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1. Einleitung 

1.1 Folgen zuckerreicher Ernährung und Relevanz alternativer Süßstoffe 

Übergewicht, Fettleibigkeit und Diabetes sind in der heutigen Gesellschaft längst keine seltenen 

Krankheiten mehr. In den letzten Jahrzehnten hat die Prävalenz dieser Erkrankungen 

insbesondere in der westlichen Welt enorm zugenommen und kann mit einer kalorienreichen 

Ernährungsweise und einem übermäßigen Konsum von Zuckern in Verbindung gebracht werden 

(Montonen et al. 2007; Brownell et al. 2009; Malik und Hu 2012; MacDonald 2016; Stanhope 2016). 

Einer der Hauptgründe für die Aufnahme unverhältnismäßig hoher Mengen an Zuckern, vor allem 

Saccharose und Fruktose, stellt der massive Zusatz dieser Stoffe in verschiedensten 

Lebensmitteln dar (Livesey und Taylor 2008; Malik et al. 2010; Aragno und Mastrocola 2017). Dies 

betrifft insbesondere süße Getränke wie Limonaden oder Säfte, Backwaren und Süßigkeiten, aber 

auch Fertiggerichte. Die durch den Zuckerzusatz herbeigeführte Süße macht das Produkt 

geschmacklich besonders attraktiv, was aus Sicht der Lebensmittelindustrie den positiven Effekt 

hat, dass der Verbraucher größere Mengen konsumiert und die Verkaufszahlen steigen (Wang et 

al. 2009; Fortuna 2012; Aragno und Mastrocola 2017; Carocho et al. 2017). Dank des heutigen 

Forschungsstandes entwickeln jedoch immer mehr Konsumenten ein Bewusstsein für die 

negativen Folgen der zuckerreichen Ernährung auf die Gesundheit. Dies führt zu einem steigenden 

Interesse an Produkten mit reduziertem Zucker- und Energiegehalt, was durch den Austausch 

kalorienreicher Zucker gegen kalorienarme Süßstoffe, die idealerweise den gleichen süßen 

Geschmack bieten, erzielt werden kann (Montonen et al. 2007; Aragno und Mastrocola 2017; 

Mooradian et al. 2017). 

Generell finden bereits sowohl synthetisch hergestellte als auch natürlich vorkommende Süßstoffe 

einen Einsatz in Lebensmitteln. Synthetische Süßungsmittel, wie Aspartam, Acesulfam K, 

Saccharin und Sucralose sind durch eine hohe Süßkraft, gemessen an Saccharose, 

charakterisiert. Sucralose ist beispielsweise etwa 800-mal süßer als Saccharose, während die 

Süßkraft von Aspartam, Acesulfam K und Saccharin 200- bis 300-mal höher ist (Cardello et al. 

1999; Kuhn et al. 2004; Carocho et al. 2017; Mooradian et al. 2017). Dies hat den Vorteil, dass nur 

geringe Mengen dieser Verbindungen in Lebensmittel eingesetzt werden müssen, um eine mit 

Saccharose vergleichbare Süße zu erzielen. Dadurch sind diese Stoffe eine kalorienfreie 

Alternative zu herkömmlichen Zuckern. Die hohe Süßkraft wird jedoch vom Konsumenten oft in 

Form eines künstlichen, bitteren Nachgeschmacks wahrgenommen und stellt daher einen Nachteil 

der genannten Süßstoffe dar. Vor allem für Sucralose, Saccharin und Acesulfam K ist dies bekannt 

(Kuhn et al. 2004; Mooradian et al. 2017). Auch die gesundheitlichen Risiken eines regelmäßigen 

Verzehrs synthetischer Süßungsmittel sind noch nicht ausreichend erforscht (Weihrauch und Diehl 

2004; Belpoggi et al. 2006; Soffritti et al. 2006; Whitehouse et al. 2008; Mooradian et al. 2017). 

Einige Studien beschreiben, dass die Einnahme artifizieller Süßstoffe beim Menschen zu 

Blähungen und allgemeinen Unverträglichkeiten sowie zu Veränderungen der Darmmikrobiota und 

zu Glukoseintoleranz führen kann (Mattes und Popkin 2009; Suez et al. 2014; Suez et al. 2015; 
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Bian et al. 2017), während andere Ergebnisse hingegen die Verträglichkeit dieser Verbindungen 

belegen (Grotz und Munro 2009; Shankar et al. 2013; Kirkland und Gatehouse 2015; Berry et al. 

2016). Die widersprüchliche Datenlage und die Sorge um negative gesundheitliche Folgen durch 

einen regelmäßigen Verzehr, führen zu einer steigenden Nachfrage an pflanzlichen 

Zuckeraustauschstoffen. Diese werden aufgrund des natürlichen Vorkommens in einigen 

Konsumgütern vom Verbraucher als sicherer und verträglicher eingeschätzt (Philippe et al. 2014; 

Carocho et al. 2017; Mooradian et al. 2017).  

Zu den natürlich vorkommenden Zuckerersatzstoffen zählen beispielsweise Steviolglykoside, die 

Zuckeralkohole Xylitol, Sorbitol und Erythritol sowie Tagatose und Allulose (Carocho et al. 2017; 

Mooradian et al. 2017). Steviolglykoside besitzen eine Süßkraft, die etwa 300-mal höher ist als 

Saccharose. Daher wird die Verbindung für eine vergleichbare Süße nur in geringen Mengen in 

Lebensmitteln eingesetzt und gilt als kalorienfrei (González et al. 2014; Hellfritsch et al. 2012). 

Produkte, die mit Stevioglykosiden gesüßt werden, sind jedoch genau wie synthetische 

Süßungsmittel durch einen bitteren Nachgeschmack charakterisiert (Savita et al. 2004; Yadav et 

al. 2011; Espinoza et al. 2014). Die Zuckeralkohole Xylitol, Sorbitol und Erythritol sowie die 

seltenen Monosaccharide Tagatose und Allulose haben in Relation zu Saccharose nur eine 

vergleichbar hohe oder geringere Süßkraft, weisen aber einen niedrigeren Kaloriengehalt auf (Oku 

und Okazaki 1996; Levin 2002; Carocho et al. 2017; Mooradian et al. 2017). Die genannten 

Verbindungen sind durch einen neutralen, nicht künstlichen Geschmack charakterisiert (Ghosh und 

Sudha 2012, Carocho et al. 2017; Mooradian et al. 2017), können jedoch teilweise vom 

menschlichen Metabolismus verstoffwechselt werden und besitzen daher einen eigenen 

kalorischen Wert (Hyvönen et al. 1982; Oku und Okazaki 1996; Levin 2002; Vastenavond et al. 

2012; Grembecka 2015). Die bisher beschriebenen Nebenwirkungen, die lediglich bei einem 

übermäßigen Konsum natürlicher Süßungsmittel auftraten, belaufen sich auf Magen-Darm-

Beschwerden und Durchfall (Mooradian et al. 2017). Die Suche nach weiteren kalorienarmen oder 

sogar kalorienfreien Süßstoffen natürlichen Ursprungs, die zudem einen neutralen Geschmack 

aufweisen, ist daher aktuell von großer Bedeutung (Weihrauch und Diehl 2004; Soffritti et al. 2006; 

Philippe et al. 2014).  

1.2 Eigenschaften von 5-Ketofruktose als potentielles Süßungsmittel 

Die Verbindung 5-Ketofruktose (5-KF) wurde erstmals im Jahr 1960 in einer Kultivierung von 

Gluconobacter (G.) cerinus in Fruktose-haltigem Medium sowie kurze Zeit später als Nebenprodukt 

bei der Synthese von Kojisäure durch Acetobacter-Stämme identifiziert (Weidenhagen und 

Bernsee 1960; Terada et al. 1961). Vermittelt durch eine membrangebundene Fruktose-

Dehydrogenase erfolgt die Oxidation von D-Fruktose zu 5-Keto-D-Fruktose (Englard und Avigad 

1965), weshalb die Verbindung sich von dem Ausgangssubstrat Fruktose durch eine zweite 

Ketogruppe am C5-Atom unterscheidet (Abb. 1). Aufgrund mehrerer Eigenschaften stellt 5-KF eine 

vielversprechende Alternative zu kalorienreichen Zuckern und bisherigen Süßstoffen dar. Dazu 

zählt, dass die Verbindung in der Natur beispielsweise an botrytisierten Trauben durch 
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Gluconobacter-Stämme gebildet werden kann und bereits natürlicherweise in einigen 

Konsumgütern wie Essig, Weißwein und Honig vorkommt (Barbe et al. 2000; Barbe et al. 2001; 

Blasi et al. 2008; Siemen et al. 2018). Als natürlicher Inhaltsstoff einiger Lebensmittel gilt 5-KF 

allgemein als verträglicher und sicherer, als synthetische Süßungsmittel, deren Einfluss auf die 

menschliche Gesundheit noch nicht ausreichend untersucht ist (Weihrauch und Diehl 2004; 

Belpoggi et al. 2006; Soffritti et al. 2006). 5-KF ist außerdem durch eine natürliche Süße ohne 

bitteren Nachgeschmack charakterisiert, die mit der von Fruktose vergleichbar ist (Herweg et al. 

2018). Damit weist die Verbindung einen weiteren Vorteil gegenüber synthetischen Süßungsmitteln 

und auch Stevioglykosiden auf, deren bitterer Nachgeschmack häufig kritisiert wird (Kuhn et al. 

2004; Savita et al. 2004; Yadav et al. 2011; Espinoza et al. 2014; Mooradian et al. 2017). Zudem 

kann 5-KF nach bisherigem Forschungstand nicht vom menschlichen Verdauungssystem 

verstoffwechselt werden und beeinflusst ebenfalls nicht die normale Fruktoseaufnahme im 

Dünndarm von Säugetieren (Guy und Deren 1971; Wyrobnik und Wyrobnik 2009; Wyrobnik et al. 

2013). Neueste Studien belegen außerdem, dass 5-KF von 15 der häufigsten Darmbakterien nicht 

abgebaut werden kann (persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.), weshalb die 

Verbindung bisher als kalorienfrei eingestuft werden könnte. Die genannten Eigenschaften 

verdeutlichen, dass 5-KF eine optimale Alternative zu bisher eingesetzten Süßungsmitteln darstellt, 

weshalb die Etablierung eines industriellen Produktionsprozesses von großem Interesse ist.  

1.3 Methoden zur Produktion von 5-KF 

Seit der Entdeckung von 5-KF durch Weidenhagen und Bernsee (1960) wurden nur wenige 

Verfahren zur Produktion des alternativen Süßungsmittels entwickelt. Neben einer chemischen 

Synthese ausgehend von Fruktose sind auch enzymatische Methoden mit aufgereinigtem Enzym 

und bakterielle Expressionssysteme zur Produktion von 5-KF aus L-Sorbose oder D-Fruktose 

beschrieben (Huwig et al. 1994; Heinen et al. 1997; Schneider et al. 2012; Kawai et al. 2013; 

Siemen et al. 2018). In diesen enzymatischen Ansätzen stellt die membrangebundene Fruktose-

Dehydrogenase (FDH, EC 1.1.99.11), welche in verschiedenen Gluconobacter-Stämmen 

identifiziert und charakterisiert werden konnte, das Schlüsselenzym der Oxidationsreaktion dar 

(Yamada et al. 1966; Ameyama et al. 1981; Kawai et al. 2013).  

Der Fruktose-Dehydrogenase-Komplex am Beispiel von G. japonicus NBRC3260 besteht aus den 

drei Untereinheiten FdhL (67 kDa), FdhS (19,7 kDa) und Cytochrom c (FdhC, 50,8 kDa) (Ameyama 

et al. 1981) (Abb. 1). FdhL und FdhS sind im Periplasma lokalisiert und über eine C-terminale Helix 

der Untereinheit FdhC mit der cytoplasmatischen Membran verankert (Ameyama et al. 1981; 

Sugimoto et al. 2015). FdhL bildet das aktive Zentrum des Enzyms, in dem C-terminal die 

Bindestelle für das Substrat Fruktose und N-terminal FAD als Cofaktor identifiziert wurden 

(Ameyama et al. 1981). Zudem konnten mittels bioinformatischer Analysen in der Cytochrom c-

Untereinheit (FdhC) drei Häm c-Bindemotive nachgewiesen werden (Ameyama et al. 1981). Da 

FdhL keine bekannte Signalsequenz besitzt, erfolgt der Transport über die Cytoplasmamembran 

vermutlich gemeinsam mit der Untereinheit FdhS, welche ein Tat-Signalpeptid aufweist (Ameyama 
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et al. 1981; Kawai et al. 2013). Der Aufbau des Enzymkomplexes erlaubt eine direkte Oxidation 

von Fruktose zu 5-KF im Periplasma des Organismus über das aktive Zentrum FdhL (Abb. 1). Im 

Zuge dieser Reaktion wird der Cofaktor FAD zu FADH2 reduziert. FADH2 wird anschließend 

regeneriert. Die freigesetzten Elektronen werden an Häm c der FdhC-Untereinheit abgegeben 

(Bollella et al. 2018) (Abb. 1) und anschließend über Ubichinon und Chinol-Oxidasen auf den 

finalen Elektronenakzeptor Sauerstoff übertragen (Deppenmeier und Ehrenreich 2009). 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Fruktose-Dehydrogenase-Komplexes in Gluconobacter. 

Das Enzym besteht aus den Untereinheiten FdhL und FdhS, die über FdhC (Cytochrom c, Cyt c) mit 

der Cytoplasmamembran verbunden sind. Das aktive Zentrum und die Substratbindestelle sind in FdhL 

lokalisiert, weshalb die Oxidation von Fruktose, die über Porine der äußeren Membran diffundieren 

kann, direkt periplasmatisch erfolgt. Der Co-Faktor FAD wird im Zuge dessen zu FADH2 reduziert. Die 

freigesetzten Elektronen (e-) werden über Häm c der FdhC-Untereinheit auf Ubichinon übertragen, 

wodurch die reduzierte Form Ubichinol (QH2) entsteht. Über die Chinol-Oxidase werden die Elektronen 

schließlich auf den finalen Elektronenakzeptor Sauerstoff (O2) transferiert.  
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Das bisher effizienteste bakterielle Expressionssystem zur Synthese von 5-KF basiert auf dem 

Stamm G. oxydans fdh, der Plasmid-vermittelt zur heterologen Produktion der FDH befähigt ist 

(Siemen et al. 2018). Ausgehend von Fruktose ermöglicht G. oxydans fdh die erste 5-KF-Synthese 

im industriellen Maßstab mit Ausbeuten von bis zu 0,98 g 5-KF/g Fruktose (Herweg et al. 2018). 

Das Verfahren konnte außerdem auf das alternative Substrat Saccharose erweitert werden. Die 

Produktion von 5-KF aus dem Disaccharid basiert bislang auf einer Co-Kultivierung der Stämme 

G. oxydans ΔtolB-SPpelB-sacC (nachfolgend als G. oxydans ΔtolB sacC) und G. oxydans fdh als 

Zwei-Stamm-System (Siemen et al. 2018). Hierbei erfolgt die Spaltung von Saccharose, die über 

Porine in der äußeren Membran ins Periplasma des Organismus gelangt, durch 

G. oxydans ΔtolB sacC. Dieser Stamm ist zur heterologen Produktion des Saccharose-spaltenden 

Enzyms SacC aus Zymomonas (Z.) mobilis befähigt, das mit Hilfe der Signalsequenz der 

Pektatlyase B aus Pectobacterium (P.) carotovora ins Periplasma transportiert wird (Kosciow 

2017). Die aus der Hydrolyse resultierenden Monosaccharide können über Porine der äußeren 

Membran ins Medium diffundieren und gelangen schließlich auf dem gleichen Weg ins Periplasma 

des zweiten Stammes G. oxydans fdh. Anschließend kann Fruktose periplasmatisch an der FDH 

zu 5-KF oxidiert werden, während Glukose beiden Stämmen zur Energiekonservierung und 

Produktion von Zellmasse dient (vgl. Kapitel 4.2, Abb. 62). Durch das Zwei-Stamm-System konnten 

92,5 % der aus der Spaltung resultierenden Fruktoseeinheiten zu 5-KF oxidiert werden (Siemen et 

al. 2018). Aus unterschiedlichen Gründen, die im weiteren Verlauf dieser Arbeit erörtert werden, ist 

dieses System jedoch nicht für einen effizienten industriellen Einsatz geeignet. 

1.4 Biotechnologische Relevanz der Gattung Gluconobacter 

Physiologisch zeichnet sich die Gattung Gluconobacter durch die metabolische Besonderheit zur 

unvollständigen Oxidation von Zuckern, Alkoholen und Polyolen, zu Ketonen, Aldehyden und 

organischen Säuren aus (De Ley et al. 1984; Deppenmeier et al. 2002; De Muynck et al. 2007; 

Mientus et al. 2017). Die entstandenen Oxidationsprodukte werden nicht weiter verstoffwechselt 

und können über Porine der äußeren Membran ins Medium abgegeben werden. Aus 

biotechnologischer Sicht ist dies eine wertvolle Eigenschaft, da die Ansammlung der Produkte im 

Kulturüberstand eine einfache Aufreinigung erlaubt, wodurch teure Downstreamprozesse zur 

Aufreinigung und Gewinnung entfallen (De Ley et al. 1984; Gupta et al. 2001; De Muynck et al. 

2007). Die Grundlage dieses besonderen Metabolismus bilden membranständige 

Dehydrogenasen, deren aktives Zentrum im Periplasma lokalisiert ist (Deppenmeier et al. 2002; 

De Muynck et al. 2007, Deppenmeier and Ehrenreich 2009). Neben der Bildung biotechnologisch 

relevanter Produkte haben diese Reaktionen den Vorteil, dass freigesetzte Elektronen direkt über 

den Ubichinonpool der Membran in die Atmungskette eingespeist werden, wodurch Energie 

konserviert wird. 

Aufgrund ihrer natürlichen Habitate, wie Blüten, Nektar oder Früchte, sind Gluconobacter-Arten 

optimal an hohe Zuckerkonzentrationen und niedrige pH-Werte angepasst, was aus industrieller 

Sicht eine wichtige Rolle spielt (Battey und Schaffner 2001; Gupta et al. 2001; Gullo et al. 2006). 
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Dadurch sind die Organismen beispielsweise für Fermentationsprozesse, wie die Herstellung von 

Glukonsäuren aus Glukose im industriellen Maßstab besonders geeignet (Seiskari et al. 1985; 

Gupta et al. 2001; Deppenmeier et al. 2002; De Muynck et al. 2007). Auch für den Einsatz als 

Produktionsorganismen zur Synthese eines Süßstoffs weisen Gluconobacter-Stämme daher ein 

hohes Potential auf. Die Verwendung von Gluconobacter-Stämmen in der Produktion wird 

außerdem durch die Tatsache begünstigt, dass diesen keine pathogenen Effekte für Mensch oder 

Tier zugeschrieben werden (De Ley et al. 1984; Gupta et al. 2001). Einige Arten der Gattung haben 

zudem einen sogenannten „GRAS“-Status (generally recognized as safe) und sind für den Einsatz 

im Lebensmittelbereich zugelassen. Dazu gehört beispielsweise G. oxydans, der bereits für die 

Herstellung von Geschmacksstoffen (Rabenhorst et al. 2001) und Lebensmitteln, wie Bionade® 

und Kombucha genutzt wird. Weitere wertvolle Produkte, deren Herstellprozesse auf G. oxydans 

basieren, sind L-Sorbose als Vorstufe von Vitamin C, die Feinchemikalien 2- und 5-Ketoglukonat 

sowie 6-Amino-L-Sorbose für die Synthese des Antidiabetikums Miglitol (Reichstein und Grüssner 

1934; Olijve und Kok 1979; Schedel 2000; Gupta et al. 2001; Deppenmeier et al. 2002; De Muynck 

et al. 2007; Hancock 2009). Die charakteristischen Eigenschaften und der vermehrte Einsatz zur 

Herstellung industriell relevanter Produkte verdeutlichen die hohe biotechnologische Relevanz der 

Gattung Gluconobacter.  

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Generierung eines Gluconobacter-basierten Ein-Stamm-

Systems zur Produktion des alternativen Süßstoffs 5-KF aus dem kostengünstigen Substrat 

Saccharose. Das Verfahren sollte für einen industriellen Einsatz geeignet sein und damit das 

bisherige Zwei-Stamm-System, das auf G. oxydans ΔtolB sacC und G. oxydans fdh basierte 

(Siemen et al. 2018), ersetzen. Obwohl dieses System in einigen Biotransformationen bereits eine 

5-KF-Produktionseffizienz von 92,5 % erzielte, ist der Prozess aufgrund der Co-Kultivierung der 

beiden Stämme nicht optimal an einen industriellen Einsatz angepasst. Dies liegt vor allem an den 

unterschiedlichen Wachstumsverhalten der einzelnen Stämme, was zu geringen Aktivitäten der 

Schlüsselenzyme FDH oder SacC führen kann und damit die Stabilität des Produktionsprozesses 

negativ beeinflusst.  

Für die Entwicklung eines effizienten Ein-Stamm-Systems war zudem eine Optimierung der 

Saccharosespaltung notwendig. Im bisherigen Zwei-Stamm-System erfolgte die Hydrolyse durch 

die heterolog produzierte Sucrase SacC, die Sec-abhängig durch eine eingefügte Signalsequenz 

über die Cytoplasmamembran transportiert wurde (Kosciow 2017). Da SacC jedoch in der 

verwendeten Mutante G. oxydans ΔtolB sacC nicht ausreichend aktiv im Periplasma vorlag, sollte 

eine Steigerung der Saccharosespaltung durch den Austausch der eingefügten Signalsequenz 

erfolgen. Eine weitere Möglichkeit um die Hydrolyse des Disaccharids als initialen Schritt der 5-KF-

Produktion aus Saccharose zu optimieren, bestand in der Identifizierung und Charakterisierung 

neuer hydrolytischer Enzyme der Gattung Gluconobacter.   
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Anschließend musste ein geeignetes Expressionssystem entwickelt werden, das die heterologe 

Produktion der beiden Schlüsselenzyme in einem einzelnen Gluconobacter-Stamm erlaubt. Hierzu 

sollten die benötigten Proteine, die membrangebundene FDH und ein Saccharose-spaltendes 

Enzym, in großen Mengen gebildet werden. Ein besonderes Augenmerk lag zudem auf den 

Aktivitäten der beiden Proteine, damit im Vergleich zum bisherigen Zwei-Stamm-System eine 

stabile Produktion gewährleistet und ein industriell geeigneter Prozess etabliert werden kann. Um 

mit dem Ein-Stamm-System bereits eine Grundlage für einen wichtigen Meilenstein des generellen 

5-KF-Forschungsprojekts zu legen, sollte die Konstruktion des Expressionsstammes dabei so 

erfolgen, dass die Integration einer Glukose-Isomerase in den finalen Produktionsprozess möglich 

ist. 

Ein letztes Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die bisherige Produktion von 5-KF für den 

industriellen Einsatz weiter zu optimieren. Daher sollte ein Expressionssystem entwickelt werden, 

das eine antibiotikafreie Synthese von 5-KF ermöglicht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8 
 

2. Material und Methoden 

2.1 Chemikalien, Enzyme, Reagenzien und Programme 

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-

Aldrich (St. Louis, USA), Serva (Heidelberg, Deutschland) oder VWR (Darmstadt, Deutschland) 

erworben. Spezielle Kohlenhydrate konnten von Megazyme (Bray, Irland) oder TCI (Eschborn, 

Deutschland) bezogen werden. Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins 

Scientific SE (Luxemburg, Luxemburg) synthetisiert.  

2.1.1 Antibiotika und Medienzusätze 

Die Antibiotika Cefoxitin, Kanamycin und Ampicillin wurden zum Erhalt der Plasmidstabilität, zur 

Selektion oder zum Vorbeugen von Kontaminationen eingesetzt. Eine spezifische Selektion von 

Knock-out Mutanten erfolgte durch Zugabe von 5-Fluorocytosin ins Medium. Regulierbare 

Promotorsysteme wurden zur Überproduktion von Proteinen mit Anhydrotetryzyklin induziert.  

Tabelle 1: Einsatz von Antibiotika und weiteren Zusätzen  

Substanz Lösungsmittel Endkonzentration im Medium  

Cefoxitin  rH20  50 µg/mL 

Kanamycin rH20  50 µg/mL 

Ampicillin 50 % EtOH 100 µg/mL 

5-Fluorocytosin (5-FC) rH20  60 µg/mL 

Anhydrotetracyklin (AHT) rH20 0,2 µg/mL 

 

2.1.2 DNA-Polymerasen und Enzyme 

Alle Enzyme und Polymerasen, die für Klonierungsvorgänge in dieser Arbeit eingesetzt wurden, 

sind in Tabelle 2 aufgelistet.  

Tabelle 2: DNA-Polymerase und weitere verwendete Enzyme 

Name Verwendung Hersteller  

Alkalische Phosphatase  

(FastAP) 

Dephosphorylierung von Vektor-

DNA am 5‘-Ende  

Thermo Fisher Scientific 

(Schwerte, Deutschland) 

T4 DNA-Ligase 

 

Verknüpfung von DNA-

Fragmenten 

Thermo Fisher Scientific 

(Schwerte, Deutschland) 

OneTaq DNA-Polymerase 

 

Kolonie-PCR  NEB (Frankfurt am Main, 

Deutschland) 

Q5 High-Fidelity DNA-

Polymerase 

Amplifizierung von DNA- 

Fragmenten zur Klonierung  

NEB (Frankfurt am Main, 

Deutschland) 

EcoRI, HindIII, SacI, SalI, 

SnaBI, XhoI 

Restriktionsverdau NEB (Frankfurt am Main, 

Deutschland) 
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2.1.3 DNA- und Protein-Marker 

Die Bestimmung der Größe von DNA-Fragmenten in der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte durch 

Einsatz des Markers „1 kb DNA-Ladder“ der Firma New England Biolabs (Frankfurt am Main, 

Deutschland). In Protein-Gelelektrophoresen wurde der Marker „PageRuler Prestained Protein 

Ladder“ von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland) eingesetzt.  

2.1.4 Software und Internetprogramme 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Internetprogramme und Softwares sind in Tabelle 3 aufgelistet.  

Tabelle 3: Auflistung aller verwendeten Softwares und Programme  

Name Verwendung Herkunft  

Chromas 2.6.5 Prüfen von DNA-

Sequenzierungen 

Technelysium Pty Ltd 

ClarityChrom 8.2.3 Steuerung der HPLC Knauer GmbH 

Clone Manager 9.2 Erstellung von Plasmidkarten Sci-Ed Software  

Clustal Omega DNA- bzw. Aminosäure 

Sequenzvergleich  

The European Bioinformatics 

Institute EMBL-EBI (Larkin et al. 

2007; Goujon et al. 2010) 

GraphPad Prism 8.4 Michaelis-Menten-Kinetik, 

Analyse von Enzymaktivitäten 

GraphPad Software, La Jolla 

California USA 

KEGG Genanalyse, Nukleotidsequenzen Kanehisa Laboratories 

Microsoft Office 

2016 

Erstellen von Textdokumenten, 

Tabellen und Diagrammen  

Microsoft 

NCBI BLAST Vergleich von DNA- und 

Aminosäuresequenzen 

National Center for Biotechnology 

Information 

NEBiocalculator DNA-Konzentrationsbestimmung 

für die Assemblierung 

New England Biolabs, Ipswich, 

USA 

NEBuilder 

Assembly Tool  

Generierung spezifischer Primer 

für Deletionsplasmide 

New England Biolabs, Ipswich, 

USA 

Phobius Analyse von Signalpeptiden Stockholm Bioinformatics Center           

(Käll et al. 2004) 

Phyre2 Vorhersage von Proteinstrukturen Structural Bioinformatics Group            

(Kelley et al. 2015) 

SignalP 5.0 Identifizierung von Signalpeptiden Center for biological sequence 

analysis (Petersen et al. 2011) 

Spectra Manager™ 

III Software 

Datenauswertung, Ermittlung von 

Enzymaktivitäten 

Jasco Labor- und Datentechnik 

GmbH, Gross-Umstadt, 

Deutschland 
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UCSF Chimera Proteinmodellierung University of California, San 

Francisco (Pettersen et al. 2004) 

 

2.2 Mikrobiologische Methoden 

2.2.1 Organismen 

Alle Informationen zu den verwendeten Organismen können Tabelle 4 entnommen werden.  

Tabelle 4: Eigenschaften und Ursprung aller verwendeten Bakterienstämme 

Stamm Eigenschaften Ursprung 

Escherichia coli DH5α 

(DSM 6897) 

F- , supE44, ∆(lacZYA-argF)U169, 

φ80d, lacZ∆M15, endA1, hsdR17 (rk-

mk+ ), thi-1, λ- , recA1, gyrA96, relA1 

Hanahan 1983 

Gluconobacter oxydans 

621H (DSM 2343) 
 

Wildtyp, CefR De Ley et al. 1984 

Gluconobacter oxydans 

∆hsdR 

(im Folgenden G. oxydans) 
 

Derivat von G. oxydans 621H (DSM 

2343), Deletion des Gens gox2567 

(hsdR), CefR 

S. Bringer-Meyer, 

Forschungszentrum 

Jülich 

Gluconobacter oxydans 

∆tolB  

Derivat von G. oxydans ∆hsdR 

(Deletion von gox1687), CefR 

Kosciow et al. 2016 

Gluconobacter oxydans 

∆mgdh::fdh 

Derivat von G. oxydans ∆hsdR 

(Deletion von gox0265 und 

chromosomale Integration von p264-

fdhSCL.strep), CefR 

Hoffmann et al. 2020 

Gluconobacter oxydans 

∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh 

Derivat von G. oxydans ∆mgdh::fdh 

(Deletion von gox0265 und gox2015 

und gleichzeitige Integration von p264-

fdhSCL.strep), CefR 

Diese Arbeit 

Gluconobacter oxydans 

IK003.1::fdhSCL2 

Derivat von G. oxydans IK003.1 

(Integration von p264-fdhSCL.strep 

zwischen gox0028 und gox0029 sowie 

gox0038 und gox0039), CefR 
 

Battling et al. 2020 

G. japonicus LMG 1281 Wildtyp, CefR BCCM LMG 1281 

G. albidus LMG 1768 Wildtyp, CefR BCCM LMG 1768 

G. japonicus LMG 26773 Wildtyp, CefR BCCM LMG 26773 

G. japonicus LMG 1417 Wildtyp, CefR BCCM LMG 1417 

G. albidus LMG 1768 Wildtyp, CefR BCCM LMG 1768 
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2.2.2 Stammerhaltung 

Eine kurzzeitige Lagerung einzelner Stämme erfolgte auf Antibiotika-haltigen Agarplatten bei 4 °C. 

Für die langfristige Lagerung wurden 800 µl einer Übernacht-Kultur mit 200 µl sterilem Glycerin 

(99,5 %) versetzt und bei -70 °C in Kryoröhrchen (Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingefroren. 

2.2.3 Nährmedien und Kultivierungsbedingungen 

Alle angefertigten Medien wurden vor der Verwendung für 20 min bei 121 °C im Autoklav sterilisiert. 

Für die Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren zusätzlich 1,5 % [w/v] Agar 

zugegeben. Antibiotika, 5-Fluorocytosin, Salze oder nicht thermostabile Zucker wurden dem 

Medium bzw. den Agarplatten durch sterilfiltrieren nachträglich zugegeben.  

2.2.3.1 Kultivierung von Gluconobacter-Stämmen 

Vorkulturen aller Stämme der Gattung Gluconobacter wurden in Hefeextrakt-Mannitol-Medium 

(YM) angelegt. Die Kultivierung erfolgte aerob, für 24 - 48 h bei einer Temperatur von 30 °C und 

180 rpm. Aufgrund der natürlichen Resistenz wurden alle Kulturansätze mit einer Endkonzentration 

von 50 µg/ml Cefoxitin versehen, um Kontaminationen zu verhindern. Bei Stämmen, die 

Expressionsplasmide trugen, wurde dem Medium zusätzlich Kanamycin (50 µg/ml) zugegeben. 

Um einer Sauerstofflimitierung entgegenzuwirken, erfolgten die Kultivierungen mit einem Volumen 

von maximal 5 ml in einem 50 mL Kunststoffröhrchen mit angehobenem Deckel.  

YM-Medium (Hefeextrakt-Fruktose) 

Hefeextrakt 6,0 g 

Mannitol 20,0 g 

dH2O ad 1000 ml 

Hauptkulturen wurden mit einer Start-OD zwischen 0,05-0,1 der Vorkultur inokuliert. In 

Abhängigkeit des Experiments erfolgte die Kultivierung in einem Fruktose-haltigen (YF) oder 

Saccharose-haltigen (YS) Medium. Die Zuckerkonzentrationen lagen hierbei, wenn nicht anders 

angegeben, zwischen 100-120 mM. Alle Medien wurden mit 50-100 mM MES-haltigem Puffer bei 

einem pH-Wert von etwa 6,5 versetzt. Um eine ausreichend hohe Sauerstoffversorgung zu 

gewährleisten, erfolgten die Kultivierungen in 250 ml Schikanekolben mit einem maximalen 

Volumen von 100 ml. Die Dauer des Versuches war abhängig vom jeweiligen Ziel, erfolgte aber 

immer bei einer Temperatur von 30 °C und 180 rpm. Allen Kulturen wurde Cefoxitin (50 µg/ml) 

sowie plasmidtragenden Stämmen zusätzlich Kanamycin (50 µg/ml) beigefügt.  

