere Versuchsreihe mit der HT-29 

Zelllinie und den angesetzten Zucker-Lösungen durchgeführt. Im Fokus dieser Versuchsreihe stand der 

RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay der Promega GmbH. Kern des Assays ist die Umsetzung des 

Abb. 15: Relative Zellvitalität von HT-29 
Zellen im MTT-Assays. Die dargestellte 
Zellvitalität basiert auf der quantitativen 
Bestimmung der Absorption bei einer 
Wellenlänge von 570 nm. Die gemittelte 
Absorption der Wasserkontrolle entsprach 
dabei 100 % relativer Zellvitalität. Getestet 
wurden der Apoptose-Induktor 
Bortezomib, eigens hergestellte 5-KF-
Lösung und eigens hergestellte Referenz-
Fruktose-Lösung. Alle Substanzen wurden 
in jeweils sechs Replikaten getestet. Die 
statistische Signifikanz wurde durch eine 
Varianzanalyse ermittelt, bei der die 
Mittelwerte der jeweiligen Ansätze mit 
dem Mittelwert der Negativkontrolle 
verglichen wurden. **** ≙ p < 0,0001; * ≙ 
p = 0,011. 
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sogenannten MT Cell Viability Substrates durch vitale, eukaryotische Zellen. Nach Reduktion des frei-

diffundierbaren Substrates wird dieses durch eine NanoLuc Luziferase verwertet, was in einem 

messbaren Lichtsignal (Lumineszenz) resultiert. Entsprechend produzieren vitale Zellen im 

Reaktionsverlauf ein starkes Lumineszenz-Signal, während Zellen, die in ihrer Vitalität eingeschränkt 

sind, geringe bis gar keine Lumineszenz zeigen. Im Gegensatz zum MTT-Assay, der lediglich eine 

Endpunkt-Bestimmung ermöglicht, kann der RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay kontinuierlich 

gemessen werden, was eine deutlich bessere Evaluation getesteter Substanzen ermöglicht. Über einen 

Versuchszeitraum von 52,5 Stunden hinweg wurde an insgesamt 10 Zeitpunkten die Lumineszenz der 

einzelnen Wells dokumentiert. Wie die nachfolgende Abbildung (Abb. 16) verdeutlicht, konnte der 

RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay die Resultate des MTT-Assays bestätigen.   

 

Abb. 16: Lumineszenz-Intensität [RLU] während des kontinuierlichen RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assays 
unter Verwendung der HT-29 Zelllinie und verschiedener Test-Substanzen. In einer 96 Well-Platte ausgesäte HT-
29 Zellen wurden nach ausreichender Konfluenz mit der Negativkontrolle (H2O), der Positivkontrolle Bortezomib 
(BTZ), 5-Ketofructose (5-KF) und Fructose (F) inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C in einer 5 %-igen CO2-
Atmosphäre. Die Lumineszenz-Intensität wurde mit Hilfe des Promega GloMax Detection Systems bestimmt. Alle 
Substanzen wurden in jeweils sechs Replikaten getestet. 

HT-29 Zellen, die dem Apoptose-Induktor Bortezomib ausgesetzt wurde, erzielten nach 30,5 Stunden 

ein maximales Lumineszenz-Signal von 242.633 ± 5.553 RLU (Relative Luminescence Units). Bis zum 

Ende des Experiments (52,5 Stunden) sank das Lumineszenz-Signal entsprechender Wells auf einen 

Wert von < 45.000. Die Negativkontrolle (H2Or) zeigte hingegen einen kontinuierlichen Anstieg der 

Lumineszenz bis hin zu einem maximalen RLU-Wert von 831.533 ± 32.590. Während Zellen, denen 5-

KF in einer Konzentration von 1 mM zugefügt wurde, eine ähnlich hohe Lumineszenz-Intensität 

(806.216 ± 16.376 RLU) erzielten wie die Negativkontrolle, zeigte sich ab einer 5-KF Konzentration 

von 5 mM eine signifikante Reduktion des Lumineszenz-Signals (p = < 0,0001). Dies deutete erneut auf 

eine Reduktion der Zellvitalität in Anwesenheit von 5-KF hin. Die höchsten 5-KF Konzentrationen 

wirkten sich in der Versuchsreihe negativer auf die Zellvitalität aus als die verwendete Bortezomib-

Lösung (1 µM). 