YF-Medium (Hefeextrakt-Fruktose) 

Hefeextrakt 6,0 g 

Fruktose 18,0 g 

dH2O ad 1000 ml 
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YS-Medium (Hefeextrakt-Saccharose) 

Hefeextrakt 6,0 g 

Saccharose 34,2 g 

dH2O ad 1000 ml 

2.2.3.2 Kultivierung von Escherichia coli 

Vorkulturen von Escherichia (E.) coli DH5α wurden in 5 ml LB-Medium angelegt und aerob für 24 

h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Stämme, die ein Expressionsplasmid enthielten, wurden mit 

Kanamycin (50 µg/ml) versetzt. Die in dieser Arbeit verwendeten Stämme wurden in erster Linie 

für die Klonierung der verschiedenen Konstrukte und deren Vervielfältigung nach Transformation 

eingesetzt. Eine heterologe Produktion von Proteinen erfolgte, wenn nicht anders erwähnt, 

ebenfalls in LB-Medium in einem Maßstab von 500 ml mit 50 µg/ml Kanamycin. Diese Kulturen 

wurden 1 %ig aus einer zuvor angelegten Vorkultur inokuliert und aerob bei 37 °C und 180 rpm 

kultiviert.  

LB-Medium (Lysogeny Broth, Miller 1972) 

Hefeextrakt 5,0 g 

Trypton 10,0 g 

NaCl 5,0 g 

dH2O ad 1000 ml 

2.2.4 Bestimmung des Wachstums und Berechnung der zugehörigen Parameter 

Das Wachstum aller Bakterienkulturen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe der optischen 

Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm photometrisch ermittelt. Das verwendete Medium diente 

dabei als Leerwert. Ab einer optischen Dichte von 0,3 wurden die Proben der Kulturen mit Medium 

verdünnt, um eine Mehrfachstreuung und damit falsche Zellzahlen zu verhindern. Zur Bestimmung 

der Wachstumsrate µ erfolgte eine logarithmische Auftragung der optischen Dichte gegen die Zeit, 

wodurch die exponentielle Wachstumsphase des Stammes ermittelt wurde. Die Steigung in diesem 

Bereich ergab die Wachstumsrate µ. Die Verdopplungszeit ließ sich über die Formel td = ln (2) /µ 

berechnen.  

2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Plasmide und Oligonukleotide 

Alle Plasmide, die in dieser Arbeit für Klonierungen oder Expressionsversuche erstellt und 

verwendeten wurden, sind in Tabelle 5 aufgelistet.  
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Tabelle 5: Eigenschaften und Ursprung eingesetzter Plasmide 

Plasmid Eigenschaften Ursprung 

pASK-IBA.5 (pASK5) Mit N-terminalem Strep-Tag II, tetA 

Promotor/Repressor System, AmpR  

IBA GmbH 

pASK5-inv1417 Derivat von pASK-IBA.5, welches die 

Gensequenz von inv1417 aus 

G. japonicus LMG 1417 trägt 

Hoffmann et al. 2020 

pBBR1MCS-2  mob, rep, KanR, lacZ Kovach et al. 1995 

pBBR1p264-ST Derivat von pBBR1MCS-2, mit Sequenz 

der 5′-UTR des Gens gox0264 und C-

terminalem Strep-Tag II, KanR 

Zeiser et al. 2014 

pBBR1p452 Derivat von pBBR1MCS-2, mit Sequenz 

der 5′-UTR des Gens gox0452 

Kallnik et al. 2010 

pBBR1p264-inv1417 Derivat von pBBR1p264, mit dem Gen 

inv1417 aus G. japonicus LMG 1417 

Hoffmann et al. 2020 

pBBR1p264-fdhSLC.strep Derivat von pBBR1p264-ST, trägt die 

Gensequenzen fdhL, fdhS und 

fdhC aus G. japonicus NBRC3260 

Siemen et al. 2018 

pBBR1p452-fdhSLC.strep Derivat von pBBR1p452 trägt die 

Gensequenzen fdhL, fdhS und 

fdhC aus G. japonicus NBRC3260 

Siemen 2017 

pKOS6b Vektor für markerlose Deletion, welcher 

die Sequenzen der Gene codA und codB 

trägt KanR, FCS 

Kostner et al. 2013 

pKOS6b∆mgdh::fdh Derivat von pKOS6b, dient zur Deletion 

des Gens gox0265 und Integration von 

p264-fdhSLC 

Hoffmann et al. 2020 

pKOS6b∆sgdh::fdh Derivat von pKOS6b, dient zur Deletion 

des Gens gox2015 und Integration von 

p264-fdhSLC 

Diese Arbeit 

pBBR1p264-SPpelB-sacC  Derivat von pBBR1p264-

SPpelBStreplong, welches die Sequenz 

des Gens sacC (ZMO0375) aus 

Z. mobilis trägt 

Kosciow 2017 

pBBR1p264-SPgox2219-

sacC 

Derivat von pBBR1p264-SPpelB-sacC, 

trägt anstelle des Signalpeptids von PelB 

die Signalsequenz von Gox2219 trägt 

Diese Arbeit 
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pBBR1p264-SPgox0605-

sacC 

Derivat von pBBR1p264-SPpelB-sacC, 

trägt anstelle der Signalsequenz von PelB 

die Signalsequenz von Gox0605  

Diese Arbeit 

pBBR1p264-SPgox0748-

sacC 

Derivat von pBBR1p264-SPpelB-sacC, 

mit Signalsequenz von Gox0748 anstelle 

von PelB 

Diese Arbeit 

pBBR1p264-SPgox0187-

sacC 

Derivat von pBBR1p264-SPpelB-sacC, 

mit Signalsequenz von Gox0187 anstelle 

von PelB  

Diese Arbeit 

pBBR1p264-SPgox0854-

sacC 

Derivat von pBBR1p264-SPpelB-sacC, 

mit der Signalsequenz von Gox0854 

anstelle von PelB  

Diese Arbeit 

pBBR1p264-sacC-noSP  Derivat von pBBR1p264-SPpelB-sacC, 

ohne die Signalsequenz von PelB und 

ohne Strep-Tag 

Diese Arbeit 

pBBR1p264-sacC-p264-

fdh 

pBBR1p264-St Derivat zur Co-

Expression von sacC, fdhS, fdhC und 

fdhL mit zwei p264-Promotoren 

Siemen et al. 2018 

pBBR1p264-inv1417-

p264-fdhSCL  

Derivat von pBBR1p264-sacC-p264-fdh, 

das die Gensequenz inv1417 aus 

G. japonicus LMG 1417 im Austausch 

gegen sacC trägt 

Diese Arbeit 

pBBR1p264-

inv1417_term_p264-

fdhSCL 

Derivat von pBBR1p264-inv1417-p264-

fdhSCL mit Terminationssequenz des 

Gens gox0265 zwischen den Genen 

inv1417 und fdhSCL 

Diese Arbeit 

pKOS6bΔlmg0644 Derivat von pKOS6b, welches die 

flankierenden Regionen des Gens 

lmg0644 trägt 

Diese Arbeit 

pBBR1p452-fdhSCL-St  

 

Derivat von pBBR1p452-ST, mit den 

Gensequenzen fdhL, fdhS und 

fdhC aus G. japonicus NBRC3260 

Siemen 2017 

pKOS6b∆mgdh::inv Derivat von pKOS6b, dient zur Deletion 

des Gens gox0265 und Integration von 

p264-inv1417 

Diese Arbeit 

pKOS6b∆sgdh::inv Derivat von pKOS6b, zur Deletion des 

Gens gox2015 und Integration von p264-

inv1417 

Diese Arbeit 
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Die Sequenzen der Primer, die für Klonierungen, Kolonie-PCR oder Sequenzierungen eingesetzt 

wurden, sind in Tabelle 6 dargestellt.  

Tabelle 6: Sequenzen aller verwendeten Oligonukleotide. Die unterstrichenen Bereiche kennzeichnen 

die Schnittstellen der angegebenen Restriktionsenzyme  

Primer Sequenz Enzym 

pKOS6b.F aattcgagctcggtaccc - 

pKOS6b.R cgtaatcatgtcatagctgtttc - 

Up-gox0265.F acagctatgacatgattacgtatcgagatcgtcagccatac - 

Up-gox0265.R caggcgcaacgatgttcctggatctgttg - 

Down-gox0265.F aaaaataatctctgacaggaccctcggg  - 

Down-gox0265.R atccccgggtaccgagctcgtttcgtgaacttgcccttgtc - 

p264-fdh.mgdh.F caggaacatcgttgcgcctgaatgagag - 

p264-fdh.mgdh.R tcctgtcagagattatttttcgaactgcgg - 

Inv1417_XhoI_for attactcgagaaggaggaaaaaaaaaatgctgccgggtatgacgga XhoI 

Inv1417_SacI_rev attagagctcctacatcgccgtagggcg SacI 

inv1417-SalI-for attagtcgacctacatcgccgtagggcg SalI 

inv1417-HindIII-rev  attaaagctttccgaaggaggtccccgatgctgccgggtatg HindIII 

Term_inv1417-fdh_for cctacggcgatgtaggagcttctgacaggaccctcggg - 

Term_inv1417-fdh_rev tcattcaggcgcaacgagctacgattgtatcttccgccag - 

SPgox2219.fw ggtctcgaggaggaatacacttatgaaaacg XhoI 

SPgox2219.rev gtttacgtatgcatgagcctgacc SnaBI 

SPgox0605.fw ctcctcgaggagagactgcatgagaaaacg XhoI 

SPgox0605.rev ctgtacgtaggcattggcgagtgtc SnaBI 

SPgox0748.fw aacctcgaggaggttttcaatgtccagattgg XhoI 

SPgox0748.rev gggtacgtacgcctgtgccacaccgg SnaBI 

SPgox0854.fw ctactcgaggagagttttcattatggagatcca XhoI 

SPgox0854.rev gtgactcgagagaaggcctgactgtgc SnaBI 

SPgox0187.fw attactcgagagggggcaacatcaatgaaa XhoI 

SPgox0187.rev attatacgtaggcatgagcgggaagggttg SnaBI 

Up-lmg0644_900bp.F acagctatgacatgattacgccgcaaatctggacaacac - 

Up-lmg0644_900bp.R tcattcagtggaaaaactccttgccgag - 

Down-lmg0644_900bp.F ggagtttttccactgaatgagcaggactttc  - 

Down-lmg0644_900bp.R ccgggtaccgagctcgaatttacagacagcaattcaaacg - 
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codA.F tgtggaggctaacagtgtcg - 

codA.R gataatcaggttggcgctgt - 

p264fdh-strep.for atccaggaacatccgttgcgcctgaatgag - 

p264fdh-strep.rev gggtcctgtcagattatttttcgaactgcgggtg - 

up-gox2015.F acagctatgacatgattacggatgctcgaccgcagcgg - 

up-gox2015.R aggcgcaacgctggcctcacctctccttg - 

down-gox2015.F cgaaaaataaacttatatggccccttccc - 

down-gox2015.R ccgggtaccgagctcgaattggatgcaggccatgttgc - 

p264-fdh.sgdh.F gtgaggccagcgttgcgcctgaatgagag - 

p264-fdh.sgdh.R ccatataagtttatttttcgaactgcgggtg - 

up-0265.inv-F acagctatgacatgattacgtatcgagatcgtcagccatac - 

up-0265.inv-R aggcgcaacggatgttcctggatctgttg - 

down-0265.inv-F ggcgatgtagtctgacaggaccctcggg - 

down-0265.inv-R ccgggtaccgagctcgaatttttcgtgaacttgcccttgtc - 

p264-inv.mgdh-F caggaacatccgttgcgcctgaatgagag - 

p264-inv.mgdh-R tcctgtcagactacatcgccgtagggcg - 

up-2015.inv-F acagctatgacatgattacgcccacacccacggacatg - 

up-2015.inv-R caggcgcaacgtctgtctccctgcaaagatg - 

down-2015.inv-F ggcgatgtagggaatattcccctttagc - 

down-2015.inv-R atccccgggtaccgagctcgcactgtatgtatcggcatg - 

p264-inv1417.2015-F ggagacagacgttgcgcctgaatgagag - 

p264-inv1417.2015-R ggaatattccctacatcgccgtagggcg - 

 

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR ist eine in vitro Methode zur Vervielfältigung gezielter DNA-Abschnitte (Mullis et al. 1986). 

Der Vorgang besteht grundsätzlich aus den drei Schritten Denaturierung, Anlagerung und 

Elongation, die sich zyklisch wiederholen. Mit jedem Zyklus wird die Anzahl des DNA-Fragments 

verdoppelt, was zu einem exponentiellen Anstieg des Amplifikats führt. 

Die Reaktion startet durch eine Initialdenaturierung, um eine vollständige Trennung des DNA-

Doppelstranges, der als Vorlage verwendet wird, zu gewährleisten. Anschließend folgt der 

eigentliche Denaturierungsschritt, der bei 94 - 98 °C, je nach verwendeter DNA-Polymerase, 

stattfindet. An die so entstandenen, komplementären DNA-Einzelstränge lagern sich die 

verwendeten Primer bei einer Primer-spezifischen Annealing-Temperatur (TA) an. Dabei entstehen 

Doppelstrang-Fragmente mit einem freiem 3‘-OH-Ende. Durch den letzten Schritt des Zyklus, die 
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Elongation, werden freie Nukleotide komplementär an das freie 3‘-OH-Ende angelagert. Diese 

Reaktion wird durch eine geeignete, hitzestabile DNA-Polymerase katalysiert. Dabei entsteht ein 

neues, doppelsträngiges DNA-Fragment. Die Dauer und Temperatur des Elongationsschrittes sind 

abhängig von der Größe des gewünschten PCR-Produktes und der eingesetzten DNA-

Polymerase. Nach Durchlauf aller Zyklen endet die PCR mit einem finale Elongationsschritt.  

2.3.2.1 Amplifizierung von Genen 

Zur Amplifizierung von Genen für die Erstellung von Expressionssystemen wurde die Q5 High-

Fidelity DNA-Polymerase (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) mit einer Umsatzrate von 20 

sec/kb eingesetzt. Diese DNA-Polymerase besitzt eine geringe Fehlerrate (nach Angaben des 

Herstellers etwa 280 x genauer als die Taq-Polymerase) und war somit optimal für eine fehlerfreie 

Amplifikation. Der PCR-Ansatz und die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 7 und 8 aufgeführt.  

Tabelle 7: PCR-Ansatz zur Gen-Amplifizierung mittels Q5 DNA-Polymerase 

Komponente Volumen [µl] 

5x Q5 Reaction Buffer 10  

5x Q5 High GC Enhancer 10  

Forward-Primer (10 pmol/µl) 1  

Reverse-Primer (10 pmol/µl) 1  

dNTP-Mix (25 mM) 0,5  

DNA 0,25  

Q5 DNA-Polymerase (2 U/µl) 1 

rH2O ad 50 

 

Tabelle 8: Reaktionsbedingungen zur Gen-Amplifizierung mittels Q5 DNA-Polymerase 

Schritt Temperatur Zeit 

Initialdenaturierung 98 °C 3 min 

Denaturierung 98 °C 10 s 

Annealing TA °C 20 s  

Elongation 72 °C 20 sec/kb 

Finale Elongation 72 °C  3 min 

Lagerung   4 °C ∞ 

30x zyklische Wiederholung von Denaturierung, Annealing und Elongation 

TA: Anlagerungstemperatur der Primer 
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2.3.2.2 Kolonie-PCR 

Um generierte Stämme auf die Aufnahme des korrekten Plasmids zu überprüfen, erfolgte der 

Nachweis mit Hilfe einer Kolonie-PCR. Dafür wurden einzelne Klone gepickt, in 10 µl rH2O 

resuspendiert und jeweils 5 µl für den Reaktionsansatz eingesetzt (Tab. 9). Zur Durchführung der 

Kolonie-PCR wurde grundsätzlich die OneTaq DNA-Polymerase (NEB, Frankfurt am Main, 

Deutschland) verwendet. Diese weist eine höhere Fehlerrate als die Q5 Polymerase auf, da keine 

Korrekturlesefunktion vorlag. Zudem war die Umsatzrate der OneTaq Polymerase mit 1 min/kb 

langsamer. Das eingesetzte PCR-Programm kann Tabelle 10 entnommen werden.  

Tabelle 9: PCR-Ansatz für die Kolonie-PCR mit OneTaq DNA-Polymerase 

Komponente Volumen [µl] 

5x One Taq Reaction Buffer 5  

Forward-Primer (10 pmol/µl) 0,5  

Reverse-Primer (10 pmol/µl) 0,5  

dNTP-Mix (25 mM) 0,5  

DNA 5  

OneTaq DNA-Polymerase (2 U/µl) 0,125  

rH2O ad 25  

 

Tabelle 10: Reaktionsbedingungen für die Kolonie-PCR mit OneTaq DNA-Polymerase 

Schritt Temperatur Zeit 

Initialdenaturierung 98 °C 3 min 

Denaturierung 98 °C 10 s 

Annealing TA °C 20 s  

Elongation 72 °C 20 sec/kb 

Finale Elongation 72 °C  3 min 

Lagerung   4 °C ∞ 

30x zyklische Wiederholung von Denaturierung, Annealing und Elongation 

TA: Anlagerungstemperatur der Primer 

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe 

verwendet und fand damit Einsatz bei der Überprüfung mittels PCR generierter Amplifikate. Die 

Längenbestimmung linearer, doppelsträngiger DNA erfolgte dabei durch das Mitführen eines DNA-

Markers mit bekannten Größen. Die Methode basiert auf der Wanderung der negativ geladenen 

DNA im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Die Laufgeschwindigkeit der DNA-

Fragmente war umgekehrt proportional, was bedeutet, dass kleine Moleküle schneller durch das 

Gel wanderten als große. Durch Variationen der Porengröße, die abhängig von der eingesetzten 
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Agarosekonzentration war, konnte die Wanderungsgeschwindigkeit verändert werden. Je höher 

die Agarose-Konzentration des Gels, desto kleiner die Poren und entsprechend langsamer 

wanderten die DNA-Fragmente. 

In dieser Arbeit wurden 1 %ige Agarosegele verwendet. Zur Herstellung des Gels wurden 0,3 g 

Agarose in 30 ml 1x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) aufgekocht, mit 1 µl GelRed versehen 

und in eine Gelelektrophorese-Kammer gegossen.  

50x TAE-Puffer, pH 8 

Tris 242 g 

EDTA (0,05 M) 100 ml 

Essigsäure (1 M) 57,4 ml 

dH2O ad 1000 ml 

Nach vollständigem Aushärten des Gels wurde dieses mit 1x TAE-Puffer überschichtet. Alle DNA-

Proben wurden mit 6x Ladepuffer (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) versetzt und 

anschließend auf das Gel aufgetragen. Als Marker wurde der 1 kb DNA-Marker der Firma NEB 

(Frankfurt am Main, Deutschland) mitgeführt. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 100 

V für 50 min. Durch das im Gel enthaltene GelRed konnten die DNA-Banden unter UV-Licht bei 

254 nm visualisiert werden. Die Dokumentation erfolgte durch eine spezielle Anlage der Firma 

INTAS (INTAS GmbH Digital Imaging and Microscopy, Göttingen, Deutschland). 

2.3.4 Isolierung von DNA und Plasmiden 

Die Isolierung von Plasmiden und DNA erfolgte mit Hilfe des Monarch® Plasmid Miniprep Kits 

(NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) nach Vorschrift des Herstellers. Zur Gewinnung der DNA 

wurden jeweils 4 ml einer plasmidtragenden Übernacht-Kultur verwendet. Um PCR-Amplifikate und 

geschnittene DNA-Fragmente für weitere Klonierungsschritte oder Sequenzierungen zu reinigen, 

wurde das Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) nach 

Herstellvorschrift verwendet. Beide Methoden beruhten auf der Bindung und spezifischen Elution 

der gewünschten DNA über eine Säule, wodurch Verunreinigungen entfernt wurden.  

2.3.5 Restriktionsverdau und Ligation 

Zur Vorbereitung von DNA-Fragmenten und Plasmiden für die Ligation erfolgte ein 

Restriktionsverdau mit Hilfe von Endonukleasen, die Phosphodiestherbindungen eines DNA-

Doppelstranges an einer spezifischen Erkennungssequenz spalteten. Dadurch entstanden 

entweder DNA-Fragmente mit glatten Enden oder kohäsive Enden mit Nukleotid-Überhängen. 

Durch Einsatz der gleichen Restriktionsenzyme für Vektor und Insert wurden zueinander 

komplementäre Enden gebildet. Die optimalen Reaktionsbedingungen, das Puffersystem und die 

Enzymmengen, die für die Durchführung eingesetzt werden sollten, wurden durch das 

Onlineprogramm Double-Digest (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) ermittelt.  
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Alle Ansätze wurden in einem Volumen von 30 µl angelegt und für 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach 30 

min wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von weiteren 50 % der anfänglichen Enzymmenge 

verstärkt. Um die Wahrscheinlichkeit einer Religation des Vektorrückgrats zu verringern, wurde 

zudem 1 µl alkalische Phosphatase (FastAP, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) zu 

jedem Versuchsansatz mit Vektor-DNA hinzugegeben, wodurch diese am 5‘-Ende 

dephosphoryliert wurde. Nach einer Inkubationszeit von weiteren 30 min wurden der 

Restriktionsverdau durch einen Aufreinigungsschritt mittels Monarch PCR & DNA Cleanup Kit 

(NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) beendet.  

Nach dem Restriktionsverdau erfolgte eine Ligation der aufgereinigten DNA-Fragmente mit dem 

jeweiligen Vektorrückgrat. Durch den Einsatz einer T4 DNA-Ligase konnten Vektor- und Insert-

DNA, die durch die Endonukleasen kompatible Schnittstellen zueinander aufwiesen, unter ATP-

Verbrauch miteinander verknüpft werden. Der Reaktionsansatz erfolgte in einem Volumen von 20 

µl für 1h bei Raumtemperatur (RT). Die Reaktion wurde durch einen Hitzeinaktivierungsschritt bei 

65 °C für 10 min abgestoppt.  

Reaktionsansatz zur Ligation  

Insert-DNA 12 µl 

Vektor-DNA 4 µl 

PEG 4000 1 µl 

10 x T4 Ligasepuffer 2 µl 

T4 DNA-Ligase (5 U/µl)            1 µl 

2.3.6 Hitzeschock-Transformation in kompetente E. coli DH5α Zellen 

Die Übertragung ligierter Plasmide in kompetente E. coli DH5α Zellen erfolgte durch einen 

Hitzeschock. Der Stamm ist genetisch so modifiziert, dass der Abbau von Fremd-DNA stark 

eingeschränkt ist, weshalb er sich für die Vervielfältigung von rekombinanten Konstrukten eignet.  

Von den kompetenten E. coli DH5α-Zellen wurden 10 µl in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt, 

mit 2 µl des Ligationsansatzes versehen und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein 

Hitzeschock bei 42 °C für 30 sec. Nach einem weiteren 5-minütigen Inkubationsschritt auf Eis 

wurden die Zellen mit 1 ml LB-Medium versetzt und für 1 h bei 37 °C unter Schütteln regeneriert. 

Davon wurden anschließend jeweils 100 µl auf LB-Agarplatten mit Kanamycin (im Fall von pBBR1-

Plasmiden) oder Ampicillin (für pASK5-Vektoren) ausplattiert. Zusätzlich wurden die verbleibenden 

900 µl pelletiert, im Rücklauf resuspendiert und ebenfalls auf LB-Agarplatten mit entsprechendem 

Antibiotikum gegeben. Alle Ansätze wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Screening erfolgte 

bei allen verwendeten Stämmen zunächst mittels Kolonie-PCR (2.3.2.2) und anschließend durch 

eine Sequenzierung. 
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2.3.7 Elektroporation zur Transformation in Gluconobacter-Stämme 

Die Übertragung von Plasmiden in die verwendeten Stämme G. oxydans, G. japonicus LMG 26773 

und G. japonicus LMG 1281 erfolgte mittels Elektroporation (modifiziert nach Mostafa et al. 2002). 

Zuerst musste eine Vorkultur des jeweiligen Gluconobacter-Stammes angelegt und über Nacht bis 

zu einer optischen Dichte von 0,8-1 kultiviert werden. Alle folgenden Schritte wurden unter Kühlung 

der Proben auf Eis durchgeführt. 2 x 2 ml der Kultur wurden in sterilen Eppendorfgefäßen bei 4 °C 

und 8000 rpm pelletiert und zweimal mit kalten, sterilen 1 mM HEPES-Puffer gewaschen (13000 x 

g, 2 min, 4 °C). Anschließend wurde das Pellet in 50 µl 10 %iges Glycerin (4 °C, steril) 

resuspendiert und 2 µl des zu transformierenden Plasmids zugegeben. Die Suspension aus 

vorbereiteten Zellen und Plasmid wurde vorsichtig und luftblasenfrei in gekühlte 

Elektroporationsküvetten mit einer Elektrodendistanz von 1 mm (Bio-Budget Technologies GmbH, 

Krefeld, Deutschland) überführt. Im nächsten Schritt wurden die Zellen mit Hilfe eines MicroPulsers 

(BioRad, München, Deutschland) einem elektrischen Impuls von 2,2 kV für 4-5 ms ausgesetzt. 

Anschließend erfolgte die Regeneration in einem 15 ml Falcon mit 1 ml Elektroporationsmedium 

(EP-Medium). Die Zellen wurden für 4 h bei 30 °C unter schütteln inkubiert und dann auf YM-

Agarplatten mit Cefoxitin und Kanamycin ausplattiert. Die Aufnahme des Plasmids wurde durch 

eine Kolonie-PCR (2.3.2.2) überprüft. 

Elektroporationsmedium (EP-Medium) 

Hefeextrakt 15 g 

Trenngelpuffer 80 g 

MgSO4 x 7 H2O 2,5 g 

CaCl2  1,5 g 

Glycerin            0,5 g 

dH2O ad 1000 ml 

Der pH-Wert des Mediums wurde vor dem Autoklavieren mit HCl auf pH 6 eingestellt. Die für das 

EP-Medium verwendeten Bestandteile MgSO4 und CaCl2 wurden 100-fach konzentriert angesetzt, 

sterilfiltriert und erst nach der Sterilisation zum restlichen Ansatz hinzugefügt. 

2.3.8 Markerlose Deletion von lmg0644 

Die Generierung aller Deletions- und Integrationsvektoren erfolgte im Zuge dieser Arbeit durch eine 

Assemblierung nach Angaben des Herstellers NEB (Frankfurt am Main, Deutschland). Als Basis 

wurde der Vektor pKOS6b verwendet, der eine markerlose Deletion erlaubte (Kostner et al. 2013).  

2.3.8.1 Erstellen von Deletionskonstrukten mittels Assemblierung am Beispiel von 

pKOS6b∆lmg0644 

Für die Deletion von lmg0644 wurden neben dem Vektorrückgrat pKOS6b zwei flankierende DNA-

Fragmente oberhalb- und unterhalb des Gens benötigt. Die Amplifizierung erfolgte mittels Q5 DNA-

Polymerase und dem dafür vorgesehenen PCR-Programm (2.3.2.1), die benötigten 
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Oligonukleotide sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Das Vektorrückgrat wurde mit Hilfe der Primer 

pKOS6b.F/R und aufgereinigter Plasmid-DNA amplifiziert. Die flankierenden 900 bp großen DNA-

Fragmente oberhalb- und unterhalb von lmg0644 wurden aus genomischer DNA von G. japonicus 

LMG 26773 mit Hilfe der Primer Up-lmg0644_900bp.F/R und Down-lmg0644_900bp.F/R erstellt. 

Alle Oligonukleotide wurden über das NEBuilder® Assembly Tool (NEB, Frankfurt am Main, 

Deutschland) generiert und so konstruiert, dass Fragmente mit komplementären Überhängen 

zueinander amplifiziert wurden. Über diese wurde die Verknüpfung in der richtigen Orientierung bei 

der Assemblierung gewährleistet.  

Nach einem Aufreinigungsschritt der Amplifikate durch das Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit 

(NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) wurde die Konzentration dieser am Nanodrop bestimmt. 

Die Assemblierung und die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes erfolgte nach Vorschrift des 

Herstellers. Die Inkubation des fertigen Ansatzes wurde für 15 min bei 50 °C durchgeführt.  

Reaktionsansatz zur Assemblierung von pKOS6b∆lmg0644 

pKOS6b-Vektorrückgrat 0,05 pmol 

up-lmg0644 0,1 pmol 

down-lmg0644      0,1 pmol 

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 10 µl 

rH2O ad 20 µl 

Das resultierende Plasmid pKOS6bΔlmg0644 wurde in kompetente E. coli DH5α-Zellen 

eingebracht (vgl. Kapitel 2.3.6), vervielfältigt, mittels Monarch® Plasmid Miniprep Kit (NEB, 

Frankfurt am Main, Deutschland) isoliert und sequenziert.  

2.3.8.2 Vorgang der markerlosen Deletion über homologe Rekombination 

Die Transformation von pKOS6bΔlmg0644 in G. japonicus LMG 26773 erfolgte durch 

Elektroporation (vgl. Kapitel 2.3.7) mit anschließender Selektion der Transformanten auf 

Kanamycin-haltigen Agarplatten durch einen aeroben Kultivierungsschritt über Nacht bei 30 °C. Da 

der Vektor pKOS6bΔlmg0644 im Empfängerorganismus nicht replizierbar war, konnten nur Zellen, 

die den Vektor über eine erste homologe Rekombination vollständig in das Genom integriert hatten, 

auf den Antibiotika-haltigen Agarplatten wachsen. Mit Hilfe einer Kolonie-PCR (vgl. Kapitel 2.3.2.2) 

wurden gewachsene Klone auf das im Vektorrückgrat befindliche Gen codA unter Verwendung der 

Primer codA.F/codA.R überprüft. Klone, die ein passendes Fragment aufwiesen und damit eine 

erste homologe Rekombination durchgeführt hatten, wurden für den Vorgang der zweiten 

homologen Rekombination eingesetzt. Dies erfolgte durch eine aerobe Kultivierung bei 30 °C und 

180 rpm in frischem YM-Medium mit Cefoxitin über Nacht und anschließend durch einen weiteren 

Selektionsschritt auf 5-Fluorocytosin-haltigen Agarplatten (60 µg/ml 5-FC).  

5-Fluorocytosin (5-FC) diente in diesem System als Selektionsmarker, da es durch die heterolog 

produzierte Cytosin-Deaminase (CodA) und Cytosin-Permease (CodB), deren Gene als 
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Vektorrückgrat von pKOS6bΔlmg0644 ebenfalls in das Genom von G. japonicus LMG 26773 

integriert wurden, zu toxischem 5-Fluorouracil (5-FU) umgewandelt wurde (Kostner et al. 2013). 

Zellen, die durch eine zweite homologe Rekombination einen spontanen Verlust dieser Gene aus 

der genomischen DNA durchführten, konnten auf den Selektionsplatten überleben. Durch diesen 

Vorgang entstanden entweder Wildtyp-Revertanten oder unter Austausch des Zielgens über die 

fusionierten Genflanken des Deletionsvektors, die gewünschte Mutante. Zur Identifizierung 

generierter Mutanten erfolgte der Nachweis des Gens lmg0644 unter Verwendung der Primer Up-

lmg0644_900bp.F/Down-lmg0644_900bp.R mittels Kolonie-PCR (vgl. Kapitel 2.3.2.2). Lagen 

Revertanten vor, würde dadurch ein Amplifikat mit einer Größe von 2641 bp erwartet, bei Deletion 

des Gens lmg0644 entstünde lediglich ein Fragment mit einer Größe von 1800 bp. 

2.3.9 Erstellen von Integrationsstämmen 

2.3.9.1 Generierung des Stammes G. oxydans Δmgdh::fdh 

Zur Generierung des Stammes G. oxydans Δmgdh::fdh wurden die Gene fdhSCL unter Kontrolle 

des starken Promotors p264 (Kallnik et al. 2010) in das Chromosom von G. oxydans anstelle des 

Gens gox0265 integriert. Dieser Vorgang erfolgte erneut durch Verwendung des pKOS6b-Vektors 

(Kostner et al. 2013) und die Konstruktion von pKOS6bΔmgdh::fdh mittels Assemblierung (2.3.8.1).  

Für die Integration wurden, anders als bei der reinen Deletion des Gens lmg0644, insgesamt vier 

DNA-Fragmente benötigt. Neben der DNA des Vektorrückgrats und den flankierenden 1000 bp 

großen Bereichen oberhalb und unterhalb von gox0265, wurde als viertes Fragment das zu 

integrierende fdhSCL-Gencluster benötigt. Die Amplifizierung aller Fragmente erfolgte mittels Q5 

DNA-Polymerase (vgl. Kapitel 2.3.2.1). Zur Amplifizierung der Vektor-DNA wurden erneut die 

Primer pKOS6b.F/ pKOS6b.R verwendet (vgl. Kapitel 2.3.8.1 und Tab. 6). Mit genomischer DNA 

von G. oxydans erfolgte unter Einsatz der Primer Up-gox0265.F/Up-gox0265.R und Up-

gox0265.F/Up-gox0265.R die Generierung der Fragmente up-gox0265 und down-gox0265 (vgl. 

Tab. 6). Die Gene fdhSCL mit p264-Promotor wurden aus dem Plasmid pBBR1p264-fdhSLC.strep 

durch Verwendung der Oligonukleotide p264-fdh.mgdh.F/p264-fdh.mgdh.R amplifiziert. Alle 

weiteren Schritte erfolgten nach dem vorherigen Assemblierungsprinzip (vgl. Kapitel 2.3.8.1). Da 

in diesem Konstrukt vier Fragmenten zusammengefügt wurden erhöhte sich die Inkubationszeit für 

die Verknüpfung aller Fragmente auf 60 min bei 50 °C. Nach der Assemblierung wurde das erstellte 

Plasmid pKOS6bΔmgdh::fdh in kompetente E. coli DH5α-Zellen transformiert und anschließend 

mit Hilfe des Monarch® Plasmid DNA Miniprep Kits (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) 

gereinigt. Die Transformation in G. oxydans erfolgte durch Elektroporation (vgl. Kapitel 2.3.7). Die 

markerlose Deletion von gox0265 und die gleichzeitige Integration von p264-fdhSCL erfolgte 

erneut über einen 2. homologen Rekombinationsschritt und 5-FC zur Gegenselektion (vgl. Kapitel 

2.3.8.2). Die erstellte Mutante wurde mittels Kolonie-PCR durch den Nachweis der FDH-Integration 

unter Verwendung der Primer p264fdh-strep.for/ p264fdh-strep.rev verifiziert.  
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Ansatz zur Assemblierung von pKOS6b∆mgdh::fdh 

pKOS6b-Vektorrückgrat 0,05 pmol 

up-gox0265 0,05 pmol 

p264-fdhSCL 0,05 pmol 

down-gox0265      0,05 pmol 

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 10 µl 

rH2O ad 20 µl 

2.3.9.2 Erstellen des Doppelintegrationsstammes G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh 

Der Stamm G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh wurde durch eine weitere Gendeletion und 

gleichzeitige Integration des fdhSCL-Genclusters aus dem Stamm G. oxydans Δmgdh::fdh erstellt. 

Als zu deletierendes Gen wurde gox2015 ausgewählt, welches für die lösliche Glukose-

Dehydrogenase aus G. oxydans kodiert. Die Konstruktion des Vektors pKOS6bΔsgdh::fdh erfolgte 

nach dem zuvor beschriebenem Prinzip (vgl. Kapitel 2.3.8.1 und 2.3.9.1). Zur Generierung der vier 

benötigten DNA-Fragmente wurden die Primer pKOS6b.F/pKOS6b.R, up-gox2015.F/up-

gox2015.R, down-gox2015.F/down-gox2015.R und p264-fdh.sgdh.F/p264-fdh.sgdh.R (Tab. 6) 

verwendet. Die Amplifikation erfolgte mittels Q5 DNA-Polymerase. Nach vollständiger 

Assemblierung (vgl. Kapitel 2.3.8.1 und 2.3.9.1) wurde der Deletionsvektor pKOS6bΔsgdh::fdh erst 

in kompetente E. coli DH5α-Zellen (vgl. Kapitel 2.3.6) und anschließend mittels Elektroporation 

(vgl. Kapitel 2.3.7) in G. oxydans Δmgdh::fdh transformiert. Der Nachweis der 2. homologen 

Rekombination bei Klonen, die das Vektorrückgrat ins Genom integriert hatten, erfolgte wie zuvor 

beschrieben (vgl. Kapitel 2.3.8.1 und 2.3.8.2).  

Zur Kontrolle der erstellten Mutante mit einer weiteren fdh-Genomintegration konnten die Primer 

p264-fdhSCL.strep-F/R nicht verwendet werden, da ein positives Fragment bereits durch die erste 

Integration generiert werden würde. Die Kolonie-PCR (vgl. Kapitel 2.3.2.2) erfolgte daher mit Hilfe 

der Primer up-gox2015.F/p264-fdh.sgdh.R, die oberhalb des deletierten Gens gox2015 und hinter 

dem integrierten fdhSCL-Gencluster binden konnten. Es konnte dabei nur dann ein Fragment 

amplifiziert werden, wenn fdhSCL genau an der Stelle des Gens gox2015 integriert wurde.  

2.4 Proteinbiochemische Methoden 

2.4.1 Expression und Aufreinigung des rekombinanten Proteins Inv1417 

Die heterologe Proteinproduktion wurde durch E. coli DH5 pASK5-inv1417 in 500 ml LB-Medium 

mit 500 µg/ml Ampicillin durchgeführt. Nach einer 1 %igen Inokulation aus einer Übernacht-Kultur, 

wurden die Zellen bis zu einer optischen Dichte von 0,4 kultiviert und anschließend mit 25 µl 

Anhydrotetracyklin (2 mg/ml) induziert. Die Produktion des rekombinanten Proteins Inv1417 

erfolgte über Nacht bei 16 °C und 180 rpm. Am Folgetag wurden die Zellen durch einen 20-

minütigen Zentrifugationsschritt bei 8000 rpm und 4 °C pelletiert und in 5 ml Puffer W (100 mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8) resuspendiert. Zusätzlich wurden 5 µl Protease-Inhibitor-Cocktail 



 

25 
 

(Sigma-Aldrich, München, Deutschland) hinzugefügt. Die Zelllyse erfolgte mittels Ultraschall 

(Branson Sonifier Cell Disruptor und Branson Ultra Sonics Konverter, Danbury, USA), in einem 

Zeitintervall von 20 min mit einer Amplitude von 50 %. Das heterolog produzierte Protein wurde 

durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm und 4 °C für 10 min in den Überstand 

separiert.  

Die Aufreinigung von Inv1417 aus dem Überstand erfolgte mit Hilfe einer Strep-Tactin-

Affinitätschromatographie. Dabei bindet das an die Invertase N-terminal fusionierte Strep-Tag, ein 

künstliches Oligopeptid mit der Aminosäuresequenz WSHQFEK, an immobilisiertes Strep-Tactin 

(IBA GmbH, Göttingen, Germany), während Verunreinigungen nicht gebunden und entfernt 

wurden. Die Aufreinigung erfolgte bei 4 °C mit gekühlten Puffern. Zum Abtrennen unspezifisch an 

die Säulenmatrix gebundener Proteine wurde Puffer W (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8) als 

Waschpuffer eingesetzt. Die Elution von Inv1417 erfolgte durch Zugabe von 2,5 mM Desthibiotin 

(zu Puffer W). Eine anschließenden Regeneration der Säule erfolgte nach Herstellervorschrift 

durch Einsatz von Puffer R (Puffer W + HABA). Das aufgereinigte Enzym wurde im weiteren Verlauf 

dieser Arbeit für ein SDS-Page Gel, einen Westernblot sowie zur Ermittlung der kinetischen 

Eigenschaften und des Substratspektrums verwendet.  

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976) 

Die verwendete Methode zur Proteinbestimmung basierte auf einer Komplexbildung zwischen dem 

Protein und dem Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant Blue G-250. Dieser kann bei 

niedrigen pH-Werten Komplexverbindungen mit hydrophoben und kationischen Seitenketten von 

Proteinen eingehen, wodurch eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm auf 595 

nm entsteht. Da die Intensität der Absorption proportional zur Menge unpolarer und kationischer 

Seitenketten ist, kann die Proteinkonzentration darüber bestimmt werden.  

Für die Proteinbestimmung wurde 20 µl aufgereinigtes Protein oder Zellsuspension mit 980 µl eines 

1:5 verdünnten Bradford-Reagenzes versetzt und für 10 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Die 

Änderung der Absorption bei 595 nm wurde in 1 ml Kunststoffküvetten mittels Photometer (Helios-

Epsylon der Firma Thermo Scientific, Waltman, USA) bei 595nm gegen einen Leerwert bestimmt. 

Für die Ermittlung der Konzentration des aufgereinigten Enzyms Inv1417 wurde Puffer E als 

Leerwert verwendet, für alle FDH-Analysen an ganzen Zellen der jeweilig verwendete 

Kaliumphosphat-Puffer.  

Um die Proteinkonzentration über die gemessene Absorption ermitteln zu können, musste eine 

Kalibriergerade mit verschiedenen Konzentrationen erstellt werden. Dafür wurden 

Rinderserumalbumin-Standards (BSA) in den Konzentrationen 0-, 250-, 500-, 750- und 1 mg/ml 

erstellt und 20 µl des jeweiligen Standards wie zuvor mit 980 µl des 1:5 verdünnten Bradford-

Reagenzes versetzt und für 10 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Durch Auftragung der 

Absorptionswerte dieser Standards gegen die korrespondierende BSA-Konzentration in mg/ml, 
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konnte eine Geradengleichung erstellt werden, über die die Proteinkonzentration der Probe 

errechnet werden konnte. 

2.4.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Inv1417 wurde durch eine SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

nach Laemmli (1976) untersucht. Die Methode erlaubt eine Auftrennung linearisierter und 

denaturierter Proteine anhand des Molekulargewichtes in einem elektrischen Feld. Dabei weisen 

kleine Proteine grundsätzlich eine höhere Laufgeschwindigkeit auf als große Proteine. Um letztlich 

über ein SDS-Gel das Molekulargewicht bestimmen zu können, ist das Mitführen eines Markers 

mit bekannten Proteingrößen notwendig.  

Das für die diskontinuierliche SDS-PAGE verwendete Gel bestand aus zwei Schichten mit 

unterschiedlichen Eigenschaften und verschiedenen Acrylamidanteilen. Das Sammelgel wies eine 

Konzentration von 5 % Acrylamid auf und diente der Aufkonzentrierung der Proben. Im Trenngel 

lagen 12,5 % Acrylamid vor, weshalb die eigentliche Auftrennung der Proteine nach ihrem 

Molekulargewicht in diesem Teil des Gels erfolgte. Weitere Bestandteile waren 

Ammoniumpersulfat (APS), als Polymerisationsinitiator der Gelbildung sowie TEMED. Die Zugabe 

von TEMED als Katalysator der Polymerisierungsreaktion erfolgte erst nach vollständigem 

Zusammenführen aller Komponenten des Gels. Der Trenngelpuffer (100 ml, pH 8.8) bestand aus 

22,7 g Tris, für den Sammelgelpuffer (100 ml, pH 6,8) wurden 7,57 g Tris verwendet.  

Zusammensetzung Trenngel (12,5 %) 

Acrylamid (Rotiphorese Gel 40) 2 ml 

Trenngelpuffer 1,2 ml 

0,5 % SDS-Lösung 1,2 ml 

dH2O  1,6 ml 

TEMED 5 µl 

10 % APS-Lösung 30 µl 

Zusammensetzung Sammelgel (5 %) 

Acrylamid (Rotiphorese Gel 40) 250 µl 

Sammelgelpuffer 400 µl 

0,5 % SDS-Lösung 400 µl 

dH2O  950 µl 

TEMED 5 µl 

10 % APS-Lösung 30 µl 

Vor Beladen des Gels wurden alle Proben mit Ladepuffer im Verhältnis 1:1 versetzt und für 10 min 

bei 95 °C inkubiert, wodurch die native Struktur der Proteine aufgehoben und eine Linearisierung 

der Proteine erzielt wurde. Als Marker wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder der Firma 
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Thermo Fischer Scientific (Schwerte, Deutschland) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in 

speziellen Gelkammern (Bio-Rad, München, Deutschland). Das Gel wurde mit 1x Elektrodenpuffer 

überschichtet und der Lauf durch das Sammelgel unter einer Spannung von 60 V, die Auftrennung 

durch das Trenngel mit einer erhöhten Spannung von 90 V durchgeführt.  

1x Elektrodenpuffer (pH 8,3) 

Tris 3,0 g 

Glycerin 14,4 g 

SDS 1,0 g 

dH2O  ad 1000 ml 

Zusammensetzung des Ladepuffers 

Sammelgelpuffer 2,0 ml 

2-Mercaptoethanol 0,5 ml 

1 % Bromphenolblau (in EtOH) 0,1 ml 

Glycerin 5,0 ml 

dH2O  ad 10 ml 

Die anschließende Visualisierung von Inv1417 im SDS-Gel erfolgte durch eine Silberfärbung (Blum 

et al. 1987). Durch eine Anlagerung von Silberionen an das Protein und eine anschließende 

Reduktion der Ionen zu elementarem Silber konnte das Protein als bräunliche Bande im Gel 

sichtbar gemacht werden. Die Silberfärbung wies eine sehr hohe Sensitivität mit einer 

Nachweisgrenze von etwa 0,1 bis 1 ng auf. 

Die Durchführung der Färbung begann mit einem 20-minütigen Inkubationsschritt des SDS-Gels 

in Fixierlösung, wodurch Proteine denaturiert und im Gel fixiert wurden. Anschließend wurde das 

Gel für 10 min in 50 %iges Methanol überführt und dann für weitere 10 min in dH2O gewaschen. 

Im nächsten Schritt wurden freie, nicht durch Proteine besetzte Stellen im Gel, durch einen 1-

minütigen Inkubationsschritt in einer Thiosulfatlösung maskieren und damit die Sensitivität der 

Färbung erhöht. Nach zwei weiteren Wachschritten erfolgte eine Imprägnierung des Gels für 20 

min unter Lichtausschluss bei 4 °C. Dabei fand die Anlagerung der Silberionen an die negative 

geladenen Seitenketten des Proteins statt. Die Reduktion zu elementarem Silber erfolgte durch 

Überführen des Gels in Entwicklerlösung und das darin befindliche Formaldehyd. Zum Abstoppen 

der Reaktion wurde das Gel mit Stopplösung überschichtet.  

Zusammensetzung der Fixierlösung 

Methanol 500 ml 

Essigsäure 120 ml 

37 %iges Formaldehyd 0,5 ml 

rH2O  ad 1000 ml 
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Thiosulfatlösung (0,02 %)  

Na2S2O3 x 5 H2O 500 ml 

rH2O ad 50 ml 

Imprägnierlösung 

AgNO3 0,1 g 

37 %iges Formaldehyd 0,037 ml 

rH2O  ad 50 ml 

Entwicklerlösung 

Na2CO3 0,1 g 

37 %iges Formaldehyd 0,037 ml 

Na2S2O3 x 5 H2O 0,004 g 

rH2O  ad 50 ml 

Stopplösung 

Eisessig 2,5 ml 

rH2O  ad 50 ml 

2.4.4 Nachweis von Inv1417 mittels Westernblot 

Die verwendete Methode des Westernblots nach Towbin et al. (1979) diente dem indirekten 

Nachweis von Inv1417 durch Detektion des N-terminal fusionierte Strep-Tags mit einem Strep-

Tactin® HRP Konjugat (IBA GmbH, Göttingen, Deutschland).  

Zuerst musste das Protein aus dem SDS-Gel im Mini-Semidry-Blot (Biozym Scientific GmbH, 

Oldendorf, Deutschland) auf eine Nitrozellulosemembran (4,5 µM, Bio-Rad, München, 

Deutschland) durch Anlegen einer elektrischen Spannung von 15 V transferiert werden. Dafür 

wurden Gel, Whatmanpapier und die Nitrocellulosemembran in Towbin-Puffer getränkt und 

luftblasenfrei zusammengesetzt. Nach drei Schichten Whatmanpapier, folgte die 

Nitrocellulosemembran, das Gel und schließlich drei weitere Schichten Whatmanpapier.  

Towbin-Puffer (pH 8,3, nicht titrieren) 

Tris 1,52 g 

Glycin 7,2 g 

Methanol 100 ml 

dH2O  ad 500 ml 

Nach Proteintransfer wurde die Membran für 1 h in Blockierlösung (5 % w/v Milchpulver in PBS-

Puffer) inkubiert, wodurch freie Bindungsstellen gesättigt wurden. Anschließend wurde die 

Membran 3 x 5 min in jeweils 20 ml PBS-Tween-Puffer (0,1 % v/v Tween in PBS-Puffer) gewaschen 
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und für 1 h mit einem Meerrettich Peroxidase-gekoppelten Strep-Tactin-Konjugat (IBA, Göttingen) 

inkubiert. Nach weiteren Waschschritten mit PBS-Puffer erfolgte die Detektion des Proteins über 

das fusionierte Strep-Tag durch Zugabe von 200 µl Chloronaphthol-Lösung (3 % w/v 4-Chloro-1-

naphthol in Methanol) sowie 20 µl einer Wasserstoffperoxid-Lösung (30 % v/v H2O2) nach einer 

Inkubation im Dunkeln. Durch das Chromogen 4-Chloro-1-naphthol und Wasserstoffperoxid 

entstand mithilfe der Peroxidase das farbige Oxidationsprodukt 4-Chloro-1- naphthon, was eine 

Visualisierung des Proteins durch die Farbreaktion ermöglichte.  

PBS-Puffer (pH 7,4) 

NaCl 8 g 

KCl 0,2 g 

NH2HPO4 0,256 g 

KH2PO4 0,2 g 

dH2O  ad 1000 ml 

2.5 Nachweis von Enzymaktivitäten 

2.5.1 Zellfraktionierung zur Lokalisation der heterolog produzierten Invertase 

Die Präparation der Zellfraktionen Cytoplasma, Periplasma sowie des extrazellulären Raums 

wurde nach der Arbeit von Tsukada und Perlman (1972), mit Modifizierungen nach Kosciow et al. 

(2014) durchgeführt. Dadurch sollte die Lokalisation sowie die Aktivitätsverteilung von Inv1417 

innerhalb der Kompartimente analysiert werden.  

Für diesen Vorgang wurde eine Hauptkultur von G. oxydans ∆mgdh::fdh inv in einem Volumen von 

500 ml angelegt und bis zur spät exponentiellen Phase kultiviert. Dieser Zeitpunkt wurde mit Hilfe 

einer Wachstumskurve über die optische Dichte bestimmt. Die Kultur wurde anschließend für 20 

min bei RT und 8000 rpm pelletiert. Der Kulturüberstand, der den extrazellulären Raum darstellte, 

wurde entnommen und musste nicht weiter aufgearbeitet werden. Nach einem Waschschritt 

erfolgte die Fraktionierung des Periplasmas durch einen osmotische Schock mit spezifischen 

Puffer. Dafür wurde das Zellpellet für 20 min in 25 mM Tris-HCl-Puffer mit 0,5 mM EDTA und 20 % 

Saccharose bei pH 6,8 resuspendiert. Durch Modifikation nach Kosciow et al. (2014) enthielt der 

Puffer zusätzlich 0.5 % Triton X-100, um die Lyse der äußeren Membran und die Freisetzung der 

periplasmatischen Fraktion zu verbessern. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wurden die 

Zellen in einer 50 ml eiskalten 5 mM MgCl2-Lösung, die zusätzlich 6,25 µg pro ml Polymyxin B zur 

Zellmembran-Lyse enthielt, resuspendiert. Anschließend erfolgte erst ein 20-minütiger 

Inkubationsschritt auf Eis und dann eine Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm für 30 min. Die 

Periplasmafraktion der Zellen lag danach im Überstand vor. Die Cytoplasmafraktion wurden mittels 

Ultraschall freigesetzt und durch Zentrifugation von Zellresten befreit.  

Die Messung der Enzymaktivität der Invertase1417 in den verschiedenen Zellfraktionen erfolgte in 

einem Volumen von 1 ml, bestehend aus 100 mM Phosphatpuffer (pH 6.5) und 1 M Saccharose. 
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Die Reaktion wurden durch Zugabe von 200 µl der untersuchten Fraktion gestartet. Zu 

verschiedenen Zeitpunkten wurden aus diesem Ansatz Proben gewonnen und mittels HPLC 

quantifiziert (vgl. Kapitel 2.7).  

2.5.2 Enzymatische Reinheitskontrolle nach Zellfraktionierung 

Die Kontrolle der Fraktionierung der Zellkompartimente von G. oxydans ∆mgdh::fdh inv erfolgte 

durch Messung der Aktivität der nativ cytoplasmatischen Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 

(Gox0145). Die Aktivität wurde photometrisch mit einem Jasco V-600 Spektrophotometer (Jasco 

Labor- und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt, Germany) in den einzelnen Zellfraktionen über 

die Absorptionsänderung von NADP+/NADPH bei 340 nm (ε = 6,22 mM-1 cm-1) ermittelt. Die 

Auswertung der Daten erfolgte durch die Software Spectra Manager III (Jasco Labor- und 

Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt, Deutschland).  

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase Test 

NADP+ (25 mM) 10 µl 

Glukose-6-Phosphat 5 µl 

Zellfraktion 10 µl 

Tris-HCl-Puffer pH 7,5 (50 mM) ad 1 ml 

2.5.3 Substratspektrum von Inv1417 

Die Analyse geeigneter Substrate für eine Umsetzung durch die Invertase aus G. japonicus LMG 

1417 erfolgte enzymatisch in einem Reaktionsvolumen von 1 ml über einen Zeitraum von 24 h bei 

30 °C. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die Reaktion der Invertase 

mit 96 % [v/v] Ethanol (1:6 verdünnt) abgestoppt. Als mögliche Substrate wurden neben 

Saccharose auch Raffinose, Levanbiose, Levantriose, 1-Kestose, Melezitose, Turanose, 

Maltulose, Laktulose und Palatinose analysiert. Zusätzlich wurden auch die Polyfruktane Levan 

und Inulin eingesetzt. Eine erfolgreiche Hydrolyse des jeweiligen Substrats konnte über die 

resultierenden Fruktoseeinheiten visualisiert werden. Die Analyse erfolgte an der HPLC bei einer 

Säulentemperatur von 15 °C mit einer Flussrate von 0.6 ml pro min (vgl. Kapitel 2.7).  

Substratspektrum Inv1417 

Invertase 1417 (aufgereinigt) 1 µg 

Substrat 50 mM 

MES-Puffer pH 6,5 50 mM 

rH2O ad 1 ml 



 

31 
 

2.5.4 Charakterisierung von Inv1417 

2.5.4.1 Ermittlung des pH- und Temperatur-Optimums 

Die Bestimmung der optimalen Parameter erfolgte enzymatisch mit aufgereinigter Invertase bei 

verschiedenen Temperaturen bzw. pH-Werten. Die Ermittlung des pH-Spektrums erfolgte 

angepasst an einen späteren Produktionsprozess bei einer festen Temperatur von 30 °C. Der 

eingesetzte Puffer variierte zwischen pH 3 bis pH 8. Aufgrund dieses breiten pH-Bereichs wurde 

ein Kaliumphosphat basierter Puffer (KPP) eingesetzt. Die sauren pH-Bereiche wurden zusätzlich 

mit Phosphorsäure titriert. Für jeden pH-Wert wurde ein einzelner Reaktionsansatz angelegt und 

für 5 min bei 30 °C im Thermoblock inkubiert. Die Reaktion der Invertase wurde durch Zugabe von 

96 %igen [v/v] Ethanol (1:6 verdünnt) abgestoppt und mittels HPLC analysiert (vgl. Kapitel 2.7). 

pH-Optimum Inv1417 

Invertase 1417 (aufgereinigt) 1 µg 

Saccharose 50 mM 

KPP, pH 3 - pH 8 50 mM 

rH2O ad 1 ml 

Für die Bestimmung des Temperaturoptimums wurde der verwendete Puffer im Enzymassay mit 

dem für die Invertase optimale pH-Wert von 5 eingesetzt. Der pH-Wert des Puffers blieb für jede 

Probe gleich, während die Reaktionstemperatur zwischen 30 °C und 80 °C variierte. Der 

Reaktionsansatz setzte sich wie zuvor bei der Ermittlung des pH-Spektrums zusammen. Auch das 

Abstoppen der Reaktion und die Analyse mittels HPLC erfolgten unter gleichen Bedingungen. Die 

Hitzebeständigkeit des Enzyms bei dem ermittelten Temperaturoptimum sowie bei einer an den 

späteren Produktionsprozess angepassten Temperatur von 30 °C, wurde anschließend in einen 

weiteren Reaktionsansatz bestimmt.  

Temperatur-Optimum Inv1417 

Invertase 1417 (aufgereinigt) 1 µg 

Saccharose 50 mM 

KPP, pH 5 50 mM 

rH2O ad 1 ml 

2.5.4.2 Bestimmung der kinetischen Parameter KM und Vmax 

Durch eine nicht-lineare Regression nach Michaelis-Menten wurden, unter den optimalen 

Bedingungen von 60 °C und einem pH- Wert von 5, die kinetischen Parameter KM und Vmax 

bestimmt. Die Ermittlung der spezifischen Aktivität erfolgte außerdem bei einer an den 

Produktionsprozess angepassten Temperatur von 30 °C, um einen Anhaltspunkt für die erwarteten 

Aktivitäten von Inv1417 unter Produktionsbedingungen zu erhalten.  
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Zur Bestimmung der Enzymparameter wurde eine Michaelis-Menten-Kinetik für das Substrat 

Saccharose aufgezeichnet, indem die spezifische Aktivität von Inv1417 bei variierenden 

Saccharosekonzentrationen (zwischen 5 µM und 1,5 M) und gleichbleibender Enzymmenge, 

bestimmt wurde. Die nicht-lineare Regression der so ermittelten Daten und die Berechnung der 

zugrundeliegenden Parameter erfolgte mittels GraphPad Prism 8.  

2.5.5 Bestimmung der Fruktose-Dehydrogenase Aktivität 

In allen untersuchten Gluconobacter-Stämmen mit chromosomalem oder Plasmid-kodiertem 

fdhSCL-Gencluster, wurde die Aktivität der FDH an ganzen Zellen ermittelt. Dafür wurden 2 ml 

einer Übernacht-Kultur für 5 min bei 8000 rpm pelletiert, in 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7) 

gewaschen und anschließend in 1 ml resuspendiert. Die FDH-Aktivität wurde mit diesem Zellextrakt 

unter Verwendung Fruktose als Substrat ermittelt, wobei Dichlorophenolindophenol (DCPIP, 

Endakzeptor) und Phenazin Methosulfat (PMS, intermediärer Elektronenakzeptor) als artifizielle 

Elektronenakzeptoren dienten (Zeiser et al. 2014). Der Test erfolgte photometrisch, mit einem 

Jasco V600 Spektrophotometer (Jasco Labor- und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt, 

Deutschland), bei einer Temperatur von 30 °C und einem pH-Wert von 7. Um während der 

Enzymreaktion eine konstante Temperatur zu gewährleisten, wurde ein Jasco ETC-717-

Thermostat (Jasco Labor- und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt, Deutschland) verwendet. Das 

Absorptionsverhalten von DCPIP war abhängig vom pH-Wert. Die Reduktion von DCPIP wurde in 

diesem Versuch bei einem pH 7 durch die Abnahme der Absorption bei einer Wellenlänge von 600 

nm ermittelt. Der spezifische Extinktionskoeffizient bei pH 7 lag bei 21,0 mM-1cm-1 (Armstrong 

1964; Hölscher et al. 2007). PMS als intermediärer Elektronenakzeptor wurde im Gegensatz zu 

DCPIP nicht verändert. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit Hilfe der Spectra 

Manager™ III Software (Jasco Labor- und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt, Deutschland). 

Fruktose-Dehydrogenase Test 

Zellen 10 µl 

Fruktose 20 mM 

DCPIP 0,15 mM 

PMS 0,65 mM 

KPP, pH 7 50 mM 

rH2O ad 1 ml 

Die Volumenaktivität (U/ml) innerhalb eines Reaktionsansatzes wurde nach Lambert-Beer 

berechnet (Formel 1). Die Ermittlung der FDH-Aktivität in den jeweiligen Stämmen erfolgte aus der 

Volumenaktivität, geteilt durch die eingesetzte Proteinkonzentration (mg/ml). Eine Unit (U) FDH-

Aktivität entsprach demnach der Oxidation von 1.0 μmol Fruktose pro min pro mg Gesamtprotein. 
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Formel 1: Berechnung der Volumenaktivität (U/ml). ∆E min-1 entspricht der Absorptionsänderung pro , 

V dem Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes (ml), d der Schichtdicke der Küvette (cm), ε dem 

Extinktionskoeffizienten (mM-1 cm-1) von DCPIP bei pH 7 und v dem Volumen der Enzymlösung (ml). 

 

U/ml =
∆E min−1  ∗ V

𝑑 ∗  ε ∗ v
 

 

2.6 Versuche zur 5-KF-Produktion  

Die Synthese von 5-KF erfolgte in dieser Arbeit aus den Substraten Fruktose oder Saccharose, in 

einem Volumen von maximal 100 ml. Um einer Sauerstofflimittierung entgegenzuwirken, wurden 

alle Kultivierungen in Schikanekolben durchgeführt.  

2.6.1 Produktion von 5-KF ausgehend von Fruktose 

Die Oxidation von Fruktose zu 5-KF wurde in den Stämmen G. oxydans Δmgdh::fdh, 

G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh und G. oxydans fdh analysiert und zur Bestimmung des 

geeignetsten Produktionsstammes miteinander verglichen. Die Kultivierungen erfolgten in 100 ml 

YF-Medium, bestehend aus 100-120 mM Fruktose, 6 g/L Hefeextrakt und 100 mM MES-Puffer (pH 

6,5). Alle Ansätze enthielten Cefoxitin (50 μg/ml) sowie im Fall von G. oxydans fdh zum Erhalt der 

Plasmidstabilität zusätzlich Kanamycin (50 μg/ml). Die Inokulation erfolgte aus einer 24 stündigen 

Vorkultur mit einer finalen optischen Dichte von 0,03-0,05. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C und 

180 rpm für mindestens 48 h. Die genaue Dauer und die Konzentration des Substrats können dem 

jeweiligen Versuch entnommen werden. Das Wachstum der Stämme und die zugehörigen 

Wachstumsparameter wurden wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, bestimmt. Die Analyse der Menge 

an gebildeter 5-KF und der dazu benötigten Produktionszeit erfolgte mittels HPLC (vgl. Kapitel 2.7).  

2.6.2 Einsatz hoher Fruktosemengen zur Steigerung der 5-KF-Ausbeute 

Zur Anpassung an industrielle Maßstäbe sollte die Produktmenge bei einer antibiotikafreien 

Kultivierung von G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh durch Einsatz höherer 

Substratkonzentrationen (Fruktose) optimiert werden. Um die maximal einsetzbare 

Fruktosekonzentration für eine Kultivierung im Schüttelkolben-Maßstab zu ermitteln, bei der keine 

negativen Auswirkungen auf das Wachstum detektierbar waren, wurden verschiedene Mengen des 

Substrats eingesetzt. Das verwendete YF-Medium bestand aus 6 g/L Hefeextrakt, 100 mM MES-

Puffer (pH 6,8) und 100-500 mM Fruktose. Zum Schutz gegen osmotischen Stress, wurden jedem 

Ansatz 3 mM Mannitol zugefügt. Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewährleisten, 

erfolgte die Kultivierung in einem 500 ml Schikanekolben mit einem Arbeitsvolumen von maximal 

100 ml. Die Auswirkung der hohen Fruktosekonzentrationen auf das Wachstum wurde über die 

optische Dichte bestimmt sowie Wachstumsrate und Verdopplungszeit daraus ermittelt (vgl. Kapitel 

2.2.4).  
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Die 5-KF-Produktion erfolgte schließlich mit einer anfänglichen Fruktosekonzentration von 400 mM 

in einem Volumen von 70 ml. Das Medium wurde in den sonstigen Bestandteilen nicht verändert. 

Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C und 180 rpm für 169 h. Die Analyse der Produktkonzentration 

und die Ermittlung verbleibender Fruktose erfolgte mittels HPLC (vgl. Kapitel 2.7). Nach 

vollständiger Umsetzung von 400 mM Fruktose, wurden der Kultur durch einen Zufütterungsschritt 

weitere 400 mM Fruktose, 3 mM Mannitol sowie 50 mM MES (pH 6,8) zugefügt. Um ein zu starkes 

Absinken des pH-Wertes während der Kultivierung zu verhindern, wurde dieser regelmäßig 

überprüft und bei Bedarf durch Zugabe weiteren MES-Puffers (pH 6,8) reguliert. 

2.6.3 Synthese von 5-KF aus dem Substrat Saccharose 

Die Effizienzen der Expressionsstämme G. japonicus LMG 26773, G. japonicus LMG 26773 

fdh, G. oxydans Δmgdh::fdh inv, G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh inv sowie G. japonicus LMG 

1281 inv wurden durch Wachstumsversuche mit dem Substrat Saccharose bestimmt. Dafür 

wurden Hauptkulturen in einem Volumen von 50-100 ml YS-Medium, bestehend aus 100-120 mM 

Saccharose, 6 g/L Hefeextrakt, 50-100 mM MES-Puffer (pH 6,5) und Cefoxitin (50 μg/ml) angelegt. 

Zusätzlich wurde 50 μg/ml Kanamycin zur Aufrechterhaltung der Plasmidstabilität zugefügt 

(Kulturen von G. japonicus LMG 26773 wurden ohne Kanamycin kultiviert). Die Inokulation dieser 

Hauptkulturen erfolgte aus einer 24- bzw. 48-stündigen Vorkultur mit einer finalen optischen Dichte 

von 0,03-0,05. Die Kultivierung wurde bei 30 °C und 180 rpm für mindestens 48 h durchgeführt. 

Dem jeweiligen Versuch sind die genaue Kultivierungsdauer und die Substratkonzentration zu 

entnehmen. Der Substratverbrauch und die Bildung des Produktes 5-KF wurden mittels HPLC 

analysiert (vgl. Kapitel 2.7). Zudem wurde auch das Wachstum anhand der optischen Dichte 

ermittelt und daraus die Wachstumsrate und die Verdopplungszeit berechnet (vgl. Kapitel 2.2.4). 