Fazit: In den durchgeführten Versuchsreihen wurde aufgedeckt, dass 5-KF einen 

zytotoxischen Effekt gegenüber der Darmepithel-Zelllinie HT-29 zeigte [10]. Die 

Reduktion der Zellvitalität, die durch 5-KF ausgelöst wurde, war dabei hoch-signifikant 

und zeigte sich bereits ab einer 5-KF Konzentration von 5 mM. Auf Basis der 

toxikologischen Studien sollte von einer Anwendung der 5-KF im Lebensmittelsektor 

abgesehen werden. 
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Arbeitspaket 3.2 Effekt der Produkte auf wichtige Bakterien 

Meilenstein 3.2.1. Einfluss der Süßstoffe auf die Darmflora 

Vor dem Hintergrund der zytotoxischen Effekte, die für 5-KF aufgedeckt wurde, erhielt die 

toxikologische Bewertung der übrigen Süßstoff-Kandidaten erhöhte Priorität. Auf Basis der erforschten 

Enzyme und entwickelten Aufreinigungsmethoden wurde zur Bearbeitung dieses Meilensteins 

hochreines Material für Levan-FOS, für das präbiotische Disaccharid und den präbiotischen Ballaststoff 

sowie für Lactosaccharose hergestellt. In toxikologischen Untersuchungen an HT-29 Darmepithelzellen 

zeigte keine der untersuchten Verbindungen Auffälligkeiten (Abb. 17). Dieser Nachweis attestiert eine 

erste Unbedenklichkeit der untersuchten Substanzen. Meilenstein 3.2.1 wurde entsprechend erfüllt. 

 
Meilenstein 3.2.2. Effekt der potenziellen Präbiotika auf probiotische Bakterien 

Die hohe Spezifität der erschlossenen Bio-Katalysatoren ermöglichte die skalierte und effiziente 

Synthese der im Projekt bearbeiteten Präbiotika. Diese wurden im Anschluss durch maßgeschneiderte 

chromatographische Verfahren aufgereinigt und für die umfassendste Studie zur Bewertung des 

präbiotischen Potenzials Levan- und Inulin-basierter Fruktane eingesetzt [5]. Für die Studie wurden 

insgesamt 17 probiotische Mikroorganismen aus probiotischen Joghurts und pharmazeutischen 

Präparaten isoliert und mit den verschiedenen Fruktan-Varianten gefüttert (Abb. 18). Von den 

untersuchten Gattungen war die probiotische Gattung Bifidobacterium am fähigsten in Bezug auf die 

Verwertung der supplementierten Fruktane. Alle kultivierten Bifidobakterien waren in der Lage, 

oligomere L- und I-FOS zu verwerten; der Grad der Metabolisierung variierte dabei jedoch sichtlich. 

Neben den untersuchten Bifidobakterien zeigten auch probiotische Laktobazillen und die probiotische 

Hefe Saccharomyces cerevisiae JP18 beachtliches Wachstum in Anwesenheit der supplementierten 

Abb. 17: Relative Zellvitalität von HT-29 Zellen im MTT-Assays. Die dargestellte Zellvitalität basiert auf der 
quantitativen Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlänge von 570 nm. Die gemittelte Absorption der 
Wasserkontrolle entsprach dabei 100 % relativer Zellvitalität. Getestet wurden der Apoptose-Induktor 
Bortezomib sowie eigens hergestellte Lösungen des präbiotischen Disaccharids/Ballaststoffs, Lactosaccharose, 
und Levan-FOS. Alle Substanzen wurden in jeweils sechs Replikaten getestet. Die statistische Signifikanz wurde 
durch eine Varianzanalyse ermittelt, bei der die Mittelwerte der jeweiligen Ansätze mit dem Mittelwert der 
Negativkontrolle verglichen wurden. **** ≙ p < 0,0001; * ≙ p = 0,011. 
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Fruktane. Die Wachstumsexperimente offenbarten, dass bestimmte probiotische Bakterien zwar in der 