2.7 Analytischer Nachweis von Substratverwertung und Produktbildung mittels HPLC 

Die Analyse aller Substrat- und Produktkonzentrationen erfolgte mittels HPLC mit einer Aminex 

HPX-87H Säule (BioRad, Munich, Germany, 300 mm × 7.8 mm) unter Verwendung von 5 mM 

H2SO4 als mobile Phase. Die Probenvorbereitung der zu analysierenden Kulturüberstände erfolgte 

durch einen Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm für 1 min. Der Überstand wurde anschließend 

1:10 mit rH2O verdünnt und für die Messung an der HPLC eingesetzt.  

Die Bestimmung der Konzentration des Substrats Saccharose sowie der resultierenden Glukose- 

und Fruktosemengen erfolgte bei 15 °C mit einer Flussrate von 0.6 ml pro min. Die Detektion dieser 

Zucker erfolgte über den Refractive Index Detektor (RI-Detektor) durch den Vergleich mit 

vorhandenen Kalibrierungskurven (Abb. 2 A). Zur Quantifizierung der Produkte 5-KF, 2-

Ketoglukonat, 5-Ketoglukonat und Acetat wurde die Temperatur der Säule auf 65 °C erhöht, die 

Flussrate blieb gleich. Die Detektion erfolgte hierbei über den UV-Vis Detektor bei 210 nm (Abb. 2 

B). Die Retentionszeiten der jeweiligen Substanzen können ebenfalls Abbildung 2 entnommen 

werden. Um die Levanproduktion von G. japonicus LMG 26773 und G. japonicus LMG 26773 fdh 

zu prüfen, erfolgte die Probenverarbeitung wie zuvor beschrieben. Der Überstand wurde jedoch 
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1:5 mit 96 % [v/v] Ethanol versetzt, wodurch Levan ausgefällt wurde. Nach einem weiteren 

Zentrifugationsschritt für 1 min bei 13000 rpm, wurde das entstandene Pellet zuerst mit 6 M HCl 

versetzt, dann bei 90 °C für 5 min hydrolysiert und nachfolgend mit NaOH neutralisiert. Alle Proben 

wurden für eine Analyse an der HPLC nochmals im Verhältnis 1:2 mit Wasser verdünnt. Die 

Levanproduktion konnte indirekt über die Menge an vorhandenen Fruktoseeinheiten quantifiziert 

werden.  

 

Abbildung 2: Exemplarische Darstellung einer HPLC-Analyse zur Ermittlung der Substrat- und 

Produktkonzentrationen. A: Detektion von Saccharose, Fruktose und Glukose über den RI-Detektor bei 

einer Säulentemperatur von 15 °C mit einer Flussrate von 0,6 ml/min. Die Retentionszeiten lagen bei 

7,8 min für Saccharose, 9,08 min für Glukose und 10,45 min für Fruktose. B: Quantifizierung der 

Produkte bei einer Säulentemperatur von 65 °C. 2- und 5-Ketoglukonat konnten nach einer 

Retentionszeit von 8,3 bzw. 8,7 min detektiert werden. 5-KF war mittels UV-Vis-Detektor (210 nm) nach 

9,3 min und Acetat bei einer Retentionszeit von 15,27 min nachweisbar.  
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3. Ergebnisse 

Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Entwicklung und Optimierung eines industriell 

geeigneten Expressionsstammes zur Produktion des alternativen Süßstoffs 5-Ketofruktose aus 

dem kostengünstigen Substrat Saccharose. Die 5-KF-Synthese erfolgte bisher ausgehend von 

Fruktose, durch eine Plasmid-vermittelte heterologe Produktion der membrangebundenen 

Fruktose-Dehydrogenase (FDH) aus G. japonicus NBRC 3260 in G. oxydans fdh (Siemen et al. 

2018). Um den Prozess erstmals auf das alternative Substrat Saccharose zu erweitern wurde ein 

Zwei-Stamm-System entwickelt (Siemen et al. 2018), dass auf der Co-Kultivierung der Stämme 

G. oxydans fdh und G. oxydans ΔtolB sacC basierte (vgl. Kapitel 4.2, Abb. 62). Um die 

Funktionsweise dieses Systems zu erläutern, muss die Aufnahme und der Metabolismus von 

Saccharose in G. oxydans betrachtet werden. Der Wildtyp-Stamm besitzt keine spezifischen 

Transporter zur aktiven Aufnahme des Disaccharids in die Zelle (Prust et al. 2005), die Verbindung 

kann aber über Porine der äußeren Membran ins Periplasma gelangen (Kosciow 2017; Siemen et 

al. 2018). G. oxydans ist außerdem aufgrund fehlender Gene nicht natürlicherweise zur Spaltung 

von Saccharose befähigt (Prust et al. 2005; Kosciow 2017; Siemen et al. 2018). Die Hydrolyse des 

Substrats erfolgte daher im Zwei-Stamm-System durch Integration von G. oxydans ΔtolB sacC 

durch eine Plasmid-vermittelte heterologe Produktion der Sucrase SacC aus Z. mobilis (Kosciow 

2017). Da für SacC im Wirtsorganismus kein bekanntes Signalpeptid nachgewiesen werden konnte  

(Preziosi et al. 1990; O'Mullan et al. 1992), wurde die notwendige periplasmatische Lokalisation 

des Enzyms in G. oxydans ΔtolB sacC durch Einbringen einer Signalsequenz der Pektatlyase B 

(PelB) aus P. carotovora (Kosciow 2017) sec-abhängig vermittelt. Die aus der Saccharosespaltung 

resultierenden Monosaccharide konnten über Porine der äußeren Membran in den extrazellulären 

Raum diffundieren. Fruktose wurde schließlich im Periplasma des zweiten Stammes, G. oxydans 

fdh, durch die heterolog produzierte FDH zu 5-KF oxidiert (Siemen et al. 2018). Eine detaillierte 

Beschreibung des Zwei-Stamm-Systems kann Kapitel 4.2 entnommen werden.  

Obwohl dieses System eine erste Produktion von 5-KF aus dem Substrat Saccharose ermöglichte, 

wies es aufgrund der Co-Kultivierung zweier Stämme einige Nachteile auf und war noch nicht 

optimal für einen industriellen Einsatz geeignet. Lagen die Stämme beispielsweise in 

unterschiedlichen Wachstumsphasen vor, konnte dies einen Einfluss auf die Enzymaktivitäten und 

die Substratumsetzung haben, was sich negativ auf die Effizienz des Systems auswirkte. Um einen 

stabilen Produktionsprozess gewährleisten zu können, war daher die Etablierung eines Ein-

Stamm-Systems mit hohen Enzymaktivitäten notwendig.  

3.1 Optimierung der Saccharosespaltung 

Für die Entwicklung eines einzelnen Expressionsstammes, mit dem ausgehend aus dem Substrat 

Saccharose effizient 5-KF produziert werden kann, war im ersten Schritt die Gewährleistung einer 

schnellen und verlässlichen Saccharosespaltung notwendig. Das Vorliegen von Fruktose, als 

Grundbaustein für die 5-KF-Produktion, war in diesem System abhängig von der hydrolytischen 
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Aktivität des eingesetzten Saccharose-spaltenden Enzyms. Die bisher verwendete Exosucrase 

SacC wies im Ursprungsorganismus Z. mobilis eine spezifische Aktivität von 1800 U/mg Protein 

auf (O'Mullan et al. 1992). Das heterolog in G. oxydans ΔtolB sacC produzierte Enzym erreichte 

hingegen nur einen Wert von 11 ± 1 mU/mg Protein und war damit die limitierende Reaktion des 

Zwei-Stamm-Systems. Der Aktivitätsverlust ging vermutlich mit der eingefügten Signalsequenz von 

PelB einher (Kosciow 2017), durch die eine periplasmatische Lokalisation der Sucrase erreicht 

wurde (vgl. Kapitel 4.2).  Dabei konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der Einsatz dieses 

Signalpeptids zu einer unzureichenden Translokation der Sucrase über die Cytoplasmamembran 

führte. Für eine effizientere Saccharosespaltung war daher eine Optimierung dieses Enzyms 

notwendig. Dabei sollte sowohl eine Verbesserung der Aktivität als auch eine vollständige 

Translokation des Proteins ins Periplasma erzielt werden.  

3.1.1 Optimierung der hydrolytischen Aktivität von SacC durch Austausch der Signalpeptide 

Zur Steigerung der hydrolytischen Aktivität von SacC im Periplasma wurden weitere Signalpeptide 

getestet, die aus dem Produktionsorganismus G. oxydans selbst stammten. Da es sich um 

wirtseigene Sequenzen handelte, war davon auszugehen, dass diese bei der heterologen 

Proteinproduktion durch den Zielorganismus erkannt werden. Dennoch können Inkompatibilitäten 

zwischen dem Signalpeptid und dem Zielprotein vorliegen, weshalb die Effizienz der Sucrase mit 

den ausgewählten Signalsequenzen experimentell durch heterologe Produktion in G. oxydans 

geprüft werden musste. Insgesamt wurden fünf Signalpeptide aus einer Gluconobacter-

spezifischen Bibliothek (Kosciow et al. 2014) ausgewählt. Dazu zählten die Sec-Transport-

vermittelnden Signalsequenzen von Gox2219 (Ribose-ABC-Transporterbindeprotein), Gox0605 

(γ-Glutamyltranspeptidase), Gox0748 (Aldose-1-Epimerase), Gox0854 (Sorbitol-Dehydrogenase, 

sld) und das Tat-Transport-vermittelnde Signalpeptid von Gox0187 (putative Disulfidisomerase).  

Zur Erstellung des Expressionsvektors konnte das ursprüngliche Plasmid pBBR1p264-SPpelB-

sacC (Kosciow 2017) verwendet werden, welches für die Sucrase SacC kodiert. Zudem konnte die 

eingefügte Signalsequenz pelB durch einen einfachen Klonierungsschritt über die Schnittstellen 

XhoI und SnaBI ausgetauscht werden (Abb. 3 A). Die gewünschten Signalsequenzen wurden 

durch die verwendeten Primer SPgox2219.fw/ SPgox2219.rev, SPgox0605.fw/ SPgox0605.rev, 

SPgox0748.fw/ SPgox0748.rev, SPgox0854.fw/ SPgox0854.rev und SPgox0187.fw/ 

SPgox0187.rev amplifiziert und dabei ebenfalls mit den Schnittstellen XhoI und SnaBI versehen. 

Die erstellten Konstrukte wurden anschließend mittels Transformation in E. coli DH5α und im 

nächsten Schritt über Elektroporation in G. oxydans ∆tolb und G. oxydans eingebracht (Abb. 3 C, 

exemplarisch). Eine Kontrolle des Plasmids erfolgte mit Hilfe einer Kolonie-PCR durch 

Verwendung des forward-Primers der jeweiligen Signalsequenz und des revers-Primers von SacC. 

Das erwartete Fragment besaß eine Größe von 1380 bp. Mittels Gelelektrophorese konnte 

bestätigt werden, dass die Klonierung für alle Signalpeptid-Varianten erfolgreich war. Das 

Agarosegel zum Screening ist für G. oxydans pBBR1p264-SPgox2219-sacC exemplarisch 
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dargestellt (Abb. 3 B). Die Klone wiesen eine Bande von 1400 bp auf, was der erwarteten 

Fragmentgröße von 1380 bp entsprach.  

 

Abbildung 3: Klonierungsstrategie für den Einsatz verschiedener Signalpeptide vor SacC. A: 

Ausgangsplasmid pBBR1p264-SPpelB-sacC (Kosciow 2017). Nach Amplifizierung der jeweiligen 

Signalsequenz und Verdau über die Restriktionsschnitstellen XhoI und SnaBI wurde die Signalsequenz 

pelB ausgetauscht. B: Agarosegel nach Kolonie-PCR zur Überprüfung des Signalpeptidaustauschs. M: 

1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). Lane 1-3: DNA-Fragmente nach der PCR. 

Die erwartet Fragmentgröße betrug 1380 bp. C: Plasmid mit ausgetauschter Signalsequenz, am 

Beispiel von pBBR1p264-SPgox2219-sacC.  

3.1.1.1 Auswirkung verschiedener Signalpeptide auf die Effizienz von SacC in 

G. oxydans ∆tolb 

Um den Effekt des Signalpeptidaustauschs auf die periplasmatische Saccharosespaltung und die 

hydrolytische Aktivität von SacC zu analysieren, wurden Kultivierungen aller erstellten Stämme in 

YS-Medium mit 100 mM Saccharose durchgeführt. Die Abnahme der Saccharosekonzentration 

wurde mittels HPLC detektiert. Die Analyse erfolgte zuerst im verwendeten Organismus des Zwei-

Stamm-Systems, G. oxydans ∆tolb, in dem eine Deletion des Gens gox1687 (tolB) vorlag (Kosciow 

et al. 2016). Das Protein TolB gehört zu dem Tol-Pal-Komplex, der für die Integrität und Stabilität 

der äußeren Membran verantwortlich ist (Lazzaroni et al. 1999). Die Deletion von gox1687 führte 

daher zu einer erhöhten Durchlässigkeit der äußeren Membran (Kosciow et al. 2016). TolB stellt 

außerdem eines der häufigsten periplasmatischen Proteine vieler Organismen dar (Imperi et al. 

2009; Lo Sciuto et al. 2014). Eine Deletion von gox1687 konnte daher die Auslastung des Sec-

vermittelten Transportmechanismus verringern (Kosciow et al. 2016), was im Fall des Zwei-

Stamm-Systems in einer erhöhten Sekretion von SacC in den extrazellulären Raum resultierte 

(Kosciow et al. 2016, Siemen et al. 2018).  

Die HPLC-Analyse der Kulturüberstände ergab, dass der Austausch der Signalsequenz von PelB 

gegen die eingesetzten Gluconobacter-spezifischen Signalpeptide nicht zu einer signifikanten 

Verbesserung der periplasmatischen Saccharosespaltung führte (Abb. 4). Der bisher im Zwei-

Stamm-System verwendete Stamm G. oxydans ΔtolB sacC konnte nach einer Kultivierungsdauer 

von 52 h lediglich 15 % der vorhandenen Saccharose im Periplasma spalten, was die beschriebene 
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geringe hydrolytische Aktivität des rekombinanten Enzyms (Kosciow 2017) bestätigte. Die finale 

optische Dichte lag bei OD 0,71. Unter Verwendung der Signalsequenzen der Proteine Gox2219, 

Gox0605, Gox0748, Gox0854 und Gox0187 konnte die Saccharosespaltung durch SacC in 

G. oxydans ΔtolB bei vergleichbarer optischer Dichte geringfügig erhöht werden (Abb. 4). Mit einer 

hydrolytischen Effizienz von maximal 20 - 23 % reichte dies jedoch weiterhin nicht für einen 

optimierten Produktionsprozess aus.  

 

Abbildung 4: Einfluss verschiedener Signalpeptide auf die periplasmatische Saccharosespaltung durch 

SacC in G. oxydans ΔtolB. Alle Stämme wurden in YS-Medium mit 100 mM Saccharose bei 30 °C für 

52 h kultiviert. Die Abnahme der Saccharosekonzentration wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. Eine 

100 %ige Spaltung von Saccharose ist definiert als vollständige Hydrolyse von 100 mM Saccharose. 

Das Experiment wurde drei Mal wiederholt, die daraus ermittelten Standardabweichungen sind 

angegeben. 

3.1.1.2 Auswirkung verschiedener Signalpeptide auf die Effizienz von SacC in G. oxydans 

Die TolB-Mutante führte im Zwei-Stamm-System zu einer erhöhten Sekretion von SacC in den 

extrazellulären Raum (Siemen et al. 2018), zeigte im direkten Vergleich zum Wildtyp G. oxydans 

jedoch eine leichte Reduktion der finalen Zelldichte und der initialen Wachstumsrate (Kosciow et 

al. 2016). Um auszuschließen, dass dies einen negativen Einfluss auf die Saccharosespaltung 

hatte, wurden alle erstellten Konstrukte mit den verschiedenen Signalsequenzen auch in 

G. oxydans eingebracht und wie zuvor getestet (vgl. Kapitel 3.1.1.1). Die Ergebnisse der HPLC-

Analyse zeigten, dass auch die Verwendung des Wildtyp-Stammes nicht zu einer ausreichenden 

Erhöhung der Saccharosespaltung durch die heterolog produzierte Sucrase SacC führte (Abb. 5). 

Zwischen den verwendeten Stämmen G. oxydans und G. oxydans ΔtolB waren vereinzelt geringe, 

aber dennoch nicht signifikante Unterschiede in der Effizienz zu erkennen. Beispielsweise konnten 
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20 - 23 % der vorhandenen Saccharose in Kultivierungen der Stämme G. oxydans ΔtolB-SP0854-

sacC und G. oxydans ΔtolB-SP0605-sacC hydrolysiert werden (Abb. 4), während in 

Kulturüberständen von G. oxydans-SP0854-sacC und G. oxydans-SP0605-sacC eine Abnahme 

von nur 13 - 15 % nachgewiesen wurde (Abb. 5).  

 

Abbildung 5: Einfluss verschiedener Signalpeptide auf die periplasmatische Saccharosespaltung durch 

SacC in G. oxydans. Alle Stämme wurden in YS-Medium mit 100 mM Saccharose bei 30 °C für 52 h 

kultiviert. Die Abnahme der Saccharosekonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Eine 100 %ige 

Spaltung von Saccharose ist definiert als komplette Hydrolyse von 100 mM Saccharose. Das 

Experiment wurde dreifach wiederholt, die daraus ermittelten Standardabweichungen sind angegeben. 

3.1.1.3 Optimierung der periplasmatischen Saccharosespaltung durch SacC ohne 

zusätzlich eingefügte Signalsequenz  

Die Ergebnisse der letzten Kapitel ließen vermuten, dass es sowohl durch den Einsatz von 

Gluconobacter-spezifischen Signalsequenzen als auch durch das Signalpeptid von PelB aus 

P. carotovora, zu einer unzureichenden Translokation von SacC ins Periplasma kam. Da für die 

Sucrase im Wirtsorganismus Z. mobilis kein bekanntes Signalpeptid identifiziert werden konnte, 

fand die Sekretion des Enzyms vermutlich über einen unbekannten Transportweg statt (Preziosi et 

al. 1990). Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die hydrolytische Aktivität von SacC in der nativen 

Form, ohne Zufügen eines Signalpeptids, ebenfalls untersucht.  

Zur Generierung eines geeigneten Expressionssystems wurde als Grundlage erneut der Vektor 

pBBR1p264 eingesetzt. Die Amplifizierung von sacC erfolgte unter Verwendung der Primer sacC-

noSP-for und sacC-noSP-rev, wodurch die Schnittstellen EcoRI und HindIII eingefügt wurden. Das 

erwartete Fragment besaß eine Größe von 1279 bp. Nach Restriktionsverdau von Vektor und 
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Amplifikat mit EcoRI/HindIII und anschließender Ligation, wurde das fertige Konstrukt (Abb. 6 B) in 

E. coli DH5α transformiert (E. coli DH5α pBBR1p264-sacC-noSP). Mittels Elektroporation konnte 

das Plasmid in G. oxydans eingebracht werden, wodurch der Stamm G. oxydans pBBR1p264-

sacC-noSP (nachfolgend als G. oxydans sacC-noSP bezeichnet) entstand. Mit Hilfe einer Kolonie-

PCR konnte die korrekte Sequenz des eingefügten Amplifikats bestätigt werden. Die PCR-

Fragmente aller geprüften Klone (Spur 1-4) wiesen im Agarosegel eine Größe von 1300 bp auf, 

was der erwarteten Größe von 1279 bp entsprach (Abb. 6 A).  

 

Abbildung 6: Kolonie-PCR und Plasmidkarte des erstellten Plasmids pBBR1p264-sacC-noSP. A: 

Agarosegel nach Kolonie-PCR beim Screening von G. oxydans sacC-noSP. M: 1 kb DNA-Ladder (NEB, 

Frankfurt am Main, Deutschland). 1-4: Amplifikat von vier exemplarischen Klonen. Die Fragmente 

wiesen die erwartete Größe von 1279 bp auf. B: Plasmidkarte des Expressionsplasmids pBBR1p264-

sacC-noSP. Kan: Kanamycin-Resistenzkassette, rep: Replikationsursprung, p264: Promotorregion des 

Gens gox0264, mob: Mobilisierungsgen. 

Die Analyse der Saccharosespaltung erfolgte durch Kultivierung von G. oxydans sacC-noSP in YS-

Medium mit 100 mM Saccharose für 100 h bei 30 °C. Unter gleichen Bedingungen wurde zur 

Kontrolle G. oxydans ΔtolB sacC mitgeführt. Neben der Abnahme von Saccharose, die mittels 

HPLC detektiert wurde, erfolgte auch eine Analyse des Wachstums mit diesem Substrat. Beide 

Stämme konnten Saccharose als einzige C-Quelle nutzen (Abb. 7), zeigten aber verschiedene 

Wachstumsverläufe. Dies deutete darauf hin, dass auch in der Aktivität von SacC Unterschiede 

vorlagen. Zu Beginn des Wachstums wiesen beide Stämme bei Kultivierung auf Saccharose als 

einzigem Substrat lange lag-Phasen zwischen 15 und 26 h auf. Für G. oxydans sacC-noSP konnte 

eine finale OD600nm von 2,1 ermittelt werde, während G. oxydans ΔtolB-SPpelB-sacC nur einen 

Wert von 1,4 erreichte. Auch in den Wachstumsraten der exponentiellen Phase zeigten beiden 

Stämme deutliche Unterschiede. G. oxydans sacC-noSP wies eine Wachstumsrate von 0,05 h-1 

und eine Verdopplungszeit von 13 h auf, die Wachstumsrate von G. oxydans ΔtolB sacC 

verringerte sich hingegen auf 0,04 h-1. Die Verdopplungszeit lag entsprechend bei 17 h.  
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Abbildung 7: Wachstumsverhalten der Stämme G. oxydans sacC-noSP und G. oxydans ΔtolB sacC 

mit 100 mM Saccharose als C-Quelle. Dargestellt ist die logarithmische Zunahme der Zelldichte von 

G. oxydans sacC-noSP (●) und G. oxydans ΔtolB sacC (▲).  

Anhand der HPLC-Daten konnte bestätigt werden, dass in beiden Stämmen deutliche 

Unterschiede in der Saccharosespaltung vorlagen (Abb. 8). Die Ergebnisse belegten außerdem, 

dass die hydrolytische Aktivität von SacC ohne ein zusätzlich eingefügtes Signalpeptid deutlich 

verbessert werden konnte. Eine Spaltung des Disaccharids konnte mit G. oxydans sacC-noSP 

nach 72 h abgeschlossen werden. Die Umsatzrate lag bei 2,26 mmol L−1 h−1. In Kultivierungen von 

G. oxydans ΔtolB sacC hingegen konnte im gleichen Zeitraum lediglich eine Abnahme von 27 mM 

Saccharose detektiert werden. Die Umsatzrate verlangsamte sich entsprechend auf 0,35 mmol L−1 

h−1. Obwohl SacC ohne zugefügtes Signalpeptid eine verbesserte hydrolytische Aktivität aufwies, 

lag in G. oxydans sacC-noSP in den ersten 26 h des Experiments (mit einer Umsatzrate von 0,47 

mmol L−1 h−1) noch keine ausreichend effiziente Saccharosespaltung für einen industriellen 

Prozess vor (Abb. 8). Um lange lag-Phasen zu verhindern und eine stabile Produktion zu 

gewährleisten, war jedoch bereits zu Beginn der Kultivierung eine schnelle Hydrolyse des 

Substrats notwendig, da die resultierenden Monosaccharide die Grundlage für den Aufbau von 

Biomasse und die 5-KF-Synthese darstellten. Die Ergebnisse der Untersuchungen an SacC im 

Rahmen dieser Arbeit deuteten darauf hin, dass die in Z. mobilis ermittelte hohe Aktivität des 

Enzyms nicht durch eine heterologe Produktion in G. oxydans erzielt werden konnte. 
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Abbildung 8: Saccharosespaltung durch G. oxydans sacC-noSP und G. oxydans ΔtolB sacC. Beide 

Stämme wurden in YS-Medium mit 100 mM Saccharose bei 30 °C für 100 h kultiviert. Die Analyse der 

Kulturüberstände erfolgte mittels HPLC. Dargestellt ist die Abnahme der Saccharosekonzentration in 

Kultivierungen von G. oxydans sacC-noSP (●) und G. oxydans ΔtolB sacC (▲).  

3.1.2 Identifizierung eines Saccharose-spaltenden Enzyms in Gluconobacter-Stämmen 

Um eine Alternative zu SacC zu finden, erfolgte eine Analyse potentiell geeigneter Saccharose-

spaltender Enzyme in verschiedenen Gluconobacter-Stämmen. Dafür wurden mehrere Wildtyp-

Stämme in Saccharose-haltigem Medium mit 100 mM Saccharose bei pH 6,5 für 42 h bei 30 °C 

kultiviert und die Abnahme des Substrats mittels HPLC bestimmt.  

Das Screening ergab, dass G. japonicus LMG 26773 und G. japonicus LMG 1417 Enzyme 

besaßen, die eine hoch effiziente Saccharosespaltung ermöglichten (Abb. 9). Die HPLC-Daten 

beider Stämme zeigten, dass innerhalb einer Kultivierungsdauer von 42 h 98 - 99,2 % der im 

Medium vorhandenen Saccharose hydrolysiert werden konnte. Beide Stämme wiesen eine deutlich 

effizientere und schnellere Spaltung des Disaccharids auf, als G. oxydans sacC-noSP oder 

G. oxydans ΔtolB sacC mit der rekombinanten Sucrase SacC (vgl. Abb. 8). In Kulturüberständen 

von G. japonicus LMG 1281 und G. albidus LMG 1768 konnte hingegen nur eine geringe Abnahme 

der Saccharosekonzentration von 2 - 5 % detektiert werden (Abb. 9). Die Enzyme dieser Stämme 

waren daher für den 5-KF-Produktionsprozess nicht geeignet. Als Negativkontrolle diente der 

Wildtyp-Stamm G. oxydans 621H, der keine Enzyme zur Hydrolyse von Saccharose besaß (Abb. 

9).  
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Abbildung 9: Saccharosespaltung in Gluconobacter Wildtyp-Stämmen. Alle Stämme wurden in 

Saccharose-haltigem Medium mit 100 mM Substrat bei 30 °C für 42 h kultiviert. Die Abnahme der 

Saccharosekonzentration wurde mittels HPLC analysiert. Eine 100 %ige Spaltung von Saccharose ist 

definiert als komplette Hydrolyse von 100 mM Saccharose. Die Daten wurden aus drei Analysen 

berechnet.  

3.2 Charakterisierung der Invertase1417 

Im nächsten Schritt sollten die Saccharose-spaltenden Enzyme der Stämme G. japonicus LMG 

26773 und G. japonicus LMG 1417 identifiziert werden. Mit Hinblick auf einen möglichen Einsatz 

dieser Enzyme zur Hydrolyse von Saccharose in einem industriellen 5-KF-Produktionsprozess, 

sollten außerdem die kinetischen Parameter, das Substratspektrum und die Möglichkeit zur 

heterologen Produktion in G. oxydans ermittelt werden.  

3.2.1 Bioinformatische Analysen zu den Saccharose-spaltenden Enzymen 

Zur Identifizierung der zugehörigen Enzyme in G. japonicus LMG 26773 und G. japonicus LMG 

1417 wurden Proteine gesucht, für die eine Funktion zur Hydrolyse des Substrats Saccharose 

beschrieben war. Dazu zählten Sucrasen, wie Levan- und Inulosucrasen, Invertasen und 

Levanasen (Kunst et al. 1977; Martin et al. 1987; Preziosi et al. 1990; O'Mullan et al. 1992; 

Menéndez et al. 2002). Obwohl das Genom von G. japonicus LMG 26773 vollständig sequenziert 

vorlag, fehlten biochemische Untersuchungen der meisten Proteine des Organismus, weshalb die 

Analyse im Proteom von G. japonicus LMG 1417 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/wgs/) 

erfolgte. Durch die bioinformatische Suche wurde in diesem Stamm sowohl eine Levansucrase 

(KXV23964.1) als auch ein als Levanase (KXV26505.1) annotiertes Enzym identifiziert. Die 

Levansucrase konnte für die Verwendung zur Saccharosespaltung in dieser Arbeit ausgeschlossen 
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werden, da die zusätzliche Transfruktosylreaktion des Proteins zur Bildung des Nebenproduktes 

Levan führt (Dedonder 1966; Lyness und Doelle 1983). Dies war unerwünscht, da somit 

Fruktoseeinheiten für die Produktion von 5-KF verloren gingen. Levanasen sind hydrolytische, 

Fruktose- oder Levanbiose-freisetzende Enzyme, bei denen auch die Spaltung von Saccharose 

beschrieben wurde (Kunst et al. 1977; Blatch und Woods 1993; Wanker et al. 1995; Li et al. 1997; 

Menéndez et al. 2002). Einige dieser Enzyme weisen zudem hohe Homologien zu Invertasen auf 

(Martin et al. 1987), weshalb das Enzym KXV26505.1 aus G. japonicus LMG 1417 bioinformatisch 

genauer untersucht wurde. Mit Hilfe der Programme Phyre2 und UCSF Chimera konnte ein erstes 

Modell des Proteins erstellt werden (Abb. 10). 

 

Abbildung 10: Strukturmodell des Enzyms Inv1417 (KXV26505.1, aus G. japonicus LMG 1417). Erstellt 

und modelliert durch Phyre2 und UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004; Kelley et al. 2015). 

Eine Blastp-Analyse von KXV26505.1 aus G. japonicus LMG 1417 zeigte, dass dieses Protein 

auch in G. japonicus LMG 26773 (KXV40112.1) vorhanden war. Da beide Stämme zur Hydrolyse 

von Saccharose befähigt waren, handelte es sich hierbei vermutlich um das zugehörige 

Saccharose-spaltende Enzym. Für die Stämme G. oxydans und G. japonicus LMG 1281 konnte im 

Zuge der bioinformatischen Analysen kein vergleichbares Enzym identifiziert werden, was den 

Beobachtungen des experimentellen Versuchs entsprach (siehe Abschnitt 3.1.2). Zudem erfolgte 

ein Vergleich der Aminosäuresequenzen der Enzyme KXV40112.1 (Invertase26773, im Folgenden 

Inv26773) und KXV26505.1 (Invertase1417, im Folgenden Inv1417), wobei eine 99 %ige Identität 

ermittelt wurde (Abb. 11). Eine Analyse mit den Programmen SignalP-5.0 (Nielsen et al. 1997; 

Petersen et al. 2011) und Phobius (Käll et al. 2004) zeigte, dass die Enzyme beider Stämme ein 

N-terminales Tat-Signalpeptid mit vorhergesagter Spaltposition zwischen den Aminosäuren 38 und 

39 tragen (Abb. 11, schwarze Markierung).  
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Abbildung 11: Alignment der Aminosäuresequenzen von KXV40112.1 (Inv26773) und KXV26505.1 

(Inv1417). Das Sequenz-Alignment wurde durch ClustalOmega erstellt. Mittels SignalP-5.0 wurde ein 

N-terminales Tat-Signalpeptid identifiziert, das durch die schwarze Markierung hervorgehoben ist. Das 

Ende dieser Umrandung zeigt die Position an, an der das Signalpeptid abgespalten wird. Ein Stern (*) 

kennzeichnet konservierte Bereiche, eine Lücke ( ) Stellen, an denen keine Ähnlichkeiten zwischen den 

Aminosäuren vorlag. Mit einem Doppelpunkt (:) werden chemisch vergleichbare Aminosäuren 

dargestellt und ein Punkt (.) weist auf Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften hin.  

3.2.2 Klonierung, Überproduktion und Aufreinigung von Inv1417 

Zur Charakterisierung des Saccharose-spaltenden Enzyms aus G. japonicus LMG 1417 wurde ein 

System zur heterologen Proteinproduktion auf Basis des Vektors pASK-IBA5 (pASK5) etabliert. 

Zur Amplifizierung von Inv1417 wurden die Oligonukleotide Inv1417_XhoI_for und 

Inv1417_SacI_rev verwendet. Das erwartete Fragment wies eine Größe von 1980 bp auf, was 

mittels Gelelektrophorese bestätigt werden konnte (Abb. 12 A). Die Klonierung erfolgte durch einen 
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Restriktionsverdau mit XhoI und SacI. Nach Transformation des fertigen Plasmids in E. coli DH5α 

wurde der mittels Kolonie-PCR überprüfte Stamm E. coli DH5α pASK5-inv1417 zur Überproduktion 

von Inv1417 eingesetzt. Über die pASK5-vermittelte Fusion eines N-terminalen Strep-Tags an die 

Invertase konnte anschließend eine Aufreinigung mittels Affinitätschromatographie durchgeführt 

werden. Die Analyse des aufgereinigten Proteins erfolgte durch eine SDS-Page und einen 

Westernblot (Abb. 12 B). In beiden Gelen konnte eine einzelne Bande mit einer Größe von 70 kDa 

detektiert werden, was der bioinformatisch berechneten Größe für die rekombinante Invertase1417 

mit Strep-Tag entsprach.  

 

Abbildung 12: Gelelektrophorese und SDS-Page-Analyse von Inv1417. A: Gelbild des mittels PCR 

amplifizierten Gens. M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). 1: Amplifikat mit der 

erwarteten Fragmentgröße von 1980 bp. B: SDS-Page Analyse. M: PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder (Thermo Fisher Scientific). 2: Silberfärbung und 3 Westernblot des aufgereinigten Proteins. 

3.2.3 Substratspektrum von Inv1417 

Um das Enzym genauer zu charakterisieren, erfolgte eine Analyse der enzymatischen Reaktion 

unter Verwendung verschiedener Fruktose-haltiger Substrate. Dazu wurden die Verbindungen 

Saccharose, Raffinose, Levanbiose, Levantriose, 1-Kestose, Levan, Melezitose, Turanose, 

Maltulose, Lactulose, Palatinose und Inulin eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mittels HPLC über 

die Zunahme der Fruktosekonzentration als Ergebnis einer Spaltung des eingesetzten Substrats. 

Es zeigte sich, dass Inv1417 eine Substratsspezifität für Fruktose-haltige Di- und Trisaccharide 

aufwies (Abb. 13). Als Hauptsubstrat des Enzyms konnte Saccharose ermittelt werden. Unter den 

gewählten Versuchsbedingungen (pH 6,5 und 30 °C) ergab sich für diese Verbindung eine 

spezifische Aktivität von 697 ± 53 U/mg Protein. Zudem konnten auch Raffinose, Levanbiose, 

Levantriose und 1-Kestose durch Inv1417 hydrolysiert werden (Abb. 13). Die spezifische Aktivität 

verringerte sich für diese Substrate jedoch. Melezitose, Turanose, Maltulose, Lactulose und 

Palatinose sowie die Polyfruktane Levan und Inulin wurden nicht gespalten. Anhand des ermittelten 
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Substratspektrums konnte das als Levanase annotierte Enzym Inv1417 (KXV26505.1) aus 

G. japonicus LMG 1417 in die Klasse der β-Fruktofuranosidasen bzw. Invertasen (EC 3.2.1.26) 

eingeteilt werden. Enzyme dieser Proteinfamilie werden durch ihre Fähigkeit zur Hydrolyse 

terminaler, nicht reduzierender β-D-Fruktofuranosid-Einheiten aus entsprechenden Di- oder 

Oligosacchariden charakterisiert (Neuberg und Roberts 1946; Neumann und Lampen 1967; Liebl 

et al. 1998; Nadeem et al. 2015). 

 

Abbildung 13: Substratspektrum der Invertase 1417. Dargestellt ist die Fruktosefreisetzung, die bei der 

Spaltung der folgenden Substrate durch die Invertase entsteht: Saccharose (●), Raffinose (■), 1-

Kestose (▲), Levan (Δ), Levanbiose (○), Levantriose (□). Der Assay bestand aus 1 mL 50 mM MES-

Puffer, pH 6,5 und jeweils 50 mM des eingesetzten Substrats. Die Reaktion wurde bei 30 °C 

durchgeführt und unter Zugabe von 1 μg aufgereinigtem Enzym gestartet. Das Abstoppen der Reaktion 

erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten durch eine 1:6 Verdünnung mit 96 % [v/v] Ethanol. Die Analyse 

erfolgte mittels HPLC. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei voneinander unabhängig durchgeführten 

Messungen mit den daraus errechneten Standardabweichungen.  

3.2.4 Bestimmung der kinetischen Parameter von Inv1417 

Nachdem Saccharose als hauptsächliches Substrat für Inv1417 festgelegt werden konnte, wurde 

das aufgereinigte Protein im nächsten Schritt verwendet, um den optimalen Temperatur- und pH-

Bereich zu ermitteln. Dafür wurden enzymatische Tests mit aufgereinigter Invertase und 

verschiedenen Temperatur- bzw. pH-Werten durchgeführt. Für die Bestimmung des 

Temperaturoptimums wurde der verwendete Puffer im Enzymassay mit einem kontanten pH-Wert 

eingesetzt (vgl. Kapitel 2.5.4.1), während die Reaktionstemperatur zwischen 30 °C und 80 °C 

variierte. Die Auswertung erfolgte mittels HPLC. Als Temperaturoptimum von Inv1417 konnten 

dabei 60 °C ermittelt werden (Abb. 14 A). Bei dieser Temperatur wies das Enzym jedoch nur eine 
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Halbwertszeit von weniger als 5 min auf. Dies deutete darauf hin, dass es sich um ein nicht-

thermostabiles Enzym handelte. Eine Verringerung der Temperatur auf die im Produktionsprozess 

eingesetzte Kultivierungstemperatur von 30 °C zeigte, dass das Enzym neben einer besseren 

Stabilität auch noch 65 % seiner maximalen Aktivität bei 60 °C aufwies (Abb. 14 A). Die Ermittlung 

des optimalen pH-Wertes erfolgte dementsprechend angepasst an einen späteren 

Produktionsprozess bei einer festen Temperatur von 30 °C. Die eingesetzten Puffer variierten in 

ihrem pH-Wert zwischen pH 3 und pH 8. Unter diesen Bedingungen konnte für Inv1417 ein pH-

Optimum zwischen pH 4,0 und 6,0, mit einem Maximum bei pH 5,0 ermittelt werden (Abb. 14 B).  

 

Abbildung 14: Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen der Invertase 1417. Die Messungen 

erfolgten mit 1 µg aufgereinigtem Enzym bei variierenden Temperatur- bzw. pH-Werten. Als Substrat 

wurde Saccharose eingesetzt. A: Bestimmung der optimalen Temperatur. B: Aktivität bei 

unterschiedlichen pH-Werten. 

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein pH-Wert zwischen 6 und 6,5 als Parameter für den 

5-KF-Produktionsprozess festgelegt. In diesem Bereich erreichte Inv1417 noch 55 % der 

maximalen Aktivität. Zudem erwies sich dieser pH-Bereich bei vorherigen Produktionen mit 

G. oxydans aus Fruktose auch für die membrangebundene FDH als geeignet (Siemen 2017).    
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Durch eine nicht-lineare Regression nach Michaelis-Menten wurden die kinetischen Parameter der 

Invertase bei einer Temperatur von 60 °C und einem pH-Wert von 5 bestimmt. Als KM-Wert konnten 

63 ± 11 mM ermittelt werden. Vmax lag bei 3285 ± 179 U/mg Protein (Abb. 15).  

 

Abbildung 15: Michaelis-Menten-Kinetik zur Ermittlung der kinetischen Parameter KM und Vmax von 

Inv1417. Die Reaktion erfolgte unter den optimalen Parametern, die mit einer Temperatur von 60 °C 

und einem pH-Wert von 5 festgelegt wurden. Die spezifische Aktivität betrug unter diesen Parametern 

3285 ± 179 U/mg Protein bei einem Km-Wert von 63 ± 11 mM. Die nicht-lineare Regression der Daten 

erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 8. 

Um die spezifische Aktivität der Invertase unter Kultivierungsparametern für G. oxydans im 

Produktionsprozess zu charakterisieren, erfolgte eine Analyse bei einer Temperatur von 30 °C. 

Unter diesen Bedingungen konnte für die Hydrolyse von Saccharose ein Vmax von 2295 ± 243 U/mg 

Protein ermittelt werden. Inv1417 stellte damit eine Verbesserung zum bisher verwendeten Enzym 

SacC dar und eignete sich für den Einsatz zur Produktion von 5-KF aus Saccharose.  

3.2.5 Heterologe Produktion von Inv1417 in G. oxydans 

Als Voraussetzung für den Einsatz von Inv1417 zur Saccharosespaltung in der 5-KF-Synthese 

wurde im nächsten Schritt die Plasmid-vermittelte Produktion im bisherigen Expressionsstamm 

G. oxydans getestet. Zur Konstruktion eines geeigneten Expressionsplasmids wurde als Basis der 

Vektor pBBR1p264 verwendet. Zur Amplifizierung des Gens inv1417 wurden die Primer inv1417-

SalI-for und inv1417-HindIII-rev eingesetzt. Das PCR-Produkt wies die erwartete Größe von 1980 

bp auf (Abb. 16 A). Nach Restriktionsverdau und Ligation wurde eine Transformation des fertigen 

Plasmids pBBR1p264-inv1417 (Abb. 16 B) in kompetente E. coli DH5α Zellen durchgeführt. Mittels 

Elektroporation erfolgte anschließend das Einbringen in G. oxydans, wodurch der Stamm 

G. oxydans pBBR1p264-inv1417 (nachfolgend als G. oxydans inv bezeichnet) generiert wurde. 

Durch eine Kolonie-PCR wurde das Vorhandensein des Gens inv1417 überprüft und verifiziert. 

Auch die anschließende Sequenzierung des Konstruktes bestätigte die korrekte DNA-Sequenz.  
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Abbildung 16: Agarosegel und Vektorkarte von pBBR1p264-inv1417 für die heterologe Produktion der 

Invertase in G. oxydans. A: Agarosegel des Amplifikats inv1417. M: 1 kb DNA-Ladder (NEB, Frankfurt 

am Main, Deutschland). Lane 1: Amplifikat mit einer Größe von 1980 bp. B: Plasmidkarte von 

pBBR1p264-inv1417. Kan: Kanamycin-Resistenzkassette, p264: Promotorregion des Gens gox0264, 

rep: Replikationsursprung, mob: Mobilisierungsgen. 

Zur Analyse der Saccharosespaltung erfolgte eine Kultivierung von G. oxydans inv in YS-Medium 

mit 100 mM Saccharose. Die Abnahme der Substratkonzentration wurde in den Kulturüberständen 

zu verschiedenen Zeitpunkten mittels HPLC detektiert. Daraus ging hervor, dass G. oxydans inv 

zur heterologen Proteinproduktion befähigt war. Durch die rekombinante Invertase1417 konnten 

innerhalb von 48 h 100 mM des Disaccharids hydrolysiert werden (Abb. 17). Die Umsatzraten in 

G. oxydans inv lagen bei 2,9 mmol L−1 h−1 und waren somit vergleichbar mit der Aktivität des 

Wildtyp-Stammes G. japonicus LMG 1417 mit 2,7 mmol L−1 h−1, der sich aufgrund einer 

Levansynthese jedoch nicht als alternativer Produktionsorganismus eignete. Zusätzlich wurde die 

Saccharosespaltung durch G. oxydans sacC-noSP, der die Sucrase SacC ohne eingefügtes 

Signalpeptid trug (vgl. Kapitel 3.1.1.3), unter gleichen Bedingungen mitgeführt. Nach einer 

Kultivierungsdauer von 48 h lagen in Kulturüberständen dieses Stammes noch ca. 50 % der 

ursprünglichen Saccharosekonzentration vor (Abb. 17). Dadurch konnte bestätigt werden, dass 

SacC geringere Enzymaktivitäten oder eine weniger effiziente Translokation aufwies, als Inv1417. 

Aufgrund dieser Ergebnisse ersetzte die Invertase aus G. japonicus LMG 1417 in allen 

nachfolgenden Prozessen zur 5-KF-Produktion aus dem Substrat Saccharose das bisher 

verwendete Enzym SacC. Weiterhin bestätigten die vorliegenden Daten, dass G. oxydans als 

Wildtyp keine Saccharose-spaltenden Enzyme besitzt, da keine Abnahme der 

Substratkonzentration detektiert werden konnte (Abb. 17). Eine heterologe Proteinproduktion war 

für den Prozess der 5-KF-Produktion mit G. oxydans als Produktionsstamm somit unumgänglich.  
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Abbildung 17: Saccharosespaltung durch heterologe Proteinproduktion in G. oxydans. Dargestellt ist 

die Abnahme von Saccharose durch die heterolog produzierten Enzyme SacC in G. oxydans sacC-

noSP (Δ) und Inv1417 in G. oxydans inv (●). Als Negativkontrolle wurde G. oxydans (■) mitgeführt. 

G. japonicus LMG 1417 diente als natürlicher Produzent von Inv1417 als Positivkontrolle (▲).  

3.3 Festlegung der Pufferbedingungen für die Kultivierung von G. oxydans inv im 5-KF-

Produktionsprozess 

Um die optimalen Wachstumsbedingungen für die Synthese von 5-KF mit G. oxydans inv zu 

bestimmen, wurden verschiedene Puffer in Kultivierungen in Saccharose-haltigem Medium 

eingesetzt. Dabei variierte das Wachstum je nach eingesetztem Puffer bei einheitlichem pH-Wert 

(Abb. 18). G. oxydans inv zeigte bei dem Einsatz von MES-Puffer oder Calciumcarbonat 

vergleichbare Wachstumsraten von 0,14 h-1 und eine entsprechende Verdopplungszeit von 4,8 - 

4,9 h in der exponentiellen Phase. Wurde Kaliumphosphat-Puffer verwendet, verlangsamte sich 

das Wachstum. Die Wachstumsraten lagen in diesem Fall in der exponentiellen Phase bei 0,09 h-

1 und einer Verdopplungszeit von 7,6 h. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde der auf Kaliumphosphat 

basierende Puffer für den Produktionsprozess ausgeschlossen. Calciumcarbonat lag bei neutralen 

pH-Werten ungelöst vor, wodurch der osmotische Stress für die Zellen zwar gering gehalten wurde, 

gleichzeitig aber eine starke Trübung der Kulturen auftrat. Um dennoch die optischen Dichte der 

Kulturen messen zu können, mussten alle Proben vorher mit 15 %iger Essigsäure behandelt 

werden. Durch dieses Absenken des pH-Wertes entstand lösliches Di-Hydrogencarbonat, das im 

nächsten Schritt zu CO2 und H20 zerfällt, wodurch die Trübung aufgehoben wird. Da sich zwischen 

Calciumcarbonat und MES-Puffer kaum Unterschiede im Wachstum zeigten (Abb. 18), fiel die 

Entscheidung aufgrund der leichteren Handhabung und trotz der höheren Kosten auf den MES-

basierten Puffer. 
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Abbildung 18: Wachstum von G. oxydans inv unter Verwendung verschiedener Puffer. Die Kultivierung 

erfolgte in YS-Medium mit 100 mM Saccharose bei pH 6,5 für 72 h bei 30 °C. Als Puffer wurden jeweils 

100 mM MES (●), 100 mM Calciumcarbonat (▲) oder 100 mM Kaliumphosphat (■) zugegeben.  

3.4 Generierung eines industriell einsetzbaren Ein-Stamm-Systems zur Produktion von 5-

KF aus Saccharose 

Nachdem eine Optimierung der Saccharosespaltung durch den Einsatz von Inv1417 erfolgen 

konnte, wurden verschiedene Möglichkeiten zur Generierung eines Ein-Stamm-Systems getestet. 

Ziel war es, dadurch das bisherige Zwei-Stamm-System von Siemen et al. (2018) zu ersetzen, da 

dieses aufgrund der Co-Kultivierung zweier Stämme noch nicht optimal an industrielle Maßstäbe 

angepasst war (vgl. Kapitel 4.2). Die Schwierigkeit bei der Konstruktion eines geeigneten einzelnen 

Expressionsstammes bestand in der heterologen Produktion der Schlüsselenzyme des 

Produktionsprozesses, Inv1417 und FDH, mit ausreichend hohen Enzymaktivitäten. Im Hinblick 

auf den industriellen Einsatz des Ein-Stamm-Systems zur 5-KF-Synthese sollten zudem hohe 

Produktausbeuten in einer möglichst geringen Kultivierungsdauer erzielt werden.  

3.4.1 Plasmid-vermittelte Co-Produktion von FDH und Inv1417 

Eine Möglichkeit zur Generierung eines einzelnen Expressionsstammes für die 5-KF-Synthese lag 

in der Plasmid-vermittelten Co-Produktion der Schlüsselenzyme Inv1417 und FDH auf einem 

Vektor. Dies wurde bereits in der Doktorarbeit von Anna Siemen (2017) für die Enzyme FDH und 

SacC durch verschiedene Konstrukte getestet, blieb aber ohne Erfolg. Da die heterolog in 

G. oxydans produzierte Sucrase nur geringe spezifische Aktivitäten aufwies, war es möglich, dass 

das Ausbleiben der Saccharosespaltung bei Plasmid-vermittelter Co-Produktion (Siemen 2017) 

auf SacC zurückzuführen war. Aus diesem Grund wurde sacC auf dem Plasmid pBBR1p264-sacC-

p264-fdh (Abb. 19 A) durch einen Klonierungsschritt über die Schnittstellen XhoI und SacI gegen 

inv1417 ausgetauscht. Die Amplifizierung von inv1417 (1980 bp) erfolgte entsprechend mit den 

Primern Inv1417_XhoI_for/Inv1417_SacI_rev und das Fragment wurde anschließend ebenfalls mit 
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den Enzymen XhoI und SacI verdaut. Nach einer Ligation konnte das so entstandene Plasmid 

pBBR1p264-inv1417-p264-fdhSCL (Abb. 19 C) in kompetente E. coli DH5α Zellen und nachfolgend 

durch Elektroporation in G. oxydans transformiert werden. Der Nachweis des Konstruktes in 

G. oxydans inv-fdh erfolgte mittels Kolonie-PCR auf das Vorhandensein von inv1417. Das 

zugehörige Agarosegel zeigte eine passenden Bande mit einer Größe von 2000 bp (Abb. 19 B), 

wodurch die Aufnahme des Plasmids bestätigt wurde.  

 

Abbildung 19: Klonierungsschema für eine Plasmid-vermittelte Co-Produktion von FDH und Invertase. 

A: Ausgangsplasmid pBBR1p264-sacC-p264-fdh (Siemen 2017). Durch einen Restriktionsverdau mit 

die Restriktionsschnitstellen XhoI und SacI wurde sacC durch inv1417 ausgetauscht. B: Agarosegel 

nach Kolonie-PCR zur Überprüfung des Genaustauschs. Das Amplifikat wurde unter Einsatz der Primer 

Inv1417_XhoI_for/Inv1417_SacI_rev generiert und wies die erwartet Fragmentgröße von 1980 bp auf. 

M: 1 kb DNA-Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). C: Plasmid nach Genaustausch. Kan: 

Kanamycin-Resistenzkassette, rep: Replikationsursprung, p264: Promotorregion des Gens gox0264, 

mob: Mobilisierungsgen. 

Die Funktionalität des Stammes G. oxydans inv-fdh zur Produktion von 5-KF aus Saccharose 

wurde durch eine Kultivierung in YS-Medium mit 100 mM Saccharose überprüft. Die Durchführung 

erfolgte im Doppelansatz für 70 h bei 30 °C. Bei der Betrachtung des Wachstums fiel auf, dass 

G. oxydans inv-fdh in Saccharose-haltigem Medium nur sehr geringe Zelldichten erreichte (Abb. 

20 A). Als finale optische Dichte am Ende des Experimentes konnte lediglich ein Wert von 0,21 

bestimmt werden. Dies deutete darauf hin, dass keine Saccharosespaltung erfolgen konnte und 

das Wachstum nur aus der im Medium vorliegenden Menge an Hefeextrakt resultierte. Die 

zugehörige HPLC-Analyse der Kulturüberstände bestätigte diese Annahme. Eine Abnahme der 

Saccharosekonzentration im Medium konnte nicht detektiert werden (Abb. 20 B), da keine 

Hydrolyse des Disaccharids stattgefunden hat.  
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Abbildung 20: Wachstum und Saccharoseverwertung von G. oxydans inv-fdh. A: Wachstumsverlauf 

von G. oxydans inv-fdh in Saccharose-haltigem Medium mit 100 mM Saccharose, pH 6,5, bei 30 °C. B. 

HPLC-Analyse der Kulturüberstände zu verschiedenen Zeitpunkten. Dargestellt ist das Substrat 

Saccharose (○), die aus der Spaltung resultierenden Monosaccharide Fruktose (□) und Glukose (■) 

sowie 5-KF (●).  

Um auszuschließen, dass das Ausbleiben der Saccharosespaltung in den Wachstumsversuchen 

auf Problemen bei der Transkription der Plasmid-kodierten Gene beruhte, wurde eine 

Terminationssequenz für die RNA-Polymerase zwischen inv1417 und fdhSCL kloniert. Da auf dem 

ursprünglichen Konstrukt pBBR1p264-inv1417-p264-fdhSCL keine Terminationssequenz 

vorhanden war (Abb. 21 A), wäre es denkbar, dass eine durchgängige, undefinierte mRNA gebildet 

wurde. Dies könnte die Entstehung von Sekundärstrukturen fördern und schließlich die Translation 

inhibieren, wodurch eine Bildung funktioneller Enzyme entfallen würde. Als geeignete Sequenz 

wurde der Terminationsbereich des Gens gox0265 aus G. oxydans 621H ausgewählt, da so von 

einer Erkennung dieser Region durch den Transkriptionsapparat des Produktionsstammes 

auszugehen war. Die Identifizierung des Bereichs erfolgte durch eine Sequenzanalyse mit Hilfe 

der Online-Software Softberry-FindTerm (http://www.softberry.com) (Abb. 21 B).  
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Abbildung 21: Einbau einer Terminationssequenz in das Plasmid pBBR1p264-inv1417-p264-fdhSCL. 

A: Nukleotidsequenz auf dem Ausgangsplasmid pBBR1p264-sacC-p264-fdh (Siemen 2017) nach 

Austausch des Gens sacC durch die Invertase. Die Sequenzausschnitte der jeweiligen Gene sind 

darüber markiert. Zwischen dem Stopcodon von inv1417 (grau, TAG) und dem Transkriptionsstart 

innerhalb der Promotorregion (p264) des fdh-Genclusters befand sich keine Terminationssequenz. B: 

Nukleotidsequenz nach Einfügen von Linker- und Terminationssequenz (fett) des Gens gox0265.  

Für die Klonierung wurde eine DNA-Assemblierung nach Angaben des Herstellers (NEB, Frankfurt 

am Main, Deutschland) durchgeführt. Zur Amplifizierung der Terminationssequenz wurden durch 

das NEBuilder®Assembly Tool spezifische, zum Vektorrückgrat kompatible Primer generiert, über 

die komplementäre Überhänge zum Insert entstanden. Unter Verwendung dieser Primer, 

Term_inv1417-fdh_for/rev, konnte das DNA-Fragment für die Terminationssequenz mit 

komplementären Enden zum Vektorrückgrat generiert werden. Um die amplifizierte 

Terminationssequenz nun in den Ausgangsvektor pBBR1p264-inv1417-p264-fdhSCL hinter 

inv1417 zu klonieren, musste dieser durch einen Restriktionsverdau mit SacI, welches 

stromabwärts von inv1417 schneidet, linearisiert werden. Die Verknüpfung der Fragmente in der 

richtigen Orientierung erfolgte durch Einsatz des NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mixes 

nach Angaben des Herstellers. Das fertige Plasmid pBBR1p264-inv1417_term_p264-fdhSCL 

(Abb. 22 B) wurde in kompetente E. coli DH5α-Zellen transferiert, vervielfältigt und anschließend 

mittels Elektroporation in G. oxydans eingebracht. Der Nachweis des Konstruktes in G. oxydans 

inv-term-fdh erfolgte mittels Kolonie-PCR. Durch Einsatz der Primer Inv1417_XhoI_for und 

Term_inv1417_fdh_rev konnte nur dann ein Amplifikat mit einer Größe von 2091 bp generiert 

werden, wenn die Terminationssequenz an der richtigen Stelle hinter der Invertase integriert wurde. 

Ein Fragment mit passender Größe konnte anschließend nachgewiesen werden (Abb. 22 A).  
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Abbildung 22: Generierung des Plasmids pBBR1p264-inv1417_term_p264-fdhSCL. A: Nachweis der 

eingefügten Terminationssequenz (term) von gox0265 hinter der Gensequenz von inv1417. Unter 

Einsatz der Primer Inv1417_XhoI_for/Term_inv1417_fdh_rev konnte ein Fragment mit der erwarteten 

Größe von 2091 bp generiert werden. B: Plasmidkarte von pBBR1p264-inv1417_term_p264-fdhSCL. 

Kan: Kanamycin-Resistenzkassette, mob: Mobilisierungsgen, rep: Replikationsursprung, p264: 

Promotorregion von gox0264.  

Die Auswirkung der integrierten Terminationssequenz auf die Co-Produktion der Enzyme wurde 

durch eine Kultivierung von G. oxydans inv-term-fdh in YS-Medium mit 110 mM Saccharose bei 

pH 6,2 getestet. Die Abnahme von Saccharose und die Produktion von 5-KF dienten dabei als 

Bestätigung der Funktionalität der heterologen Co-Produktion von Inv1417 und FDH. Durch 

Ermittlung der optischen Dichte konnte erneut kein Wachstum für G. oxydans inv-term-fdh mit 

Saccharose als Substrat nachgewiesen werden (Abb. 23 A). Eine Spaltung des Disaccharids 

wurde mittels HPLC-Analyse in den Kulturüberständen des Stammes ebenfalls nicht detektiert 

(Abb. 23 B). Die fehlende Terminationsregion im Plasmid pBBR1p264-inv1417-p264-fdhSCL 

konnte damit als Ursache für die nicht vorhandene hydrolytische Aktivität des Stammes G. oxydans 

inv-fdh ausgeschlossen werden.  

Weder der Austausch von sacC gegen inv1417, noch das Einfügen einer Terminationssequenz 

führten zu einer Plasmid-vermittelten Co-Produktion der Enzyme FDH und Inv1417, die für eine 

Produktion von 5-KF aus Saccharose notwendig waren. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde 

daher nach anderen Möglichkeiten zur Generierung eines Ein-Stamm-Systems gesucht.  
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Abbildung 23: Wachstum und Saccharoseverwertung durch G. oxydans inv-term-fdh in YS-Medium 

mit 110 mM Saccharose. Der Stamm trug das Plasmid pBBR1p264-inv1417_term_p264-fdhSCL, auf 

dem die Terminationssequenz der membrangebundenen Glukose-Dehydrogenase (gox0265) hinter 

das Gen inv1417 kloniert wurde. Das Experiment wurde zweimal repliziert. Die dadurch berechneten 

Mittelwerte und Standardabweichungen sind angegeben. Dargestellt sind die mittels HPLC ermittelten 

Konzentrationen von Saccharose (○), 5-KF (●), Fruktose (□) und Glukose (■). 

3.4.2 Identifizierung von Gluconobacter Wildtyp-Stämmen mit FDH-Aktivität 

Als eine erste Alternative wurden verschiedene Gluconobacter-Stämme auf das natürliche 

Vorhandensein der FDH-kodierenden Gene fdhS, fdhC und fdhL untersucht. Ein Überblick über 

Stämme, die Saccharose-spaltende Enzyme trugen kann Kapitel 3.1.2 entnommen werden. 

Hintergrund dieser Analyse war, dass die Expression eines Gens/Genclusters Plasmid-vermittelt 

erfolgen kann, sobald entweder inv1417 oder fdhSCL chromosomal in einem Organismus 

vorlagen. Um eine Vorauswahl zu treffen, wurden verschiedene Gluconobacter-Stämme 

bioinformatisch mit Hilfe von Blast-Analysen untersucht. Als Modell wurde das fdhSCL-Gencluster 

(GenBank: AB728565.1) aus G. japonicus NBRC 3260 (Kawai et al. 2013) verwendet. Bei dieser 

Analyse konnte das fdh Operon in den Genomen der Stämme G. frateurii NBRC 101659, 



 

59 
 

G. japonicus LMG 1281 und LMG 26773 sowie G. albidus LMG 1768, nicht aber in G. japonicus 

LMG 1417 und G. oxydans 621H identifiziert werden (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Die fdhSCL-positiven Stämme G. albidus LMG 1768, G. japonicus LMG 1281 und G. japonicus 

LMG 26773 wurden anschließend für 30 h in YM-Medium kultiviert, geerntet und gewaschen und 

anschließend die Aktivität der FDH an ganzen Zellen bestimmt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe eines 

photometrischen Tests (vgl. Kapitel 2.5.5). Daraus ging hervor, dass alle drei Stämme geringe 

FDH-Aktivitäten mit Werten von 50 - 89 mU/mg Gesamtzellprotein aufwiesen (Abb. 24), was für 

eine effiziente 5-KF-Produktion vermutlich noch nicht ausreichte. Als Kontrolle des Tests wurde 

auch die FDH-Aktivität des Stammes G. oxydans 621H ermittelt, der unter den gleichen 

Bedingungen keine Aktivität aufwies. Dies stimmte mit den bioinformatischen Ergebnissen überein, 

nach denen das fdhSCL-Gencluster nicht im Genom von G. oxydans 621H kodiert ist.  

 

Abbildung 24: Photometrische Analyse der FDH-Aktivität in Gluconobacter-Stämmen. Die 

Durchführung erfolgte an ganzen Zellen mit Fruktose als Substrat. Als Elektronenakzeptoren wurden 

0,15 mM DCPIP und 0,65 mM PMS eingesetzt. Die Reduktion von DCPIP wurde anhand der Abnahme 

der Absorption bei 600 nm gemessen. Die Oxidation von 1.0 μmol Fruktose pro min pro mg 

Gesamtprotein ist hier als Unit (U) der Proteinaktivität angegeben.  

Die Identifizierung eines Saccharose-spaltenden Enzyms in G. japonicus LMG 26773 (vgl. Kapitel 

3.1.2) ermöglichte es, die geringe FDH-Aktivität des Wildtyp-Stammes durch eine Transformation 

des Plasmids pBBR1p264-fdhSCL-ST (Siemen et al. 2018) zu optimieren (Abb. 24). Die Korrektheit 

der auf Selektivagarplatten gewachsenen Klone wurde mittels Kolonie-PCR und anschließender 

Sequenzierung verifiziert. Der so erstellte Stamm G. japonicus LMG 26773 fdh wurde erneut 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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photometrisch analysiert und erreichte mit 1100 ± 59 mU/mg Gesamtzellprotein eine deutlich 

gesteigerte FDH-Aktivität (Abb. 24). Im direkten Vergleich überstieg diese sogar die Aktivität des 

bisherigen Produktionsstammes G. oxydans fdh (Siemen et al. 2018) mit einem Wert von 726 ± 10 

mU/mg Gesamtzellprotein (Abb. 24). G. japonicus LMG 26773 fdh konnte daher durch die 

natürliche Fähigkeit zur Hydrolyse von Saccharose und die hohe FDH-Aktivität als potentieller 5-

KF-Produzent identifiziert werden. 

3.4.3 Produktion von 5-KF durch G. japonicus LMG 26773 und G. japonicus LMG 1281 

Im nächsten Schritt wurde die Möglichkeit zur Synthese von 5-KF aus Saccharose durch 

G. japonicus LMG 26773 und G. japonicus LMG 26773 fdh untersucht und die maximale 

Produktmenge bestimmt. G. japonicus LMG 26773 war als potentieller Produktionsorganismus aus 

industrieller Sicht besonders interessant, da er aufgrund der chromosomal kodierten Gene 

inv26773 und fdhSCL als unmodifizierter Wildtyp-Stamm eine antibiotikafreie 5-KF-Synthese 

ermöglichen könnte. Zusätzlich wies auch G. japonicus LMG 1281 das fdhSCL-Gencluster im 

Genom auf und erreichte bei der photometrischen Ermittlung der FDH-Aktivität mit 89 ± 4 mU/mg 

Gesamtzellprotein etwas höhere Werte als G. japonicus LMG 26773 (vgl. Abb. 24). Durch den 

Einsatz einer Plasmid-vermittelten heterologen Produktion der Invertase1417 sollte auch dieser 

Stamm als potentieller 5-KF-Produktionsorganismus getestet werden.  

3.4.3.1 G. japonicus LMG 26773 als natürlicher 5-KF-Produzent ausgehend von Saccharose 

Die Effizienz der 5-KF-Produktion durch den Wildtyp-Stamm G. japonicus LMG 26773 wurde bei 

einer Kultivierung in YS-Medium mit 118 mM Saccharose ermittelt. Über einen Zeitraum von 52 h 

wurde das Wachstum anhand der Zunahme der optischen Dichte bestimmt. Dabei wurde eine 

Wachstumsrate von 0,13 h−1 und eine Verdopplungszeit von 5,2 h in der exponentielle 

Wachstumsphase berechnet (Abb. 25). Die finale optische Dichte betrug 2,51. Als Kontrolle wurde 

G. oxydans ebenfalls in Saccharose-haltigem Medium kultiviert. Da dieser keine Enzyme für die 

Hydrolyse von Saccharose besaß, konnte nur eine geringe Zunahme der Zelldichte ermittelt 

werden, die auf das Vorhandensein komplexer Medienbestandteile (6 g/L Hefeextrakt) 

zurückzuführen war (Abb. 25).  
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Abbildung 25: Wachstumsverlauf von G. japonicus LMG 26773 mit Saccharose als Substrat. 

Dargestellt ist der Wachstumsverlauf für die Stämme G. japonicus LMG 26773 (●) und G. oxydans (□) 

als Kontrolle.  

Neben der optischen Dichte wurden Proben des Kulturüberstandes von G. japonicus LMG 26773 

entnommen und mit Hilfe der HPLC analysiert. Aus den gewonnenen Daten ergab sich, dass in 

einem Zeitraum von 30 h 116 mM Saccharose vollständig hydrolysiert werden konnten (Abb. 26). 