Lage sind polymeres Levan zu verstoffwechseln, nicht jedoch polymeres Inulin. Diese Ergebnisse 

untermauern Belege in der Literatur, die Levan überlegene präbiotische Eigenschaften zusagen. 
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1. Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

Die wichtigste Position war sicherlich die Vergütung der wissenschaftlichen Mitarbeiterinnen. Hier sind 

Franziska Wienberg (08/21 – 05/23) und Paulina König (10/21 – 09/24) zu nennen, die beide auf dem 

Themenbereich promoviert haben. Diese Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen haben einen Großteil der 

beschriebenen Experimente durchgeführt und haben maßgeblich an der Erstellung der Manuskripte zur 

Veröffentlichung mitgearbeitet. Die Investitionsmittel wurden wie geplant genutzt, um HPLC-

Trennsäulen zu beschaffen. Ohne diese Geräte wären die Arbeiten nicht möglich gewesen. Unter Position 

0843 (sonstige allg. Verw. Ausgaben.) fallen Ausgaben für Gase, Chemikalien, Chromatographie-

Materialien, Materialien für molekularbiologische und proteinchemische Untersuchungen, 

Einmalplastikwaren und Kosten für Sequenzierungen. 

2. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit 

Im Verlauf des Verbundprojekts IMPRES wurden überaus vielversprechende Ergebnisse für die 

Synthese neuartiger Kohlenhydrate erzielt. Um das Potenzial auf ein anwendungsnahes Niveau zu heben, 

knüpfte das Verbundprojekt IMPRES2 an diese Resultate an. Das Projekt mündete in der Identifizierung 

von vier Bio-Katalysatoren, die für eine Synthese von mindestens sechs funktionellen Kohlenhydraten 

eingesetzt werden können. Aufgrund ihrer präbiotischen und physikochemischen Eigenschaften eröffnen 

diese Verbindungen vielfältige Einsatzmöglichkeiten – von kalorienarmen Süßstoffen und 

Fettersatzstoffen über Nahrungsergänzungsmittel bis hin zur Strukturgebung in Kosmetikprodukten 

sowie zu medizinischen Anwendungen. Die erzielten Ergebnisse von IMPRES2 belegen mehr als 

deutlich die Angemessenheit der geleisteten Arbeit. Es wurde die notwendige Brücke zwischen der 

Grundlagenforschung und der anstehenden Validierungsphase der entwickelten Innovationen 

geschaffen. Im Rahmen eines Spin-Off Projekts der Universität Bonn werden die entstandenen 

Innovationen mit Hinblick auf Verwertungsmöglichkeiten intensiv geprüft. 

 

Abb. 18: Finale OD600 (■) und pH-Werte (♦) von Lactobacillus-Arten (blau), anderen Milchsäurebakterien (grün), 
Bifidobakterien (rot) und weiteren probiotischen Stämmen. Die Kultivierung erfolgte in Triplikaten unter 
oxischen (einfarbiger Hintergrund) oder anoxischen (gestreifter Hintergrund) Bedingungen. Laktobazillen und S. 
thermophilus DSM 20617 wurden in modifizierten cfMRS-Medium kultiviert. Bifidobakterien, andere 
Milchsäurebakterien und S. cerevisiae JP18 wurden in TPYM-Medium kultiviert. Das Wachstum von E. coli „Nissle 
1917“ wurde in M9-Minimalmedium untersucht. Anaerobe Kultivierungen wurden bei 37 °C durchgeführt. Die 
Stämme von L. paracasei, L. rhamnosus und E. faecium wurden ebenfalls aerob bei 37 °C kultiviert. Alle anderen 
aeroben Kultivierungen erfolgten bei 30 °C. Mit Ausnahme der Kulturen von S. cerevisiae JP18 und E. coli „Nissle 
1917“ wurde das jeweilige Medium mit 100 mM MES-Puffer (pH 6,5) supplementiert. Alle Kulturen wurden mit 
1% [v/v] Vorkultur beimpft. Glucose (G), Fructose (F), L-FOS (LF), I-FOS (IF), Levan (LP) und Inulin (IP) wurden in 
einer Endkonzentration von 30 mM (Monomeräquivalente) als Kohlenstoffquellen verwendet. In den 
Kontrollkulturen wurde die Kohlenstoffquelle durch Wasser ersetzt. Die maximalen OD600-Werte der 
Kontrollkulturen wurden von den Werten der Kulturen, die eine Kohlenstoffquelle enthielten, subtrahiert, um 
Wachstum auf komplexen Medienkomponenten zu berücksichtigen. Der pH der Kulturen der R2-Spezies (L. 
rhamnosus und E. faecium) konnte nicht bestimmt werden. 
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3. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des 

Ergebnisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans  

Die Ergebnisse des IMPRES2-Projekts sind vielversprechend und besitzen ein breites 

Anwendungspotenzial, sowohl für die Lebensmittelindustrie als auch für die Gesundheits-

wissenschaften. Die entwickelte Technologie zur mikrobiellen Herstellung von Präbiotika und 

kalorienarmen Süßstoffen bietet eine nachhaltige Alternative zu herkömmlichen Zuckerquellen, was 

insbesondere in der Ernährungs- und Lebensmittelbranche von hoher Relevanz ist. Ein wesentlicher 

Nutzen ergibt sich aus der hohen Wirtschaftlichkeit und Skalierbarkeit der entwickelten Prozesse. 

Besonders hervorzuheben ist die Entwicklung präbiotischer Disaccharide und Ballaststoffe als 

potenzielle Zuckeralternativen mit gesundheitsfördernden Eigenschaften. Diese Verbindungen können 

als Zuckeraustauschstoffe in einer Vielzahl von Lebensmitteln eingesetzt werden, um deren Nährwert zu 

verbessern, ohne den Geschmack oder die Textur negativ zu beeinflussen. Dies schafft neue 

Marktchancen für Unternehmen in den Bereichen funktionelle Lebensmittel und gesunde Ernährung. 

Die erzielten Erkenntnisse bieten auch Anknüpfungspunkte für weitere Forschung und Entwicklung, 

insbesondere im Bereich der gezielten Modifikation von Enzymen und mikrobiellen 

Produktionsstämmen. Mit den bereits angemeldeten Patenten besteht großes Potenzial für Kooperationen 

mit Unternehmen der Lebensmittel- und Biotechnologiebranche zur weiteren Verwertung der 

Ergebnisse.  

4. Während der Durchführung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener 

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen  

Keine. 

5. Erfolgte oder geplante Veröffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 6. 

Veröffentlichungen in Fachzeitschriften, die aus dem Berichtszeitraum im Rahmen dieses 

Forschungsprojekts entstanden sind: 

a) Hövels, M., Gallala, N., Keriakes, S. L., König, A. P., Schiessl, J., Laporte, T., Kosciow, K. & 

Deppenmeier, U. (2022). 5-Keto-D-fructose, a natural diketone and potential sugar substitute, 

significantly reduces the viability of prokaryotic and eukaryotic cells. Frontiers in 

Microbiology, 13, 935062. 

b) Pohlentz, J. C., Gallala, N., Kosciow, K., & Hövels, M. (2022). Growth behavior of probiotic 

microorganisms on levan-and inulin-based fructans. Journal of Functional Foods, 99, 105343. 

c) Wienberg, F., Hövels, M., & Deppenmeier, U. (2022). High-yield production and purification 

of prebiotic inulin-type fructooligosaccharides. AMB Express, 12(1), 144. 

d) Ehinger, F. J., Neff, A., Kosciow, K., Netzband, L., & Hövels, M. (2022). Rapid, real-time 

sucrase characterization: Showcasing the feasibility of a one-pot activity assay. Journal of 

Biotechnology, 354, 21-33. 

Darüber hinaus wurden die in den IMPRES Projekten produzierten Substrate Levan und Levan-FOS von 

Mitarbeitern der AG Deppenmeier für die funktionale Charakterisierung einer intestinalen -

Fruktosidase eingesetzt. Die Ergebnisse wurden im Journal „Anaerobe“ veröffentlicht: 

e) Neff, A., Lück, R., Hövels, M., & Deppenmeier, U. (2023). Expanding the repertoire of 

counterselection markers for markerless gene deletion in the human gut bacterium Phocaeicola 

vulgatus. Anaerobe, 81, 102742. 
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