Die aus der Saccharosespaltung resultierenden Glukoseeinheiten wurden primär an der 

Cytoplasmamembran über das Intermediat Glukonat zu 2- und 5-Ketoglukonat oxidiert (Abb. 26 

B). Ein Teil der Glukose wurde zusätzlich in das Cytoplasma aufgenommen, wo nach 

Verstoffwechselung über den oxidativen Pentose-Phosphatweg Acetat als Endprodukt generiert 

wurde (Abb. 26 B). Die resultierende Fruktose wurde teilweise zu 5-KF oxidiert (Abb. 26 A). Die 

maximale Konzentration lag bei 45,7 mM nach 30 h. Im weiteren Verlauf des Experimentes nahm 

die Menge an 5-KF im Medium jedoch wieder bis zu einer Konzentration von 21 mM ab. Zudem 

gingen 46 mM der aus der Saccharosespaltung entstandenen Fruktoseeinheiten durch die 

Synthese des Polyfruktans Levan für die 5-KF-Produktion verloren (Abb. 26 A). Levan entstand 

durch die Transfruktosylierungsreaktion der Levansucrase KXV40946.1, die mit Hilfe von Blastp-

Analysen bioinformatisch im Genom von G. japonicus LMG 26773 identifiziert werden konnte.  

Trotz der Abnahme von 5-KF in der späten Wachstumsphase und der Bildung des Nebenproduktes 

Levan, lag mit G. japonicus LMG 26773 ein erstes Ein-Stamm-System zur Produktion von 5-KF 

aus Saccharose vor. Der unveränderte Wildtyp-Stamm ermöglichte mit einer Effizienz von 40 % 

zudem die erste biotechnologische und antibiotikafreie Produktion von 5-KF aus Saccharose.  
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Abbildung 26: 5-KF-Produktion im Wildtyp G. japonicus LMG 26773 aus Saccharose. A: Abnahme von 

Saccharose (○) mit dem resultierenden Fruktosemetabolismus, bestehend aus 5-KF (●), Fruktose (□) 

sowie den Fruktoseeinheiten aus Levan (⯁). B: Glukosemetabolismus, mit Saccharose (○), Glukose 

(■), 2-Ketoglukonat (Δ), 5-Ketoglukonat (▲) und Acetat (◇).  

3.4.3.2 Produktion von 5-KF aus Saccharose durch G. japonicus LMG 26773 fdh 

Nachdem die FDH-Aktivität in G. japonicus LMG 26773 fdh durch das Plasmid pBBR1p264-

fdhSCL-ST im Vergleich zum Wildtyp-Stamm G. japonicus LMG 26773 deutlich erhöht werden 

konnte (vgl. Kapitel 3.4.2), war auch von einer bessere Effizienz der 5-KF-Produktion auszugehen. 

Um dies zu ermitteln, erfolgte eine Kultivierung beider Stämme im direkten Vergleich in YS-Medium 

mit 116 mM Saccharose. Zudem wurde geprüft, ob Fruktoseeinheiten durch G. japonicus LMG 

26773 fdh zum Nebenprodukt Levan umgesetzt und ein Abbau von 5-KF detektiert werden konnte.  

Bei der Betrachtung des Wachstumsverlaufs über die optische Dichte konnten in der Kultivierung 

von G. japonicus LMG 26773 fdh zwei Wachstumsphasen detektiert werden, womit Unterschiede 

zum Wachstum des Wildtyp-Stammes vorlagen (Abb. 27). In der ersten Wachstumsphase (6 - 30 
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h) konnte eine Wachstumsrate von 0,10 h−1 mit einer Verdopplungszeit von 7,1 h detektiert werden. 

Die Wachstumsrate verlangsamte sich in der zweiten Phase (30 - 50 h) und erreichte hier einen 

Wert von 0,02 h−1 (Abb. 27). Die finale optische Dichte betrug 2,5, was der optischen Dichte des 

Wildtyp-Stammes unter den gleichen Kultivierungsbedingungen entsprach.  

 

Abbildung 27: Wachstum von G. japonicus LMG 26773 fdh in YS-Medium. Dargestellt ist der 

Wachstumsverlauf als natürlicher Logarithmus der optischen Dichte bei 600 nm für die Stämme 

G. japonicus LMG 26773 fdh (▲) im Vergleich zum Wildtyp-Stamm (●) G. japonicus LMG 26773 und 

G. oxydans (□) als Kontrolle.  

Die HPLC-Analyse der Kultivierung von G. japonicus LMG 26773 fdh in Saccharose-haltigem 

Medium wies keine signifikanten Unterschiede zu den Ergebnissen des Wildtyps auf (Abb. 28). Die 

Hydrolyse von 115 mM Saccharose konnte erneut innerhalb von 30 h abgeschlossen werden. Aus 

der resultierenden Glukose wurden 2- und 5-Ketoglukonat sowie Acetat gebildet (Abb. 28 B). Trotz 

erfolgter Steigerung der FDH-Aktivität durch das zusätzliche Plasmid-vermittelte fdhSCL-

Gencluster, konnte die Menge an gebildeter 5-KF im Vergleich zum Wildtyp-Stamm nicht signifikant 

erhöht werden (Abb. 28 A, im Vergleich zu Abb. 26 A). Nach 30 h wurde eine maximale 

Konzentration von 49 mM 5-KF nachgewiesen. Aus der HPLC-Analyse ging erneut hervor, dass 

es zu einer Reduktion des Produktes im Verlauf der Kultivierung kam (Abb. 28 A). Dies konnte vor 

allem in der zweiten Wachstumsphase verzeichnet werden, was darauf hindeutete, dass das 

Produkt in dieser metabolisiert wurde (vgl. Kapitel 4.7.4). Am Ende des Versuches konnten nur 

noch 26 mM 5-KF im Medienüberstand detektiert werden, was einer Reduktion von 53 % 

entsprach. Als ein weiterer Grund für die geringe Produktmenge konnte erneut die Bildung des 

Nebenproduktes Levan identifiziert werden (Abb. 28 A). Durch die Levansucrase-vermittelte 

Transfruktosylierungsreaktion gingen in diesem Experiment 42 mM aller verfügbaren 

Fruktoseeinheiten für die Oxidation zu 5-KF verloren.  
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Abbildung 28: 5-KF-Produktion aus Saccharose durch G. japonicus LMG 26773 fdh kultiviert in YS-

Medium. Dargestellt ist die Metabolisierung von Fruktose (A): mit Saccharose (○), 5-KF (●), Fruktose 

(□) sowie Fruktoseeinheiten aus Levan (⯁). Metabolisierung von Glukose (B): Glukose (■), 2-

Ketoglukonat (Δ), 5-Ketoglukonat (▲) und Acetat (◇). Das Experiment wurde drei Mal wiederholt. Hier 

dargestellt sind die Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen.  

3.4.3.3 Optimierung der 5-KF-Produktion in G. japonicus LMG 26773 durch Gendeletion 

reduzierender Enzyme 

Der starke 5-KF-Abbau und die Bildung des Nebenproduktes Levan führten dazu, dass 

G. japonicus LMG 26773 nicht ohne weitere Modifizierungen als industriell geeignetes Ein-Stamm-

System eingesetzt werden konnte. Aus diesem Grund wurden die Enzyme identifiziert, die 

potentiell eine Reduktion von 5-KF zu Fruktose (vgl. Kapitel 4.7.4) katalysieren könnten. Um dem 

Abbau entgegenzuwirken, sollten anschließend Deletionen der zugehörigen Gene erfolgen. Wie 

bereits in Kapitel 3.2.1 beschrieben, lag das Genom des Stammes zwar vollständig sequenziert 

vor, dennoch fehlten biochemische Analysen der Enzyme des Organismus. Die Suche nach 

potentiellen 5-KF-reduzierenden Enzymen erfolgte daher in dem gut beschriebenen, nah 
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verwandten Organismus G. oxydans 621H. Vor allem Proteine, bei denen ein Abbau von 5-KF 

aufgrund strukturell ähnlicher Substrate denkbar wäre, waren von großem Interesse. Auf diese 

Weise konnten zwei Oxidoreduktasen identifiziert werden, deren Hauptsubstrate organische 

Verbindungen mit Ketogruppen waren und die ebenfalls eine Reduktion von 5-KF zeigten 

(persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.). Dazu zählten das 5-Ketoglukonat 

reduzierende Enzym Gox1432 (Zahid und Deppenmeier 2016) und die α-Ketocarbonylreduktase 

Gox0644 (Schweiger et al. 2010). Beide wiesen hohe Enzymaktivitäten für das Substrat 5-KF auf 

(persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.) und wurden daher als 5-KF-Reduktasen 

bezeichnet (vgl. Kapitel 4.7.4).  

Auf Basis dieser Daten wurden Blastp-Analysen durchgeführt, um passende Enzyme in 

G. japonicus LMG 26773 zu identifizieren. Mit einer Identität von 72 % und einer 

Sequenzabdeckung von 99,9 % konnte das Enzym KXV40663.1 (bzw. WP_061930289) aus 

G. japonicus LMG 26773 als eindeutiges Homologon zu Gox0644 aus G. oxydans 621H 

nachgewiesen werden (Abb. 29).  

 

Abbildung 29: Alignment der Aminosäuresequenzen von KXV40663.1 (bzw. WP_061930289) aus 

G. japonicus LMG 26773 im Vergleich zu Gox0644. Das Sequenz-Alignment wurde durch 

ClustalOmega (http://europepmc.org/article/MED/30976793) erstellt. Zeichenerklärung: Konservierte 

Bereiche (*), keine Ähnlichkeiten zwischen den Aminosäuren ( ), chemisch vergleichbare Aminosäuren 

(:), Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften (.). 

Durch eine Blastp-Analyse der Proteinsequenz von Gox1432 konnte das Enzym KXV41067.1 

(bzw. WP_061929568.1) mit einer Identität von 86 % und einer Sequenzabdeckung von 99,8 % 

als Homologon zu Gox1432 aus G. oxydans 621H identifiziert werden (Abb. 30). Es bestand eine 

hohe Wahrscheinlichkeit, dass beide genannten Enzyme am Abbau von 5-KF in G. japonicus LMG 

26773 beteiligt sein könnten, weshalb diese ebenfalls als 5-KF-Reduktasen eingestuft wurden. 
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Abbildung 30: Alignment der Aminosäuresequenzen des Enzyms KXV41067.1 (bzw. 

WP_061929568.1) aus G. japonicus LMG 26773 und Gox1432. Das Sequenz-Alignment wurde mit dem 

Programm ClustalOmega (http://europepmc.org/article/MED/30976793) erstellt. Ein Stern (*) deutet auf 

konservierte Bereiche, eine Lücke ( ) auf Aminosäuren ohne Ähnlichkeiten hin. Chemisch vergleichbare 

Aminosäuren werden mit einem Doppelpunkt (:) und Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften durch 

einen Punkt (.) gekennzeichnet. 

Im weiteren Verlauf sollte zunächst das Gen lmg0644 deletiert werden, welches für das Enzym 

KXV40663.1 kodiert. Die Nukleotidsequenz konnte in der hinterlegten Genomsequenz ermittelt 

werden (NZ_LHZO01000056.1). Als Basis für das Deletionskonstrukt wurde der Vektor pKOS6b 

verwendet (Kostner et al. 2013). Die Generierung des Knockout-Vektors pKOS6b∆lmg0644 

erfolgte durch eine Assemblierung nach Angaben des Herstellers (New England Biolabs, Frankfurt 

am Main, Deutschland) unter Verwendung des NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix. Für 

die Deletion wurden neben dem Vektor zwei flankierende DNA-Fragmente stromaufwärts- und 

stromabwärts des Gens lmg0644 benötigt. Durch spezifisch generierte Primer (über das 

NEBuilder® Assembly Tool) wurden Fragmente mit komplementären Überhängen amplifiziert 

werden, die eine Verknüpfung in der richtigen Orientierung bei dem Vorgang der Assemblierung 

gewährleisteten (Abb. 31).  
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Abbildung 31: Konstruktion des Deletionsvektors pKOS6b∆lmg0644 bei Verwendung des NEBuilder 

Assembly Tools. A: Die Primer wurden mit Hilfe des Tools generiert und waren so konstruiert, dass 

komplementäre Überhänge zum jeweils nächsten Fragment bei der Amplifizierung entstanden. Dadurch 

wurde die Verbindung der einzelnen Fragmente in der richtigen Reihenfolge gewährleistet. Die Farben 

der Sequenzen geben die Überhänge zum jeweiligen Fragment an. Grau: pKOS6b-Vektorrückgrat, rot: 

Region mit einer Größe von 900bp stromaufwärts von lmg0644, blau: Region mit einer Größe von 900bp 

stromabwärts des Zielgens. Die Primer binden an den mit Pfeilen markierten Stellen in Teil B der 

Abbildung. B: Schematische Darstellung des Deletionsvektor pKOS6b∆lmg0644. Anhand der Farben 

können die einzelnen Fragmente zugeordnet werden.  

Die Amplifizierung der benötigten DNA-Fragmente war zu Beginn nur teilweise erfolgreich. Unter 

Verwendung der Primer pKOS6b.F/R konnte ein Fragment mit einer dem Vektorrückgrat 

entsprechenden Größe von 6689 bp generiert werden (Abb. 32 A). Die flankierenden Regionen 

des Gens lmg0644 (1000 bp) konnten trotz mehrfacher Wiederholung der PCR unter variierenden 

Bedingungen nicht amplifiziert werden. Durch eine Verkürzung dieser Bereiche auf eine Länge von 

900 bp, mit der bereits Gendeletionen stattfinden konnten (Kosciow et al. 2016), war eine 

Amplifizierung unter Verwendung der Primer Up-lmg0644_900bp.F/R und Down-

lmg0644_900bp.F/R schließlich erfolgreich (Abb. 32 B). Nach einem Aufreinigungsschritt der DNA-

Stücke erfolgte eine Assemblierung über die komplementären Überhänge mit Hilfe des NEBuilder® 

HiFi DNA Assembly Master Mixes. Das daraus resultierende Plasmid pKOS6bΔlmg0644 (Abb. 32 

C) wurde erst in kompetente E. coli DH5α-Zellen und anschließend in G. japonicus LMG 26773 

eingebracht. Eine Selektion der Transformanten erfolgte auf Kanamycin-haltigen Agarplatten. Das 

Plasmid pKOS6bΔlmg0644 war im Empfängerorganismus nicht replizierbar, weshalb 

ausschließlich Zellen auf dem Selektionsagarplatten wuchsen, die den Vektor über eine erste 

homologe Rekombination vollständig in das Genom integrieren konnten (Abb. 33).  
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Abbildung 32: Klonierungsstrategie zur Generierung des Vektors pKOS6bΔlmg0644. A: Agarosegel 

des pKOS6b-Fragments mit einer Größe von 6689 bp. B: Amplifizierung der 900 bp großen Fragmente 

stromaufwärts (Spur 1 und 2) und stromabwärts (Spur 3 und 4) des Gens lmg0644 unter Einsatz der 

Primer Up-lmg0644_900bp.F/R und Down-lmg0644_900bp.F/R. C: Plasmid pKOS6bΔlmg0644 für die 

Deletion des Gens lmg0644 in G. japonicus LMG 26773. Darauf befinden sich neben den flankierenden 

Bereichen up-lmg0644 und down-lmg0644 zudem eine Kanamycin-Resistenzkassette (Kan), ein tac-

Promotor (ptac), die Gensequenzen der Cytosin-Deaminase (codA) und der Cytosin-Permease (codB) 

sowie ein Mobilitätsgen (mob).  

 

Abbildung 33: Schematische Darstellung der ersten homologen Rekombination. Dargestellt ist die 

Integration des Deletionsvektors pKOS6b∆lmg0644 in die genomische DNA von G. japonicus LMG 

26773 über die up- und downstream Bereiche des Gens lmg0644.  
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Der Nachweis der ersten homologen Rekombination erfolgte durch eine Kolonie-PCR, mit der das 

Vorhandensein des im Vektorrückgrat befindlichen Gens codA überprüft wurde. Nach Verifizierung 

wurde der Vorgang der zweiten homologen Rekombination durchgeführt. Dafür wurde eine 

Einzelkolonie in frischem YM-Medium mit Cefoxitin über Nacht kultiviert und anschließend auf 5-

Fluorocytosin-Selektionsplatten (60 µg/ml FC) ausplattiert. 5-Fluorocytosin konnte durch die 

heterolog produzierte Cytosin-Deaminase (CodA) und Cytosin-Permease (CodB), deren Gene als 

Vektorrückgrat von pKOS6bΔlmg0644 ebenfalls in das Genom integriert wurden, zu toxischem 5-

Fluoruracil (5-FU) umgewandelt werden (Kostner et al. 2013). Nur Zellen, in denen durch eine 

zweite homologe Rekombination ein spontaner Verlust dieser Gene aus der genomischen DNA 

erfolgte, konnten auf dem Nährboden überleben. Bei diesem Vorgang entstanden daher entweder 

Wildtyp-Revertanten oder die gewünschte Mutante unter Austausch des Zielgens mit den 

fusionierten Genflanken des Deletionsvektors. Um zwischen Revertante und gewünschter Mutante 

unterscheiden zu können, war eine Kolonie-PCR zum Nachweis des Gens lmg0644 notwendig. 

Unter Einsatz der Primer Up-lmg0644_900bp.F und Down-lmg0644_900bp.R wurde bei einer 

Deletion ein Fragment von 1800 bp erwartet. Lag der Wildtyp vor, betrug die Größe des Amplifikats 

2941 bp. Die Analyse ergab, dass unter allen 117 untersuchten Klonen keine Mutante vorlag. Alle 

Fragmente, die bei der Überprüfung amplifiziert wurden, wiesen eine Größe von 3000 bp auf (Abb. 

34). Da ein Fragment mit der gleichen Größe ebenfalls in der mitgeführten Kontrolle aus 

genomischer DNA des Wildtyps G. japonicus LMG 26773 detektiert werden konnte, lagen in dieser 

Analyse lediglich Wildtyp-Revertanten vor.  

 

Abbildung 34: Nachweis der 2. Rekombination zur Deletion von lmg0644. Das Agarosebild von 31 aus 

insgesamt 117 getesteten Klonen ist dargestellt. Alle Banden wiesen eine vergleichbare Größe zur 

Positivkontrolle (+) auf, bei der genomische DNA des Wildtyp-Stammes G. japonicus LMG 26773 

eingesetzt wurde. Als Marker (M) wurde der 1 kb DNA-Marker der Firma NEB (Frankfurt am Main, 

Deutschland) eingesetzt.  

Eine Deletion des Gens lmg0644 und damit die Inhibierung des 5-KF-Abbaus durch die 5-KF-

Reduktase KXV40663.1 konnte nicht erfolgen. Zur Generierung eines geeigneten 

Produktionssystems aus G. japonicus LMG 26773 wäre neben lmg0644 noch die Deletion weiterer 

Gene (lmg1432 und das für die Levansucrase KXV40946.1 kodierende Gen) erforderlich, weshalb 

Optimierungen dieses Stammes im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht fortgeführt wurden.  
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3.4.3.4 G. japonicus LMG 1281 inv als potentieller 5-KF-Produzent 

Aufgrund der Identifizierung des fdhSCL-Genclusters im Genom von G. japonicus LMG 1281 (vgl. 

Kapitel 3.4.2), wurde auch dieser Stamm als möglicher Produktionsorganismus für 5-KF getestet. 

Mit einer FDH-Aktivität von 89 ± 4 mU/mg Gesamtzellprotein konnte für G. japonicus LMG 1281 im 

Vergleich zu G. japonicus LMG 26773 sogar eine geringfügig höhere Aktivität bestimmt werden 

(vgl. Kapitel 3.4.2, Abb. 24). Da im Genom des Stammes jedoch keine Gene identifiziert werden 

konnten, die für Invertasen oder Sucrasen kodierten, war der unveränderte Wildtyp-Stamm nicht 

zur Spaltung von Saccharose befähigt (vgl. Kapitel 3.1.2). Um die Hydrolyse des Disaccharids zu 

ermöglichen, wurde das Plasmid pBBR1p264-inv1417 in G. japonicus LMG 1281 transformiert und 

G. japonicus LMG 1281 inv anschließend als potentielles Ein-Stamm-System getestet.  

Ein Wachstumsvergleich anhand der optischen Dichte erfolgte zwischen dem Wildtyp-Stamm 

G. japonicus LMG 1281 und G. japonicus LMG 1281 inv in Saccharose-haltigem Medium mit 100 

mM Substrat (Abb. 35). Lediglich für den plasmidtragenden Stamm konnte eine Zunahme der 

optischen Dichte ermittelt werden. Dies deutete darauf hin, dass Saccharose durch die heterologe 

Produktion der Invertase1417 gespalten und die resultierenden Glukoseeinheiten als C-Quelle 

genutzt werden konnten. Die Wachstumsrate von G. japonicus LMG 1281 inv in der exponentiellen 

Phase lag bei 0,1 h-1 mit einer entsprechenden Verdopplungszeit von 5,5 h. Final konnte eine 

optische Dichte von 2,5 erreicht werden.  

 

Abbildung 35: Wachstum von G. japonicus LMG 1281 inv in YS-Medium mit 100 mM Saccharose. 

Dargestellt ist der Wachstumsverlauf von G. japonicus LMG 1281 inv (●) im Vergleich zum Wildtyp-

Stamm G. japonicus LMG 1281 (▲). 

Die Analyse mittels HPLC ergab, dass 100 mM Saccharose nach 30 h vollständig hydrolysiert 

wurden (Abb. 36). Die freigesetzten Fruktoseeinheiten konnten über die FDH zu 5-KF oxidiert 

werden. Nach einer Kultivierungsdauer von 30 h lag eine maximale 5-KF-Konzentration von 51 mM 
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im Medium vor. Anschließend fand eine Reduktion des Produktes statt, obwohl weitere 

Fruktoseeinheiten im Kulturüberstand vorlagen und nachgewiesen wurden (Abb. 36 A). Glukose, 

die aus der Spaltung der Saccharose entstand, wurde von G. japonicus LMG 1281 inv zu 2- und 

5- Ketoglukonat (50 bzw. 20 mM) sowie 30 mM Acetat umgesetzt (Abb. 36 B).  

 

Abbildung 36: 5-KF-Produktion durch G. japonicus 1281 inv aus 100 mM Saccharose. A: 

Fruktosemetabolismus: Abnahme von Saccharose (○) sowie Zunahme von 5-KF (●) und Fruktose (□). 

B: Glukosemetabolismus: Glukose (■) sowie die Produkte 2-Ketoglukonat (Δ), 5-Ketoglukonat (▲), 

Acetat (⯁).  

Mit G. japonicus LMG 1281 inv konnte ein weiteres potentielles Ein-Stamm-System zur 5-KF-

Produktion aus Saccharose erstellt werden. Mit einer Effizienz von 51 % war der Stamm jedoch 

noch nicht für eine Produktion im industriellen Maßstab geeignet. Neben der geringen Ausbeute 

lag dies vor allem an dem starken Abbau von 5-KF nach einer Kultivierungsdauer von 30 h. 
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3.4.4 Abbau von 5-KF in potentiellen Produktionsstämmen 

Die Reduktion von 5-KF in den analysierten Gluconobacter-Stämmen (vgl. Kapitel 3.4.3) 

erschwerte die Generierung eines industriell geeigneten Expressionssystems. Um den optimalen 

Stamm als Grundlage für den 5-KF-Produktionsprozess zu identifizieren, sollte auch der bisherige 

Produktionsorganismus G. oxydans auf die Möglichkeit des 5-KF-Abbaus untersucht werden. Dies 

war notwendig, da die Gene lmg0644 und lmg1432 aus G. japonicus LMG 26773, die für die 5-KF-

Reduktasen kodierten, auch im Genom von G. oxydans vorlagen (gox0644 und gox1432, vgl. 

Kapitel 3.4.3.3). Zudem zeigte die Charakterisierung der zugehörigen, aufgereinigten Proteine 

Gox0644 und Gox1432, dass diese hohen Aktivitäten für die Reduktion des Substrats 5-KF 

aufwiesen (persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.).  

Um den Verlauf des 5-KF-Abbaus vergleichen zu können, wurden die Konzentrationen von 5-KF 

während der Kultivierung der Stämme G. japonicus LMG 26773, G. japonicus LMG 1281 und 

G. oxydans fdh betrachtet (Abb. 37). 

 

Abbildung 37: 5-KF-Abbau in verschiedenen Gluconobacter-Stämmen. Die Abnahme der 

Konzentration von 5-KF wurde in den Stämmen G. japonicus LMG 26773 (●), G. japonicus LMG 1281 

(▲) und G. oxydans fdh (■) mittels HPLC bestimmt.  

Die Wildtyp-Stämme G. japonicus LMG 26773 und G. japonicus LMG 1281 wiesen in dieser 

Analyse eine deutlich stärkere 5-KF-Reduktion auf, als G. oxydans fdh (Abb. 37). Zwischen einer 

Kultivierungsdauer von 30 - 50 h wurden durch G. japonicus LMG 26773 35 mM und durch 

G. japonicus LMG 1281 20 mM 5-KF abgebaut. Im Vergleich zeigte G. oxydans fdh in diesem 

Zeitraum nur eine geringe Abnahme der 5-KF-Konzentration von 5 mM (Abb. 37). Die Auswirkung 

der 5-KF-Reduktasen wurde über den gesamten Produktionszeitraum von 96 h noch deutlicher. 

Der stärkste Abbau konnte in der Kultivierung von G. japonicus LMG 26773 detektiert werden, 
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durch den 45 mM 5-KF in nur 30 h reduziert wurden. Das Produkt wurde außerdem im Verlauf des 

Experimentes vollständig abgebaut. In G. japonicus LMG 1281 konnte eine Reduktion von 45 mM 

5-KF entsprechend in 52 h detektiert werden. Zum Ende des Experimentes nach 96 h waren von 

den ursprünglichen 48 mM 5-KF noch 3 mM nachweisbar. Im direkten Vergleich lag in den 

Kulturüberständen von G. oxydans fdh auch nach einer Kultivierungsdauer von 96 h lediglich eine 

Abnahme von 15 mM 5-KF vor.   

3.4.5 Genomintegration als alternativer Weg zur Generierung eines Ein-Stamm-Systems 

Die ersten Ein-Stamm-Systeme, basierend auf G. japonicus LMG 26773 und G. japonicus LMG 

1281, erlaubten zwar eine Produktion von 5-KF aus Saccharose, die Erträge waren für einen 

industriellen Prozess jedoch nicht ausreichend hoch. Neben einem starken Abbau von 5-KF gingen 

in Kultivierungen von G. japonicus LMG 26773 außerdem Fruktoseeinheiten durch die Bildung des 

Nebenproduktes Levan verloren, was die Produktausbeute weiter verringerte. G. oxydans wies 

hingegen in der stationären Phase nur eine sehr langsame und lediglich geringe 5-KF-Reduktion 

auf, weshalb sich dieser Stamm als Grundlage zur Generierung eines industriellen 

Produktionssystems besser eignete. Zudem besaß der Organismus keine Gene, die für 

Levansucrasen kodierten, sodass auch die Bildung des Nebenproduktes Levan ausgeschlossen 

werden konnte. Nicht zuletzt konnte G. oxydans bereits in verschiedenen Arbeiten erfolgreich als 

Produktionsorganismus für 5-KF eingesetzt werden (Siemen et al. 2018; Herweg et al. 2018).  

Um G. oxydans für die Synthese von 5-KF aus dem alternativen Substrat Saccharose nutzen zu 

können, mussten mehrere Eigenschaften beachtet werden. Das Disaccharid konnte zwar über 

Porine der äußeren Membran ins Periplasma des Stammes diffundieren, wurde dort aber aufgrund 

fehlender Gene, die für Invertasen oder Sucrasen kodierten, nicht in die Monosaccharide Glukose 

und Fruktose gespalten (vgl. Kapitel 3.2.5 und 4.2). Zusätzlich lag auch das fdhSCL-Gencluster 

nicht im Genom des Wildtyps vor. Da eine Plasmid-basierte heterologe Co-Produktion von Inv1417 

und FDH nicht erfolgen konnte (vgl. Kapitel 3.4.1), war es für die Generierung eines Ein-Stamm-

Systems mit G. oxydans als Produktionsorganismus notwendig, dieses Problem durch eine 

Genomintegration zu umgehen. Ziel dieses Vorhabens war es, ein Gen oder Gencluster 

chromosomal zu integrieren und das jeweils andere mit Hilfe eines Plasmids in den Organismus 

zu transformieren.  

3.4.5.1 Integration des fdhSCL-Genclusters ins Genom von G. oxydans 

Für die geplante Genomintegration musste zuerst ein geeigneter Integrationsort gefunden werden. 

Dafür wurde berücksichtigt, dass in einer zweiten Förderungsphase des 5-KF-

Forschungsvorhabens im Jahr 2021 der Einsatz einer Glukose-Isomerase in den finalen 

Produktionsprozess geplant war. Durch Integration eines solchen Enzyms könnten zukünftig, 

neben der aus der Saccharosespaltung resultierenden Fruktose, auch die Glukoseeinheiten für die 

Produktion von 5-KF verwendet und der Ertrag des Systems gesteigert werden. Ein detaillierte 

Beschreibung dieses Vorhabens kann in Kapitel 4.8.3 nachgelesen werden. Um mit dem in dieser 
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Arbeit generierten Stamm eine Grundlage für den Einsatz einer Glukose-Isomerase zu schaffen, 

war es notwendig, die Metabolisierung von Glukose in G. oxydans einzuschränken. Die Deletion 

von Genen, die das Monosaccharid verwerten konnten, war daher zielführend. Die Wahl des 

Integrationsortes fiel schließlich auf das Gen gox0265, welches für eine membrangebunde 

Glukose-Dehydrogenase (mGDH) in G. oxydans kodiert. Dieses Enzym oxidiert Glukose zu δ-

Glukonolakton, welches dann periplasmatisch, entweder chemisch oder enzymatisch, durch eine 

Glukono-δ-Laktonase zu Glukonat hydrolysiert wird (Matsushita et al. 1980; Buchert und Viikari 

1988; Shinagawa et al. 2009). Glukonat kann anschließend entweder cytoplasmatisch von der 

NADP-abhängigen Glukonat 5-Dehydrogenase Gox2187 zu 5-Ketoglukonat (Klasen et al. 1995; 

Rauch et al. 2010) oder periplasmatisch durch die membrangebundene Glukonat-Dehydrogenase 

(Gox1230–1232) zu 2-Ketoglukonat (Prust et al. 2005; Peters et al. 2013) oxidiert werden (vgl. 

Kapitel 4.7.3). Durch die Deletion von gox0265 und die Integration von fdhSCL an gleicher Stelle 

im Genom, erfolgte zudem ein Austausch eines membrangebundenen Enzyms gegen die ebenfalls 

membranständige FDH.  

Als Basis für das Deletionskonstrukt wurde erneut der pKOS6b-Vektor verwendet (Kostner et al. 

2013). Die Konstruktion des Deletionsvektors pKOS6bΔmgdh::fdh, der gleichzeitig die Integration 

des fdhSCL-Genclusters vermittelte, erfolgte durch eine Assemblierung. Dafür wurden das 

Vektorrückgrat, die flankierenden Bereiche stromaufwärts und stromabwärts des zu deletierenden 

Gens gox0265 und zusätzlich das fdhSCL-Gencluster als Integrationsfragment benötigt (Abb. 38). 

Durch spezifische Oligonukleotide (Abb. 38) konnten die Amplifikate up-gox0265 (Abb. 39 A, 1030 

bp), down-gox0265 (Abb. 39 A, 1030 bp), pKOS6b (Abb. 39 B, 6689 bp) und p264-fdhSCL (Abb. 

39 C, 4280 bp) mit komplementären Überhängen generiert und unter Einsatz des NEBuilder® HiFi 

DNA Assembly Master Mixes in der richtigen Orientierung verknüpft werden (Abb. 38). 

 

Abbildung 38: Schematische Darstellung der Konstruktion des Deletionsvektors pKOS6b∆mgdh::fdh. 

A: Mittels NEBuilder Assembly Tool erstellte Primer, durch die alle Amplifikate mit komplementären 

Überhängen zum jeweils nächsten Fragment generiert wurden. Die Farben der Sequenzen geben die 

Überhänge zum jeweiligen Fragment an. Grau: pKOS6b-Vektorrückgrat, rot: upstream-Region (1000bp) 

von gox0265, blau: downstream-Region (1000 bp) von gox0265 und gelb: Amplifikat p264-fdhSCL-

strep. Die Primer binden an den mit Pfeilen markierten Stellen in Teil B der Abbildung. B: Vektor nach 
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Verknüpfung der Fragmente über die komplementären Überhänge mit Hilfe des NEBuilder® HiFi DNA 

Assembly Master Mix. Die Farben im Vektor können den jeweiligen Fragmenten zugeordnet werden.  

 

Abbildung 39: PCR-Fragmente für die Konstruktion des Knockout-Vektors pKOS6bΔmgdh::fdh. A: 

Amplifizierung des stromaufwärts- und stromabwärts Bereiches von gox0265. Die Fragmente wurden 

unter Verwendung der Primer Up-gox0265.F/Up-gox0265.R (Spur 1, 2) und Down-gox0265.F/Down-

gox0265.R (Spur 3, 4) generiert und wiesen die erwartete Fragmentgröße von 1030 bp auf. B: 

Amplifizierung des Vektorrückgrats pKOS6b (Spur 5, 6) mit einer Größe von 6689 bp. C: Unter Einsatz 

der Primer p264-fdh.mgdh.F/p264-fdh.mgdh.R konnte das fdhSCL-Gencluster mit starkem konstitutiven 

Promotor p264 amplifiziert werden. Die Größe des Fragmentes betrug 4280 bp. M: 1 kb Marker (NEB). 

Das resultierende Plasmid pKOS6bΔmgdh::fdh (Abb. 40 A) wurde in kompetente E. coli DH5α-

Zellen transferiert, vervielfältigt und anschließend mittels Elektroporation in G. oxydans 

eingebracht. Der Vektor pKOS6bΔmgdh::fdh war in G. oxydans nicht replizierbar, weshalb 

ausschließlich Zellen auf Kanamycin-haltigem Agar wuchsen, die den Vektor über eine erste 

homologe Rekombination vollständig in das Genom integrieren konnten (vgl. Abb. 33). 

Gewachsene Einzelkolonien, in denen das im Vektorrückgrat befindliche Gen codA nachgewiesen 

wurde, konnten anschließend für den Vorgang der zweiten homologen Rekombination eingesetzt 

werden. Nach Kultivierung in YM-Medium über Nacht, erfolgte ein Ausplattierungsschritt auf 

selektiven Agarplatten, die 5-FC, aber kein Kanamycin beinhalteten. Um zwischen Revertante und 

gewünschter Mutante unterscheiden zu können, wurde eine Kolonie-PCR zum Nachweis einer 

Integration des fdhSCL-Genclusters in G. oxydans durchgeführt. Dafür wurden die Primer p264fdh-

strep.for/p264fdh-strep.rev eingesetzt, wodurch ein Klon mit einer passenden Fragmentgröße von 

4200 bp identifiziert werden konnte (Abb. 40 B). Der entstandene Stamm G. oxydans Δmgdh::fdh 

wurde für weitere Versuche verwendet.  
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Abbildung 40: Generierung des Integrationsstammes G. oxydans Δmgdh::fdh. A: Deletions- bzw. 

Integrationsplasmid für die Konstruktion von G. oxydans Δmgdh::fdh. Auf dem Vektor befinden sich 

neben den flankierenden Bereichen stromaufwärts und stromabwärts von gox0265 und p264-fdhSCL 

außerdem eine Kanamycin-Resistenzkassette (Kan), der Replikationsursprung (rep), ein tac-Promotor 

(ptac), ein Mobilisierungsgen (mob) sowie die Gensequenzen der Cytosin-Deaminase (codA) und der 

Cytosin-Permease (codB). B: Nachweis einer Genomintegration des fdhSCL-Genclusters an der Stelle 

des Gens gox0265. Unter Verwendung der Primer p264fdh-strep.for/p264fdh-strep.rev konnte ein 

Fragment mit einer Größe von 4200 bp amplifiziert werden, das der berechneten Größe von p264-

fdhSCL-St entsprach. M: 1 kb Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). 

3.4.5.2 FDH-Aktivität verschiedener Gluconobacter-Stämme im Vergleich 

Ein Nachweis der FDH-Aktivität in dem Integrationsstamm G. oxydans Δmgdh::fdh erfolgte durch 

einen photometrischen Test an ganzen Zellen. Diese Messungen dienten einer ersten 

Einschätzung der Effizienz des gewählten Integrationsortes. Um einen Vergleich zu den bisher 

ermittelten Aktivitäten der FDH in den verschiedenen Stämmen zu ermöglichen, erfolgte die 

Analyse nach der gleichen Methode unter einheitlichen Bedingungen (vgl. Kapitel 3.4.2). Für 

G. oxydans Δmgdh::fdh konnte eine FDH-Aktivität von 404 ± 10 mU/mg Gesamtprotein ermittelt 

werden (Abb. 41). Dies entsprach 56 % der Aktivität des bisherigen Produktionsstammes 

G. oxydans fdh mit Plasmid-kodierter FDH. Zudem war die Gesamtaktivität der FDH in 

G. oxydans Δmgdh::fdh 5 - 8 mal höher als in den Wildtyp-Stämmen G. japonicus LMG 1281, 

G. albidus LMG 1768 und G. japonicus LMG 26773, die fdhSCL bereits natürlicherweise 

chromosomal trugen (Abb. 41). Diese deutlich höhere Enzymaktivität konnte durch die 

Verwendung des starken Promotors p264 erklärt werden, unter dem das fdhSCL-Gencluster in 

G. oxydans Δmgdh::fdh transkribiert wurde.  
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Abbildung 41: FDH-Aktivität in G. oxydans Δmgdh::fdh im Vergleich zu anderen Stämmen mit fdhSCL-

Genen. Die Aktivität wurde an ganzen Zellen mit Fruktose als Substrat sowie 0,15 mM DCPIP und 0,65 

mM PMS als Elektronenakzeptoren bestimmt. Die Reduktion von DCPIP konnte durch die Abnahme 

der Absorption bei 600 nm gemessen werden. Eine Unit (U) der Proteinaktivität entsprach der Oxidation 

von 1.0 μmol Fruktose pro min pro mg Gesamtzellprotein. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Die 

berechneten Mittelwerte und die zugehörigen Standardabweichungen sind hier dargestellt.  

3.4.5.3 Antibiotikafreie 5-KF-Produktion durch G. oxydans ∆mgdh::fdh 

Aufgrund der hohen FDH-Aktivität wurde der Stamm G. oxydans Δmgdh::fdh als potentieller 5-KF-

Produktionsorganismus getestet. Die Kultivierung erfolgte in YF-Medium mit 120 mM Fruktose und 

100 mM MES, pH 6,8, um die generelle Effizienz des Systems im Hinblick auf die Menge an 

gebildeter 5-KF zu ermitteln. Zum Wachstumsvergleich wurde als Kontrolle G. oxydans fdh 

mitgeführt. Anhand der optischen Dichte konnte für G. oxydans Δmgdh::fdh in der exponentiellen 

Wachstumsphase eine Wachstumsrate von 0,11 h-1 mit einer entsprechenden Verdopplungszeit 

von 6,1 h bestimmt werden (Abb. 42). Das Wachstum war im Vergleich zu G. oxydans fdh, für den 

eine Wachstumsrate von 0,15 h-1 und einer Verdopplungszeit von 4,4 h in der exponentiellen Phase 

berechnet wurde, etwas langsamer.  
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Abbildung 42: Wachstum von G. oxydans ∆mgdh::fdh in YF-Medium mit 120 mM Fruktose. Dargestellt 

ist der Wachstumsverlauf von G. oxydans ∆mgdh::fdh (●) im Vergleich zu G. oxydans fdh (▲). 

In den Kulturüberständen von G. oxydans ∆mgdh::fdh wurden mittels HPLC-Analyse nach einer 

Kultivierungsdauer von 115 h 96,2 mM 5-KF nachgewiesen, die aus 120 mM Fruktose gebildet 

wurden (Abb. 43). Neben 5-KF konnten im Verlauf des Experimentes auch 16 mM Acetat detektiert 

werden. Die Effizienz von G. oxydans ∆mgdh::fdh lag in diesem ersten Versuch bereits bei 80,2 %.  

 

Abbildung 43: 5-KF-Produktion durch G. oxydans Δmgdh::fdh ausgehend von dem Substrat Fruktose. 

Die Konzentrationen der Substanzen 5-KF (●), Fruktose (□) und Acetat (⯁) wurden mittels HPLC 

bestimmt.  

3.4.6 Generierung eines Ein-Stamm-Systems durch Integration der Invertase1417 

Aufgrund der hohen Produktionseffizienz von G. oxydans ∆mgdh::fdh in der 5-KF-Synthese, 

eignete sich der Stamm als Basis für die Generierung eines neuen Ein-Stamm-Systems. Da die 

Funktionalität der rekombinanten Invertase1417 in G. oxydans bereits bestätigt werden konnte 
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(vgl. Kapitel 3.2.5), sollte inv1417 durch Transformation des Plasmids pBBR1p264-inv1417 in 

G. oxydans ∆mgdh::fdh exprimiert und somit ein Ein-Stamm-System erstellt werden. Nach 

Verifizierung des so generierten Stammes G. oxydans Δmgdh::fdh inv durch ein Kolonie-PCR, 

erfolgte eine Analyse der Translokation der rekombinanten Invertase und eine erste 5-KF-

Produktion aus Saccharose.  

3.4.6.1 Zellfraktionierung zur Überprüfung der Translokalisation der heterolog produzierten 

Invertase1417 

Um das Disaccharid Saccharose, das über Porine der äußeren Membran ins Periplasma von 

G. oxydans diffundierte, effizient spalten zu können, war eine periplasmatische Lokalisation der 

Invertase für den Produktionsprozess notwendig. Mit Hilfe bioinformatischer Analysen konnte eine 

Tat-abhängige Signalsequenz (vgl. Kapitel 3.2.1) für Inv1417 identifiziert werden, wodurch eine 

Lokalisation im Periplasma theoretisch möglich war. Um die Funktionalität des Transports zu 

verifizieren, wurde die Aktivität des Enzyms im Expressionsstamm nach einer Zellfraktionierung 

sowohl in den periplasmatischen und cytoplasmatischen Fraktionen, als auch im Zellüberstand 

gemessen. 40,6 % der Aktivität von Inv1417 konnte im Periplasma von G. oxydans Δmgdh::fdh inv 

detektiert werden, während die verbleibenden 59,4 % in der cytoplasmatischen Fraktion gefunden 

wurden (Abb. 44). Zur Kontrolle der Zellfraktionierung erfolgte der Nachweis über die Aktivität der 

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, die intrazellulär exprimiert wird. Hierbei konnten 93,7 % der 

Aktivität in der cytoplasmatischen Fraktion detektiert werden. Die periplasmatische Präparation 

enthielt somit keine signifikanten Mengen von cytoplasmatischen Bestandteilen.  

 

Abbildung 44: Lokalisation des Enzyms Inv1417 im Expressionsstamm. Die Zuordnung der 

Proteinanteile im Überstand, im Periplasma und im Cytoplasma erfolgte über die Bestimmung der 

Enzymaktivität in den jeweiligen Fraktionen, welche mittels HPLC durch die Abnahme von Saccharose 

nachgewiesen wurde. 
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3.4.6.2 Synthese von 5-KF aus Saccharose mit G. oxydans Δmgdh::fdh inv 

Im nächsten Schritt wurde die Effizienz des Expressionsstammes G. oxydans Δmgdh::fdh inv 

hinsichtlich der Produktbildung ausgehend von Saccharose durch eine Kultivierung in YS-Medium 

mit 110 mM Substrat bei pH 6,5 und 30 °C für 96 h analysiert. Unter Betrachtung der optischen 

Dichten konnte in den ersten 32 h eine Wachstumsrate von 0,091 h-1 mit einer Verdopplungszeit 

von 7,7 h ermittelt werden (Abb. 45 A). Die optische Dichte betrug zu diesem Zeitpunkt 1,2 und 

erreichte am Ende des Experimentes nach 96 h einen Wert von 1,5. Der pH-Wert sank im Verlauf 

der Kultivierung von 6,8 auf 5,3 (Abb. 45 B).  

 

Abbildung 45: Wachstum von G. oxydans Δmgdh::fdh inv in YS-Medium mit 110 mM Saccharose. A. 

Wachstumsverlauf von G. oxydans Δmgdh::fdh inv. B. pH-Verlauf während der Kultivierung auf 

Saccharose. Der Ansatz wurde mit 100 mM MES gepuffert. 

Durch eine HPLC-Analyse der Kulturüberstande zu verschiedenen Zeitpunkten konnte 

nachgewiesen werden, dass G. oxydans Δmgdh::fdh inv heterolog eine aktive Invertase 

produzierte und damit die Hydrolyse von Saccharose ermöglichte (Abb. 46). Die Umsatzraten lagen 

in den ersten 32 h des Experimentes bei 2,5 mmol L−1 h−1. Nach 96 h war die Saccharosespaltung 

nahezu vollständig abgeschlossen. Über den gesamten Zeitraum konnten 90,2 mM 5-KF aus den 

resultierenden Fruktoseeinheiten durch Oxidation der FDH umgewandelt werden (Abb. 46 A). Eine 

Restkonzentration von 12,9 mM Fruktose verblieb im Medienüberstand. Eine Produktion von Levan 

konnte nicht detektiert werden. Neben 5-KF wurden außerdem 66 mM Glukose nachgewiesen, die 

als zweites Monosaccharid der Hydrolyse von Saccharose im Medium akkumulierte. Als Produkte 
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des Glukosemetabolismus konnten 14,4 mM 2-Ketoglukonat, 12,6 mM 5-Ketoglukonat und 21,5 

mM Acetat identifiziert werden (Abb. 46 B). Diese Ergebnisse belegten eindeutig, dass die 

heterolog produzierten Enzyme FDH und Inv1417, im untersuchten Ein-Stamm-System aktiv 

vorlagen und zu einer Produktion von 5-KF aus dem Substrat Saccharose führten. Das Experiment 

wurde drei Mal wiederholt, um eine verlässliche Ausbeute des Systems bestimmen zu können. 

Dadurch ergab sich aus allen Analysen eine gemittelte Ausbeute von 84 ± 2 % 5-KF.  

 

Abbildung 46: 5-KF-Produktion aus Saccharose durch das Ein-Stamm-System 

G. oxydans Δmgdh::fdh inv. A. Fruktosemetabolismus: Saccharose (○), 5-KF (●), Fruktose (□). B. 

Glukosemetabolismus: Glukose (■), 2-Ketoglukonat (▲), 5-Ketoglukonat (Δ), Acetat (⯁). Die Mittelwerte 

und Standardabweichungen aus drei unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen sind in der 

Abbildung angegeben. 

Mit dem Ein-Stamm-System G. oxydans Δmgdh::fdh inv konnte die Effizienz der 5-KF-Produktion 

aus Saccharose gegenüber den Stämmen G. japonicus LMG 26773 fdh und G. japonicus LMG 

1281 inv deutlich erhöht werden. Aufgrund der notwendigen Kultivierungsdauer von mindestens 
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96 h, war im Hinblick auf einen industriellen Einsatz des Stammes eine Steigerung der FDH-

Aktivität und eine Reduktion der Produktionszeit wünschenswert.  

3.5 Optimierung der Produktionszeit durch Erstellen einer Doppelintegrationsmutante 

Zur Verringerung der Kultivierungsdauer von 96 h, die für eine effiziente 5-KF-Synthese mit 

G. oxydans Δmgdh::fdh inv benötigt wurde, erfolgte eine zweite Integration des fdhSCL-

Genclusters in das Genom des Stammes. Dies sollte die Aktivität der FDH verbessern und die 

Produktionszeit entsprechend reduzieren, aber auch zu einer Steigerung der finalen 5-KF-

Ausbeute führen (vgl. Kapitel 4.8.1). Während der 5-KF-Synthese mit G. oxydans Δmgdh::fdh inv 

wurden außerdem 14,4 mM 2-Ketoglukonat und 12,6 mM 5-Ketoglukonat als Produkte des 

Glukosemetabolismus gebildet (Abb. 46), was durch die lösliche Glukose-Dehydrogenase, kodiert 

durch gox2015, zu erklären war (vgl. Kapitel 4.7.2 und 4.7.3). Um die Verwertung von Glukose für 

die geplante Integration einer Glukose-Isomerase in den 5-KF-Produktionsprozess (vgl. Kapitel 

4.8.3) in der zweiten Förderphase des Projektes weiter zu reduzieren, erwies sich die Deletion von 

gox2015 und die Integration von fdhSCL an dieser Stelle als sinnvoll.  

Die Konstruktion des Deletions- bzw. Integrationsplasmids orientierte sich an dem zuvor 

beschriebenen Prinzip (vgl. Kapitel 2.3.9 und 3.4.5.1). Als Basis wurde erneut der Vektor pKOS6b 

verwendet. Die benötigten DNA-Fragmente pKOS6b, up-gox2015, p264-fdhSCL und down-

gox2015 wurden unter Einsatz der Primer pKOS6b.F/R, up-gox2015.F/R, down-gox2015.F/R und 

p264-fdh.sgdh.F/R mit spezifischen Überhängen amplifiziert. Die Assemblierung dieser Amplifikate 

erfolgte nach Herstellvorschrift unter Verwendung des NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master 

Mixes (vgl. Kapitel 3.4.5.1, Abb. 38). Das resultierende Plasmid pKOS6bΔsgdh::fdh (Abb. 47 A) 

wurde anschließend erst in kompetente E. coli DH5α-Zellen und dann in G. oxydans eingebracht. 

Eine durchgeführte erste homologe Rekombination wurde durch das Vorhandensein des im 

Vektorrückgrat befindlichen Gens codA nachgewiesen. Klone, die auf Selektivagar wuchsen und 

nachweislich das Deletionsplasmid ins Genom integriert hatten, wurden für die zweite homologe 

Rekombination eingesetzt. Die Gegenselektion fand auf FC-haltigen Agarplatten statt. Der 

Nachweis der Deletion des Gens gox2015 und die gleichzeitige Integration des fdhSCL-

Genclusters in G. oxydans Δmgdh::fdh erfolgte durch eine Kolonie-PCR. Für die Kontrolle dieser 

zweiten fdh-Genomintegration konnten die Primer p264-fdhSCL.strep-F/R nicht verwendet werden, 

da ein positives Fragment bereits durch die erste Integration generiert werden konnte. Daher 

wurden die Primer up-gox2015.F/p264-fdh.sgdh.R eingesetzt, die 1000 Basenpaare oberhalb des 

deletierten Gens gox2015 und hinter dem integrierten fdhSCL-Gencluster binden konnten. 

Dadurch ergab sich nur dann ein 5190 bp großes Amplifikat, wenn fdhSCL genau an der Stelle des 

Gens gox2015 integriert wurde. Ein passendes Fragment konnte mittels PCR nachgewiesen 

werden (Abb. 47 B). 
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Abbildung 47: Generierung der Mutante G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh. A: Integrationsplasmid für 

die Deletion von gox2015 im Austausch gegen das fdhSCL-Gencluster. KanR: Kanamycinresistenz, 

rep: Replikationsursprung; ptac: tac-Promotor; mob: Mobilisierungsgen; codA: Cytosin-Deaminase; 

codB: Cytosin-Permease. B: Nachweis der zweiten fdh-Integration in G. oxydans Δmgdh::fdh zur 

Erzeugung von G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh. Unter Verwendung der Primer Up-gox2015.F und 

p264-fdh.mgdh.R konnte nur dann ein Fragment erzeugt werden, wenn fdhSCL im Genom des 

Stammes anstelle des Gens gox2015 integriert wurde. Das berechnete Fragment wies eine passende 

Größe von 5190 bp auf. M: 1 kb Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). 

3.5.1 Vergleich der FDH-Aktivität von G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh mit bisherigen 

Stämmen 

Die Bestimmung der Aktivität der FDH in G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh durch eine 

photometrische Analyse stellte die schnellste Möglichkeit dar, die Funktionalität des Stammes zu 

überprüfen. Um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen, wurden auch die Einzelintegrationsmutante 

G. oxydans Δmgdh::fdh und das Plasmid-basierte System G. oxydans fdh mitgeführt. Die 

Ergebnisse belegten, dass die zweite Integration des fdhSCL-Genclusters zu einer deutlichen 

Verbesserung der FDH-Aktivität, ermittelt an ganzen Zellen führte (Abb. 48). Mit einem Wert von 

1,01 ± 0,22 U/mg Gesamtprotein war die Enzymaktivität, im Vergleich zu G. oxydans ∆mgdh::fdh, 

mehr als doppelt so hoch. Der Stamm G. oxydans fdh wies mit 1,5 ± 0,12 U/mg Gesamtprotein die 

höchste Aktivität auf, was aufgrund der Plasmid-vermittelten FDH-Produktion zu erwarten war.  
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Abbildung 48: Ermittlung der FDH-Aktivität von G. oxydansΔmgdh::fdhΔsgdh::fdh. Die Messung der 

Aktivität erfolgte an ganzen Zellen. Als Substrat wurde Fruktose eingesetzt. 0,15 mM DCPIP und 0,65 

mM PMS dienten als Elektronenakzeptoren. Die Reduktion von DCPIP war durch die Abnahme der 

Absorption bei 600 nm bestimmbar. Eine Unit (U) der Proteinaktivität entspricht der Oxidation von 1 

μmol Fruktose pro min pro mg Gesamtprotein. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängig 

voneinander durchgeführten Versuchen und die daraus berechneten Standardabweichungen. 

3.5.2 Effizienz von G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh bei Kultivierung auf Fruktose 

Um die Auswirkung der zweiten Genomintegration auf die Effizienz der 5-KF-Produktion zu 

bestimmen, wurde die Doppelintegrationsmutante G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh in YF-

Medium mit 120 mM Fruktose kultiviert. Für einen direkten Vergleich wurden die Stämme 

G. oxydans Δmgdh::fdh und G. oxydans fdh ebenfalls unter den gleichen Bedingungen mitgeführt. 

Dabei sollte neben der Menge an gebildeter 5-KF auch eine mögliche Optimierung der 

Produktionszeit geprüft werden. Für die Analyse war daher nur ein Kultivierungszeitraum von 

maximal 50 Stunden relevant. Im ersten Schritt wurde der Wachstumsverlauf untersucht. Hierbei 

konnten bereits erste Unterschiede zwischen den drei Stämmen detektiert werden. 

G. oxydans Δmgdh::fdh mit nur einer fdh-Integration zeigte im Vergleich die geringste 

Wachstumsrate (0,08 h-1) und eine relativ hohe Verdopplungszeit von 7,7 h in der exponentiellen 

Phase (Abb. 49). Die Doppelintegrationsmutante wies hingegen eine erhöhte Wachstumsrate von 

0,11 h-1 und eine Verdopplungszeit von 6,1 h auf. Nach einer Kultivierungsdauer von 48 h 

erreichten beide Stämme jedoch vergleichbar hohe optische Dichten von 0,9 - 0,93 (Abb. 49). Für 

den plasmidtragenden Stamm G. oxydans fdh konnte eine finale optische Dichte von 1,1 bestimmt 

werden. Die Verdopplungszeit in der exponentiellen Phase betrug 4,8 h.  
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Abbildung 49: Wachstumsvergleich verschiedener FDH-Expressionsstämme bei Kultivierung in YF-

Medium mit 120 mM Fruktose. Der Wachstumsverlauf der Stämme G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh 

(●), G. oxydans fdh (■) und G. oxydans ∆mgdh::fdh (○) ist als natürlicher Logarithmus der optischen 

Dichte bei 600 nm dargestellt.  

Die Bestimmung der 5-KF-Ausbeute erfolgte durch eine HPLC-Analyse der Kulturüberstände zu 

verschiedenen Zeitpunkten. Es zeigte sich, dass G. oxydans Δmgdh::fdh im Vergleich zu den 

beiden anderen Stämmen die geringste Bildung des gewünschten Produktes aufwies (Abb. 50 A). 

Nach einer Kultivierungsdauer von 48 h konnte nur die Hälfte der verfügbaren Fruktoseeinheiten 

zu 5-KF oxidiert werden. Zudem wurden 9,6 mM Acetat detektiert. Die Rate für die 

Substratoxidation lag in diesem Stamm in den ersten 28 h bei 1,3 mmol L-1 h-1. Wesentlich höhere 

Mengen an 5-KF konnten in den Kulturüberständen von G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh 

nachgewiesen werden (Abb. 50 B). Bereits nach 28 h wurde eine vollständige Umsetzung von 

Fruktose beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt lagen 120 mM 5-KF und 8,3 mM Acetat im 

Kulturüberstand vor. Für die Umsatzrate von Fruktose zu 5-KF konnte ein Wert von 4,3 mmol L-1 

h-1 bestimmt werden. Neben der verbesserten Produktausbeute konnte durch die zweite Integration 

von fdhSCL in G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh auch die Kultivierungsdauer deutlich verkürzt 

werden (Abb. 50 B). Im direkten Vergleich wurden in den Kulturüberständen des Plasmid-basierten 

Systems G. oxydans fdh nach einer Inkubationszeit von 28 h 106,2 mM 5-KF, 7,8 mM Acetat und 

eine verbleibende Fruktosekonzentration von 15,36 mM nachgewiesen (Abb. 50 C). Die 

Umsatzrate für die Oxidation von Fruktose zu 5-KF lag in diesem Stamm bei 3,8 mmol L-1 h-1.  
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Abbildung 50: Fruktoseoxidation in FDH-Integrationsstämmen. Alle Stämme wurden in YF-Medium mit 

120 mM Fruktose, pH 6,5, bei 30 °C für 48 h kultiviert. Der Fruktosemetabolismus der Stämme 

G. oxydans ∆mgdh::fdh (A), G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh (B) und G. oxydans fdh (C) wurde mit 
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Hilfe einer HPLC-Analyse aus drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten ermittelt. Die 

daraus berechneten Mittelwerte und die zugehörigen Standardabweichungen sind angegeben. Für alle 

Stämme ist die Abnahme der Fruktosekonzentration (□) sowie die Bildung von 5-KF (●) und Acetat (⯁) 

dargestellt.  

Um die Effizienz hinsichtlich der Produktbildung besser vergleichen zu können, wurde nur die 

Zunahme von 5-KF als prozentualer Umsatz betrachtet (Abb. 51). Nach einer Kultivierungsdauer 

von nur 28 h konnten bereits 96,5 % aller verfügbaren Fruktoseeinheiten durch 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh zu 5-KF oxidiert werden. Der plasmidtragende Stamm 

G. oxydans fdh erreichte im selben Zeitraum einen Prozentanteil von 85,3 %. Durch den 

Einzelintegrationsstamm G. oxydans ∆mgdh::fdh wurden lediglich 36,2 % der Fruktoseeinheiten 

zu 5-KF umgewandelt (Abb. 51). Durch die zweite Integration des fdhSCL-Genclusters in das 

Genom des Stammes G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh konnte die 5-KF-Produktion somit 

deutlich verbessert werden. Neben der gebildeten Produktmenge wurde auch die 

Kultivierungsdauer optimiert. Die Effizienzen von G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh überstiegen 

in dieser Analyse sogar die des bisherigen Produktionsstamm G. oxydans fdh (Siemen et al. 2018). 

Zudem war der Einsatz eines Antibiotikums nicht mehr notwendig, was im Hinblick auf einen 

industriell genutzten Prozess einen großen Vorteil des Doppelintegrationsstammes darstellte.  

 

Abbildung 51: Prozentualer Umsatz von Fruktose zu 5-KF durch verschiedene FDH-

Produktionsstämme. Die Konzentrationen wurde mittels HPLC aus den Kulturüberständen der drei 

Stämme bestimmt. Dargestellt ist der daraus berechnete Umsatz in Prozent für die Stämme 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh (●), G. oxydans fdh (■) und G. oxydans ∆mgdh::fdh (○). Die 

Ergebnisse wurden aus drei Versuchen ermittelt und sind als Mittelwerte mit den zugehörigen 

Standardabweichungen angegeben. 

Um die Gegebenheiten von G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh als 5-KF-Produktionsorganismus 

weiter zu charakterisieren und das System an einen industriellen Einsatz anzupassen, sollte die 

maximale Produktmenge unter Einsatz hoher Fruktosekonzentrationen bestimmt werden. Vor dem 

eigentlichen Versuch wurde dafür die höchste einsetzbare Fruktosekonzentration ermittelt, bei der 
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keine Auswirkungen auf das Wachstum von G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh beobachtet werden 

konnten. Zum Schutz gegen osmotischen Stress wurden dem Medium zusätzlich 3 mM Mannitol 

zugefügt (Zahid et al. 2015). Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewährleisten, 

erfolgte die Kultivierung in einem 500 ml Schikanekolben mit einem Arbeitsvolumen von maximal 

100 ml. Unter Betrachtung der optischen Dichte konnten bei Konzentrationen zwischen 100 und 

400 mM Fruktose keine Unterschiede im Wachstum von G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh 

detektiert werden (Abb. 52). Die Kulturen wiesen vergleichbare Wachstumsraten von 0,108 ± 0,001 

h-1 auf, die entsprechenden Verdopplungszeiten in der exponentiellen Phase lagen bei 6,3 - 6,4 h. 

Ab einer Fruktosekonzentration von 500 mM im Medium verlangsamte sich das Wachstum des 

Stammes (Abb. 52). Die Wachstumsrate lag bei einem Wert von 0,08 h-1 mit einer 

Verdopplungszeit von 7,7 h in der exponentiellen Phase. Für den nachfolgenden Versuch zur 

Produktion von 5-KF aus hohen Fruktosemengen wurde daher eine Startkonzentration von 400 

mM Fruktose gewählt. Das Medium beinhaltete zusätzliche 3 mM Mannitol und 6 g/L Hefeextrakt 

und wurde mit 100 mM MES, pH 6,8 gepuffert.  

 

Abbildung 52: Auswirkung hoher Fruktosekonzentrationen auf das Wachstum von 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh. Die Kultivierung erfolgte in YF-Medium mit 100 mM Fruktose (●), 

250 mM Fruktose (○), 400 mM (Δ) oder 500 mM Fruktose (■). 

Durch eine Analyse der Kulturüberstände mittels HPLC wurde nachgewiesen, dass 400 mM 

Fruktose in G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh nach einer Kultivierungsdauer von 53 h vollständig 

umgesetzt werden konnten (Abb. 53 A). Zu diesem Zeitpunkt lag eine 5-KF-Konzentration von 379 

mM vor, zusätzlich wurden 12,1 mM Acetat detektiert. Der pH-Wert der Kultur lag bei 5,6 (Abb. 53 

B). Als Rate für die Substratoxidation konnte ein Wert von 7,1 mmol L-1 h-1 errechnet werden. Um 

die Ausbeute von 5-KF weiter zu erhöhen, wurden der Kultur nach diesem Zeitpunkt weitere 400 

mM Fruktose sowie 3 mM Mannitol als Schutz vor osmotischem Stress zugegeben. Zudem wurde 
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der pH-Wert durch den Einsatz von 50 mM MES (pH 6,8) korrigiert, um ein zu starkes Ansäuern 

des Mediums im weiteren Verlauf des Experimentes zu verhindern. Weitere 340 mM Fruktose 

konnten in einem Zeitraum von 115 h umgesetzt werden. Daraus resultierten weitere 318 mM 5-

KF sowie 19,6 mM Acetat (Abb. 53 A). Eine Restfruktosemenge von 61 mM war zum Ende des 

Experiments noch im Kulturüberstand nachweisbar. Zudem fiel auf, dass die Oxidation von 

Fruktose zu 5-KF nach einer Kultivierungsdauer von 100 h und der zu diesem Zeitpunkt erfolgten 

letzten Zugabe des MES-Puffers, nur noch verringert ablief. Vermutlich kam es durch die 

kurzzeitige Unterbrechung des Schüttelvorgangs zu einer Sauerstofflimittierung in der Kultur. 

Insgesamt konnten in diesem Experiment 690 mM 5-KF in einem Zeitraum von 169 h im 

Schüttelkolben ohne Zusatz eines Antibiotikums produziert werden.   

 

Abbildung 53: Antibiotikafreie 5-KF-Produktion mit G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh unter hohen 

Fruktosekonzentrationen. A: Fruktosemetabolismus mit einer Startkonzentration von 400 mM. 

Dargestellt sind neben dem Substrat Fruktose (□) die Produkte 5-KF (●) und Acetat (⯁). Nach einer 
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Kultivierungsdauer von 53 h wurden der Kultur weitere 400 mM Fruktose sowie 3 mM Mannitol und 50 

mM MES zugefügt (mit Pfeilen markiert). B: pH-Verlauf während der Kultivierung. An den markierten 

Stellen wurde die Kultur jeweils mit 50 mM MES, pH 6,8 nachgepuffert.  

3.5.3 Saccharosemetabolismus in G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv 

Aufgrund der deutlich gesteigerten Produktionseffizienz gegenüber der Einzelintegrationsmutante 

G. oxydans ∆mgdh::fdh, stellte der Doppelintegrationsstamm G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh 

die Basis für die Generierung eines optimierten Ein-Stamm-Systems aus Saccharose dar. Um dies 

zu überprüfen, wurde das Plasmid pBBR1p264-inv1417 in G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh 

transformiert. Nach Verifizierung des Stammes G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv mittels 

Kolonie-PCR erfolgte eine Analyse des Saccharosemetabolismus durch Kultivierung in YS-

Medium mit 100 mM Saccharose bei pH 6,5 und 30 °C für 80 h. Die Einzelintegrationsmutante 

G. oxydans ∆mgdh::fdh wurde als Kontrolle unter gleichen Bedingungen mitgeführt. Bereits bei 

Bestimmung der optischen Dichte zeigte sich, dass G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv ein 

verzögertes Wachstum auf Saccharose aufwies (Abb. 54). Erst nach einer Kultivierungsdauer von 

12 h konnte ein exponentielles Wachstum mit einer Wachstumsrate von 0,09 h-1 und einer 

Verdopplungszeit von 7,5 h detektiert werden. Bis zu diesem Zeitpunkt lag die optische Dichte nur 

bei einem Wert von 0,042. G. oxydans ∆mgdh::fdh inv wies hingegen eine kürzere lag-Phase auf, 

was im Vergleich zu einer erhöhten Wachstumsrate von 0,12 h-1 und einer reduzierten 

Verdopplungszeit von 5,5 h führte.  

 

Abbildung 54: Wachstum von G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv und G. oxydans ∆mgdh::fdh inv 

auf Saccharose. Dargestellt ist der Wachstumsverlauf von G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv (●) zur 

Kontrolle G. oxydans ∆mgdh::fdh inv (○) als natürlicher Logarithmus der optischen Dichte bei 600 nm. 

Die HPLC-Auswertung der Kulturüberstände ergab, dass zu Beginn des Experimentes nur geringe 

Mengen an Saccharose hydrolysiert werden konnten (Abb. 55), was das verzögerte Wachstum des 

Stammes erklärte. In den ersten 24 h wurden lediglich 9 mM Saccharose gespalten, weshalb eine 

effiziente Hydrolyse des Substrats erst nach diesem Zeitraum detektiert werden konnte (Abb. 55 

A). Die Umsatzrate in den ersten 24 h lag daher lediglich bei 0,4 mmol L-1 h-1 und erhöhte sich 
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anschließend auf einen Wert von 1,6 mmol L-1 h-1 bis zum Ende des Experimentes. In 

Kultivierungen von G. oxydans ∆mgdh::fdh inv, der in diesem Fall als Kontrolle diente, konnten zu 

diesem Zeitpunkt bereits 58 mM Saccharose gespalten werden (vgl. Kapitel 3.4.6.2, Abb. 46).  

 

Abbildung 55: 5-KF-Produktion aus Saccharose durch G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv. A: 

Fruktosemetabolismus. Dargestellt ist die Abnahme von Saccharose (○), die Freisetzung von Fruktose 

(□) und das daraus gebildete Produkt 5-KF (●). B: Glukosemetabolismus, mit Saccharose (○), Glukose 

(■), Acetat (⯁) sowie 2- und 5-Ketoglukonat (Δ). Die Kultivierung erfolgte in YS-Medium mit 100 mM 

Saccharose, pH 6,5, bei 30 °C für 80 h. Das Experiment wurde zwei Mal durchgeführt. Die daraus 

errechneten Standardabweichungen sind angegeben.  

Durch die verzögerte Saccharosespaltung konnte eine Produktion von 5-KF in Kulturüberständen 

von G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv entsprechend erst nach einer Kultivierungsdauer von 

24 h beobachtet werden. Da in diesem Zeitraum nur geringe Konzentrationen an freier Fruktose 

vorlagen, war die Umsatzrate für die Substratoxidation mit einem Wert von lediglich 0,08 mmol L-1 

h-1 sehr gering. Anschließend konnte mit zunehmender Effizienz der Hydrolyse des Disaccharids 

auch die Menge an gebildeter 5-KF gesteigert werden (Abb. 55 B). Als Gesamtrate für die 
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Fruktoseoxidation konnte für den Zeitraum nach 24 h ein Wert von 1,6 mmol L-1 h-1 berechnet 

werden. Neben Fruktose wurde als Produkt der Saccharosespaltung auch Glukose in den 

Kulturüberständen detektiert. Im Zuge des reduzierten Glukosemetabolismus entstanden daraus 

11 mM Acetat, zudem verblieb eine Restkonzentration von 85 mM Glukose im Medium. Die Bildung 

von 2- und 5-Ketoglukonat konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 55 B), was aufgrund der 

Deletion von gox2015 und gox0265 in G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv zu erwarten war. 

3.5.3.1 Saccharosespaltung und 5-KF-Produktion aller fdh-Integrationsstämme im Vergleich 

Um die erstellten FDH-Integrationsstämme hinsichtlich der 5-KF-Produktion aus Saccharose 

miteinander vergleichen zu können, erfolgte eine Kultivierung von G. oxydans ∆mgdh::fdh inv und 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv unter identischen Bedingungen in YS-Medium mit 100 mM 

Saccharose bei pH 6,5. G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv wies in den Ergebnissen der 

vorliegenden Arbeit eine verzögerte Saccharosespaltung auf, die im Einzelintegrationsstamm 

G. oxydans ∆mgdh::fdh inv nicht detektiert werden konnte. Um dies näher zu untersuchen, wurde 

in diesem Experiment ein weiterer FDH-Doppelintegrationsstamm, G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 

inv (Battling et al. 2020), vergleichend mitgeführt. Dabei sollte analysiert werden, ob auch in diesem 

Stamm eine verminderte Saccharosespaltung vorlag, die theoretisch durch eine erhöhte 

heterologe Produktion von membrangebundenen Fruktose-Dehydrogenasen bei zwei FDH-

Integrationen erklärt werden könnte. G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 inv basierte auf dem Stamm 

G. oxydans IK003.1, der für eine 5-KF-Produktion ebenfalls mit zwei fdh-Genomintegrationen 

modifiziert wurde. Das fdhSCL-Gencluster war in diesem Stamm zwischen gox0028 und gox0029 

sowie gox0038 und gox0039 integriert (Battling et al. 2020). Zusätzlich trug der Stamm, wie auch 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv, das Plasmid pBBR1p264-inv1417.  

Ein Vergleich der Saccharosespaltung in Kultivierungen der Doppelintegrationsstämme 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv und G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 inv mit 

G. oxydans ∆mgdh::fdh inv verdeutlichte, dass die effizienteste Hydrolyse des Disaccharids in dem 

bisherigen Ein-Stamm-System G. oxydans ∆mgdh::fdh inv vorlag (Abb. 56 A). Eine schnelle 

Abnahme der Saccharosekonzentration konnte in diesem Stamm bereits zu Beginn der 

Kultivierung detektiert werden. In den ersten 24 h des Experimentes lag die Umsatzrate bei einem 

Wert von 2,2 mmol L-1 h-1, während G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv und G. oxydans 

IK003.1::fdhSCL2 inv lediglich Werte von 0,4 - 0,5 mmol L-1 h-1 aufwiesen. Die verzögerte Spaltung 

von Saccharose wirkte sich auch auf die Effizienz der 5-KF-Produktion aus. Obwohl 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv deutlich höhere FDH-Aktivitäten zeigte und ausgehend von 

Fruktose eine bessere Produktivität aufwies, konnten aus dem Substrat Saccharose nur 

vergleichbare Effizienzen zu G. oxydans ∆mgdh::fdh inv erzielt werden (Abb. 56 B). Eine 

Verbesserung zum bisherigen Ein-Stamm-System lag somit nicht vor. Dies konnte auch in den 

Kulturüberständen der Doppelintegrationsmutante G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 inv nachgewiesen 

werden, obwohl auch dieser Stamm bereits für eine optimierte Produktion von 5-KF aus Fruktose 

eingesetzt wurde (Battling et al. 2020) (Abb. 56 B). Eine Wiederholung des Versuchsansatzes mit 



 

93 
 

einer Verringerung des pH-Wertes in der Kultivierung auf pH 5,5 führte ebenfalls nicht zu einer 

Verbesserung der Saccharosespaltung (Daten nicht gezeigt), obwohl die maximale Aktivität der 

Invertase1417 bei einem pH-Wert von 5 lag (vgl. Kapitel 3.2.4).  

 

Abbildung 56: Vergleich von Saccharosespaltung und 5-KF-Produktion durch verschiedene FDH-

Integrationsstämme. Dargestellt sind die Verläufe der Stämme G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv 

(●), G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 inv (□) und der Einzelintegrationsmutante G. oxydans ∆mgdh::fdh inv 

(○) bei einer Kultivierung in YS-Medium mit 100 mM Saccharose bei pH 6,5 und 30 °C. A: Abnahme der 

Saccharosekonzentration durch die heterolog produzierte Invertase. B: 5-KF-Produktion aus 

Saccharose.  

3.5.3.2 Optimierung der Saccharosespaltung durch Integration von inv1417 ins Genom 

Die Ergebnisse der vorherigen Kapitel ließen vermuten, dass die erhöhte heterologe Produktion 

der membrangebundenen Fruktose-Dehydrogenasen in G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh inv zu 

einer verminderten Produktion der Invertase oder zu einem geringeren Transport des Proteins über 

die Cytoplasmamembran führte. Für die zweite Förderungsphase des 5-KF-Forschungsvorhabens 

war daher eine Umstrukturierung des Systems durch Integration von inv1417 in das Genom von 

G. oxydans geplant. Die Expression des fdhSCL-Genclusters könnte dann Plasmid-vermittelt 
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erfolgen. Sollte die vermehrte Produktion der in der Cytoplasmamembran lokalisierten FDH im 

Doppelintegrationsstamm zu einem geringeren Transport der Invertase in das Periplasma geführt 

haben, wäre neben dem bisher verwendeten starken, konstitutiven Promotor p264, der Einsatz des 

moderaten p452-Promotors (Kallnik et al. 2010) sinnvoll.  

Um einen Grundstein für diese Modifizierungen zu legen, wurden in dieser Arbeit Analysen zur 

Effizienz der heterologen FDH-Produktion unter Verwendung des Plasmids pBBR1p452-fdhSCL-

ST (Siemen 2017) durchgeführt. Dafür wurde das Konstrukt in G. oxydans transformiert und die 

Aktivität der FDH im so erstellten Stamm G. oxydans pBBR1p452-fdh photometrisch bestimmt (vgl. 

Kapitel 3.4.2). Um vergleichbare Ergebnisse unter identischen Versuchsbedingungen zu erhalten, 

wurde die FDH-Aktivität ebenfalls in den Stämmen G. oxydans fdh, G. oxydans ∆mgdh::fdh und 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh ermittelt. Aus dieser Analyse ging hervor, dass die höchste 

Aktivität in G. oxydans fdh mit einem Wert von 1,63 ± 0,02 U/mg Gesamtzellprotein vorlag (Abb. 

57). Dies war zu erwarten, da der Stamm das Plasmid pBBR1p264-fdhSCL-ST mit dem starken 

Promotor p264 trug. Durch Einsatz des moderaten Promotors p452 in G. oxydans pBBR1p452-fdh 

verringerte sich die FDH-Aktivität auf 0,84 ± 0,01 U/mg Gesamtprotein. Das Plasmid-basierte 

System mit p452-Promotor überstieg damit die Aktivität des bisherigen Ein-Stamm-Systems, für 

das ein Wert von 0,56 ± 0,06 U/mg Gesamtzellprotein ermittelt wurde (Abb. 57). Die FDH-Aktivität 

lag entsprechend zwischen jener der Stämme G. oxydans ∆mgdh::fdh und 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh, wodurch das Plasmid pBBR1p452-fdhSCL-ST potentiell für 

den Einsatz zur heterologen Proteinproduktion im Zuge der 5-KF-Synthese geeignet war.  

 

Abbildung 57: FDH-Aktivität in G. oxydans pBBR1p452-fdh. Die photometrische Bestimmung erfolgte 
mit Fruktose als Substrat und 0,15 mM DCPIP sowie 0,65 mM PMS als Ekelkronenakzeptoren. Die 
Reduktion von DCPIP wurde über die Absorptionsabnahme bei 600 nm ermittelt. Die Oxidation von 1.0 
μmol Fruktose pro min pro mg Gesamtprotein ist als eine Unit (U) der Proteinaktivität angegeben. 
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Eine Bestimmung der Effizienz von G. oxydans pBBR1p452-fdh hinsichtlich der Menge an 

gebildeter 5-KF erfolgte durch eine Kultivierung in Fruktose-haltigem Medium. Erneut wurden zum 

direkten Vergleich die Stämme G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh, G. oxydans ∆mgdh::fdh und 

G. oxydans fdh mitgeführt. Die Analyse der Kulturüberstände erfolgte mittels HPLC. Nach einer 

Kultivierungsdauer von 50 h konnte eine vollständige Umsetzung von 120 mM Fruktose zu 5-KF 

durch G. oxydans pBBR1p452-fdh detektiert werden, die in den Stämmen G. oxydans fdh und 

G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh bereits nach 30 h vorlag (Abb. 58). Diese Beobachtungen 

entsprachen aufgrund der ermittelten FDH-Aktivität den Erwartungen. Verglichen mit dem 

bisherigen Ein-Stamm-System G. oxydans ∆mgdh::fdh, lag damit jedoch eine Optimierung der 

Produktmenge und der Produktionszeit vor. G. oxydans ∆mgdh::fdh wies über den gesamten 

Kultivierungszeitraum eine Substratoxidation von 1,6 mmol L-1 h-1 auf, in G. oxydans pBBR1p452-

fdh wurde hingegen ein Wert von 2,2 mmol L-1 h-1 ermittelt. Durch G. oxydans pBBR1p452-fdh fand 

zudem eine vollständige Umsetzung der verfügbaren Fruktoseeinheiten zu 5-KF statt, da in 

Kulturüberständen des Stammes zum Ende des Experimentes keine verbleibende Fruktose 

nachgewiesen werden konnte. Die Analyse von G. oxydans ∆mgdh::fdh hingegen zeigte eine 

Restfruktosemenge von 41 mM im Medium (Abb. 58). Anhand dieser Daten kann festgehalten 

werden, dass das Plasmid pBBR1p452-fdhSCL-ST zur Produktion von 5-KF in G. oxydans, im 

Zuge einer Modifizierung des bisherigen Ein-Stamm-Systems eingesetzt werden kann.  

 

Abbildung 58: Fruktosemetabolismus in G. oxydans pBBR1p452-fdh. Um die Effizienz von 

G. oxydans pBBR1p452-fdh (■) zu ermitteln, wurde die 5-KF-Produktion im direkten Vergleich zu den 

Stämmen G. oxydans fdh (□), G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh (●) und G. oxydans ∆mgdh::fdh (○) 

bestimmt. Die Kultivierung erfolgte in YF-Medium mit 120 mM Fruktose, pH 6,5, bei 30 °C für 50 h. 

Zur weiteren Vorbereitung der Modifizierung des Ein-Stamm-Systems im Zuge der zweiten 

Förderungsphase des 5-KF-Forschungsprojekts, wurden in dieser Arbeit Deletionsvektoren zur 

chromosomalen Integration von inv1417 erstellt (vgl. Kapitel 4.8.2). Da nicht vorhersehbar war, ob 

eine einzelne Genomintegration zu einer ausreichend hohen heterologen Proteinproduktion von 
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Inv1417 führt, erfolgte die Generierung zweier Konstrukte parallel. Nachdem sich in vorherigen 

Versuchen die Integrationsorte der Gene gox0265 und gox2015 als geeignet erwiesen und eine 

Deletion dieser Gene zusätzlich den Einsatz einer Glukose-Isomerase begünstigen, wurden beide 

erneut ausgewählt. Die Konstruktion der Deletionsplasmide erfolgte mit dem bisherigen Prinzip der 

Assemblierung (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). Die Primer wurden wie zuvor durch das 

NEBuilder® Assembly Tool generiert (vgl. Kapitel 2.3.9 und 3.4.5.1).  

Für das Plasmid pKOS6b∆mgdh::inv konnten alle vier DNA-Fragmente amplifiziert werden. Unter 

Verwendung der Primer pKOS6b.F/R wurde im Agarosegel ein Fragment oberhalb der 6000 bp-

Markerbande detektiert, was der erwarteten Größe des Vektorrückgrats mit 6686 bp entsprach 

(Abb. 59 A, Spur 1,2). Die flankierenden Fragmente stromaufwärts (Abb. 59 A, Spur 3) und 

stromabwärts (Abb. 59 A, Spur 6 und 7) von gox0265 konnten mit 1000 bp generiert werden, was 

mit der berechneten Größe von 1030 bp bei Einsatz der Primer up-0265.inv-F/R bzw. down-

0265.inv-F/R, übereinstimmte. Das letzte Amplifikat, p264-inv1417, konnte mit einer passenden 

Größe von 2502 bp erstellt werden (Abb. 59 A, Spur 5). Nach erfolgter Verknüpfung der Fragmente 

unter Verwendung des NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mixes (vgl. Kapitel 2.3.9.1), wurde 

das fertige Konstrukt pKOS6b∆mgdh::inv (Abb. 59 B) in kompetente E. coli DH5α-Zellen 

eingebracht und vervielfältigt. Durch eine Sequenzierung wurde die korrekte Basenfolge des 

Plasmids abschließend bestätigt. 

 

Abbildung 59: Klonierungsschema zur Generierung von pKOS6b∆mgdh::inv. A: Visualisierung aller 

Amplifikate im Agarosegel. DNA von pKOS6b mit einer Größe von 6689 bp (Spur 1, 2). M: 1 kb DNA-

Marker (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). Amplifikate oberhalb der Gensequenz von gox0265 mit 

1030 bp (Spur 3) sowie unterhalb von gox0265 (Spur 6, 7). In Spur 5 ist das DNA-Fragment p264-

inv1417 mit der berechneten Größe von 2502 bp dargestellt. B: Plasmid pKOS6b∆mgdh::inv zur 

Deletion des Gens gox0265 und chromosomalen Integration von inv1417. Auf dem Vektorrückgrat sind 

ein tac-Promotor (ptac), eine Kanamycin-Resistenzkassette (KanR), die Gensequenzen der Cytosin-

Deaminase (codA) und der Cytosin-Permease (codB) sowie ein Mobilitätsgen (mob) enthalten.  
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Die Konstruktion des zweiten Deletionsplasmids pKOS6b∆sgdh::inv erfolgte unter Verwendung der 

Primer pKOS6b.F/R, up-2015.inv-F/R, down-2015.inv-F/R und p264-inv1417.2015-F/R, wodurch 

alle benötigten Amplifikate generiert werden konnten. Im zugehörigen Agarosegel wurden zwei 

spezifische DNA-Fragmente oberhalb der 6000 bp-Markerbande (Abb. 60 A, Spur 1,2) dem 

pKOS6b-Vektorrückgrat zugeordnet, für das die berechnete Größe bei 6689 bp lag. Die up- und 

down-Fragmente konnten mit einer Größe von jeweils 1030 bp nachgewiesen werden (Spur 3 und 

4, bzw. 9 und 10), sowie das Amplifikat für p264-inv1417 mit 2500 bp (Abb. 60 A, 5 - 8). Nach einer 

Assemblierung nach dem in Kapitel 2.3.9.1 beschriebenen Prinzip, erfolgte die Transformation des 

fertigen Plasmids pKOS6b∆sgdh::inv (Abb. 60 B) in E. coli DH5α Zellen. Mit Hilfe einer 

Sequenzierung wurde die vollständige und korrekte Konstruktion des Deletionsvektors bestätigt.  

 

Abbildung 60: Konstruktion des Deletionsvektors pKOS6b∆sgdh::inv für eine zweite Integration von 

inv1417 ins Genom von G. oxydans. A: Amplifizierung der vier benötigten DNA-Stücke. Dargestellt sind 

zwei Fragmente für den Vektor pKOS6b (6689 bp) in Spur 1 und 2, das Amplifikat up-gox2015 (1030 

bp) in Spur 3 und 4, das Integrationsfragment p264-inv1417 (2502 bp) in den Spuren 5-8 sowie die DNA 

von down-gox2015 in 9 und 10. M: 1 kb DNA-Marker der Firma NEB (Frankfurt am Main, Deutschland). 

B: Deletionsplasmid nach Verknüpfung der einzelnen Fragmente. Im Vektorrückgrat befinden sich die 

Gensequenzen für die Cytosin-Deaminase (codA) und die Cytosin-Permease (codB), eine 

Kanamycinresistenz (KanR) sowie der Promotor ptac und ein Mobilitätsgen (mob).  

Durch die Deletionsplasmide pKOS6b∆mgdh::inv und pKOS6b∆sgdh::inv, die in der vorliegenden 

Arbeit entwickelt wurden, konnte eine Grundlage für eine mögliche Umstrukturierung des Ein-

Stamm-Systems im Zuge der zweiten Förderungsphase des 5-KF-Forschungsvorhabens im Jahr 

2021 geschaffen werden. 
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4. Diskussion 

Mit dem heutigen Forschungsstand können immer mehr Krankheiten auf einen übermäßigen 

Konsum von Zuckern und eine hoch-kalorische Ernährungsweise zurückgeführt werden (Montonen 

et al. 2007; Brownell et al. 2009; Malik und Hu 2012; MacDonald 2016; Mooradian et al. 2017). Der 

häufige Verzehr zuckerreicher Lebensmittel wirkt sich beispielsweise ungünstig auf die 

Zahngesundheit aus und fördert die Bildung von Karies (Woodward und Walker 1994; Burt und Pai 

2001; Marshall et al. 2007; Tandel 2011). Ein übermäßiger Zuckerkonsum steht jedoch auch im 

Zusammenhang mit der Entstehung von Übergewicht, Fettleibigkeit und Diabetes melitus Typ 2 

(Nielsen und Popkin 2004; Montonen et al. 2007; Hu und Malik 2010; MacDonald 2016; Stanhope 

2016). In den letzten Jahrzehnten hat die Prävalenz der genannten Krankheitsbilder enorm 

zugenommen, weshalb diese mittlerweile zu den größten gesundheitliche Problemen der heutigen 

Gesellschaft zählen (Montonen et al. 2007; Malik et al. 2006; Hu und Malik 2010). Nach Angaben 

der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) hat sich das weltweite 

Auftreten von Fettleibigkeit seit 1975 fast verdreifacht. Im Jahr 2016 litten 39 % aller Erwachsenen 

weltweit an Übergewicht sowie 13 % an Fettleibigkeit. Dies betraf zudem 0,7 % aller Kinder unter 

5 Jahren im Jahr 2019 (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight, 

aktueller Stand von April 2020). Die Anzahl der Diabeteserkrankungen ist sogar fast um das 

Vierfache gestiegen. Während die Stoffwechselstörung 1980 weltweit bei etwa 108 Millionen 

Menschen diagnostiziert wurde, waren im Jahr 2014 schon 422 Millionen Menschen erkrankt 

(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/diabetes, aktueller Stand von Juni 2020). Die 

Zunahme dieser Krankheitsbilder resultiert auch in einem Anstieg schwerwiegender 

Folgeerkrankungen. Übergewicht und Fettleibigkeit können die Entstehung von Herzkrankheiten, 

Schlaganfällen, Arthritis, Diabetes und verschiedene Arten von Krebs fördern, während eine 

Diabeteserkrankung das Risiko einer Erblindung sowie Leberversagen und Herzinfarkten erhöht 

(Trautner et al. 1997; Bianchini et al. 2002; Kenchaiah et al. 2002; Barrett-Connor 2003; El-serag 

et al. 2004; Sarwar et al. 2010).  

Einen Grund für die Aufnahme hoher Zuckermengen, vor allem Saccharose und Fruktose (Abb. 61 

A), stellt der Zusatz dieser Stoffe in Konsumgütern, wie beispielsweise süße Getränke, Backwaren 

und Fertigprodukte durch die Lebensmittelindustrie dar (Livesey und Taylor 2008; Hu und Malik 

2010; Malik et al. 2010; Aragno und Mastrocola 2017; Carocho et al. 2017). Dadurch wird eine 

Geschmacksverbesserung der Produkte erreicht, was zu einem erhöhten Verzehr führt (Wang et 

al. 2009; Fortuna 2012; Blum et al. 2014) und die Verkaufszahlen steigert (Carocho et al. 2017). 

Vor allem Cola, Limonade und Säfte werden in der heutigen Gesellschaft nahezu jeden Tag und 

in hohen Mengen verzehrt und erhöhen daher auch die tägliche Zuckeraufnahme enorm (Hu und 

Malik 2010; Malik et al. 2010). Dadurch bestehen (am Beispiel der USA) etwa 30 % der 

aufgenommen Kohlenhydrate aus Zuckerzusätzen (Welsh et al. 2010), was die empfohlene Menge 

der WHO um mehr als das Dreifache übersteigt (Mooradian et al. 2017).  
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Das zunehmende Bewusstsein der Weltbevölkerung über die negativen Gesundheitsfolgen im 

Zusammenhang mit einer zuckerreichen Ernährung führt zu einer erhöhten Nachfrage an 

gesünderen Alternativen (Malik et al. 2006; Brownell et al. 2009; Fung et al. 2009; Malik et al. 2010; 

Yang et al. 2014; Aragno und Mastrocola 2017). Der Austausch kalorienreicher Zucker in 

Konsumgütern durch kalorienarme oder kalorienfreie Süßstoffe ist in diesem Zusammenhang von 

großem Interesse (Montonen et al. 2007; Vartanian et al. 2007; Blum et al. 2014; Mooradian et al. 

2017). Daher beschäftigte sich die vorliegende Arbeit mit der Generierung und Optimierung eines 

Expressionsstammes zur Synthese des alternativen Süßungsmittels 5-KF im industriellen 

Maßstab.  

4.1 Einsatz von Zuckerersatzstoffen in Lebensmitteln 

4.1.1 Synthetisch hergestellte Süßstoffe 

Süßungsmittel synthetischer Herkunft sind durch eine extrem hohe Süßkraft charakterisiert (hoch-

intensive Süßstoffe), die in Relation zu Saccharose gemessen wird. Zu dieser Gruppe zählen unter 

anderem Acesulfam K, Aspartam und Saccharin, deren Süßkraft 200- bis 300-mal so hoch ist wie 

Saccharose sowie die etwa 800-mal süßere Sucralose (Carocho et al. 2017; Mooradian et al. 2017) 

(Abb. 61 B). Ein Vorteil dieser hohen Intensität ist, dass alle genannten Verbindungen nur in 

geringen Mengen ins Lebensmittel eingesetzt werden müssen und deshalb keinen kalorischen 

Wert besitzen (Cardello et al. 1999; Kuhn et al. 2004; Mooradian et al. 2017).  

Acesulfam K, Saccharin und Sucralose werden als kalorienfreie Alternative zu Fruktose und 

Saccharose in Fruchtsäften, verarbeiteten Früchten, Marmeladen, Süßigkeiten und Backwaren 

oder als Süßstoff für Kaffee und Tee eingesetzt (Whysner und Williams 1996; Takayama et al. 

1998; Swithers 2013; Carocho et al. 2017). Alle drei Verbindungen können nicht vom Menschen 

verstoffwechselt werden, weshalb diese unverändert über den Urin ausgeschieden werden 

(Shankar et al. 2013; Carocho et al. 2017). Lebensmittel, die durch Acesulfam K, Saccharin oder 

Sucralose gesüßt wurden, weisen jedoch einen bitteren, künstlichen Nachgeschmack auf, der 

einen Nachteil dieser Verbindungen darstellt (Kuhn et al. 2004; Carocho et al. 2017; Mooradian et 

al. 2017). Aspartam zeichnet sich hingegen durch eine angenehme Süße aus und wird daher 

gegenüber den anderen genannten Verbindungen bevorzugt in Lebensmitteln eingesetzt (Carocho 

et al. 2017). Das bekannteste Beispiel ist die Verwendung des Süßstoffs in Pepsi-Cola, die 

aufgrund des Geschmacks besonders beliebt bei den Konsumenten ist (Carocho et al. 2017). Dem 

entgegen steht jedoch eine unklare und immer wieder hinterfragte Gesundheitslage. Aspartam 

besteht aus den Aminosäuren L-Phenylalanin und L-Asparaginsäure, die über eine 

Methylesterbindung miteinander verknüpft sind (Shankar et al. 2013; Carocho et al. 2017). Der 

Einsatz des Süßstoffs in Lebensmitteln muss entsprechend besonders gekennzeichnet werden, 

da der Verzehr für Menschen mit Phenylketonurie nicht empfohlen wird (Shankar et al. 2013). Die 

Verbindung steht zudem im Verdacht, auch für gesunde Konsumenten negative Auswirkungen zu 

haben. Einige Studien deuten beispielsweise darauf hin, dass der Einsatz in Lebensmitteln mit 
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einem pH-Wert über 6 zur Bildung von Diketopiperazin führen kann und dadurch als krebserregend 

gelten könnte (George et al. 2010; Rycerz und Jaworska-Adamu 2013). Auch Toxizitätsstudien an 

Mäusen und Ratten bieten viele Anhaltspunkte für gesundheitliche Risiken, da Aspartam sich in 

diesen Tieren als giftig für Nieren und Leber herausgestellt hat. Diese Studien formulierten 

außerdem eine potentiell krebserregende Wirkung und eine Schädigung der Nerven (Soffritti et al. 

2010; Ashok et al. 2014; Saleh 2014; Okasha 2016). Zudem konnte eine häufige Einnahme dieses 

Süßstoffs mit Veränderungen der Darmmikrobiota in Verbindung gebracht werden und zu 

Glukoseintoleranzen führen (Suez et al. 2014). Weiterhin wurden Interaktionen mit 

Geschmacksrezeptoren entdeckt, die eine Insulinsekretion auslösen und damit das Risiko von Typ-

2-Diabetes erhöhen können (Murray et al. 2016; Pepino 2015). Andere Studien hingegen belegten 

die Sicherheit von Aspartam (Kirkland und Gatehouse 2015). Auch für Acesulfam K, Saccharin und 

Sucralose wurden potentielle negative Auswirkungen auf die Gesundheit durch einen 

regelmäßigen Verzehr untersucht. Da viele Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen, ist 

eine eindeutige Einschätzung jedoch nur schwer möglich. Für Acesulfam K und Saccharin wurden 

in einigen Untersuchungen allgemeine Unverträglichkeiten in Folge eines übermäßigen Konsums 

beschrieben (Carocho et al. 2017). Ein Verzehr von Sucralose in hohen Mengen konnte in Studien 

mit dem Auftreten von Migräne, Beschwerden des Magen- und Darmtraktes sowie einer Hemmung 

des Wachstums wichtiger Darmbakterien in Verbindung gebracht werden (Carocho et al. 2017). 

Andere Untersuchungen beschrieben hingegen ein geringes gesundheitliches Risiko durch den 

Konsum von Sucralose und befürworten den Einsatz als Zuckerersatz in Lebensmitteln (Grotz und 

Munro 2009; Berry et al. 2016). Eine Toxizität konnte für Acesulfam K, Saccharin und Sucralose 

ausgeschlossen werden (Shankar et al. 2013, Carocho et al. 2017; Mooradian et al. 2017). 

Die widersprüchliche Datenlage zu den potentiellen Folgen eines regelmäßigen Verzehrs 

synthetischer Süßungsmittel sorgt vermehrt zu Misstrauen und Unsicherheiten bei Konsumenten 

(Paolini et al. 2017). Neben der unklaren Gesundheitsgefährdung liegt dies vor allem an dem mit 

dem Verzehr verbundenen, häufig beschriebenen künstlichen oder bitteren Nachgeschmack (Kuhn 

et al. 2004; Chattopadhyay et al. 2014). Zudem muss auch die Auswirkung und Prävalenz von 

Saccharin, Acesulfam K und Sucralose auf die Umwelt bedacht werden (Carocho et al. 2017). Dies 

ist vor allem relevant, da eine Verstoffwechselung durch den Menschen und die Darmmikrobiota 

nicht erfolgen kann und die Verbindungen somit unverändert über den Urin ausgeschieden werden 

und in großen Mengen in die Abwässer gelangen (Shankar et al. 2013; Carocho et al. 2017; Yin et 

al. 2017). Besonders die chlororganische Verbindung Sucralose kann in der Umwelt nur sehr 

langsam abgebaut werden (Shankar et al. 2013; Carocho et al. 2017; Yin et al. 2017). 

Zusammengefasst wird deutlich, dass die kalorieneinsparende Eigenschaft der Verbindungen die 

Nachteile dieser nicht überwiegt, weshalb die Nachfrage an gesünderen, natürlich vorkommenden 

Zuckeralternativen mit süßem Geschmack stetig steigt (Weihrauch und Diehl 2004; Philippe et al. 

2014; Paolini et al. 2017; Carocho et al. 2017).  
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Abbildung 61: Übersicht über die Strukturformeln hochkalorischer Zucker im Vergleich zu 

synthetischen und natürlichen Süßungsmitteln als Zuckeralternative. A: Darstellung der kalorienreichen 

Zucker Fruktose, Saccharose und Glukose. B: Strukturformeln der in dieser Arbeit thematisierten 

synthetischen Süßstoffe. C: Die Zuckeralkohole Xylitol, Erythritol und Sorbitol als natürliche 

Zuckerersatzstoffe. D: Natürlich vorkommende seltene Zucker, darunter 5-KF, Allulose und Tagatose.  
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4.1.2 Zuckerersatzstoffe natürlicher Herkunft 

Pflanzliche Süßungsmittel gelten allgemein aufgrund ihres natürlichen Vorkommens in einigen 

Konsumgütern als weniger gesundheitsgefährdend und verträglicher (Philippe et al. 2014; Carocho 

et al. 2017; Mooradian et al. 2017), weshalb die Suche nach solchen Verbindungen in den letzten 

Jahren stark zugenommen hat. Generell besitzen natürliche Zuckerersatzstoffe im Vergleich zu 

synthetischen Süßungsmitteln einen kalorischen Wert, sind dafür aber durch eine natürliche Süße 

ohne künstlichen Nachgeschmack charakterisiert. Der Kaloriengehalt ist jedoch um ein Vielfaches 

geringer als jener von Fruktose und Saccharose.  

Eine Ausnahme unter den natürlichen Süßstoffen bilden Steviolglykoside, die aus Blättern der 

Pflanze Stevia rebaudiana extrahiert werden können (Brandle et al. 1998; Kroyer 2010; Shankar 

et al. 2013; Samuel et al. 2018). Da diese Verbindungen durch eine hohe Süßkraft charakterisiert 

sind (300-mal intensiver als Saccharose), müssen nur geringe Mengen in Lebensmitteln eingesetzt 

werden, weshalb Stevioglykoside als kalorienfrei deklariert werden können (Kroyer 2010; González 

et al. 2014; Hellfritsch et al. 2012; Mooradian et al. 2017). Genau wie synthetische Süßungsmittel 

weisen Stevioglykoside jedoch einen stark bitteren und sehr künstlichen Nachgeschmack auf 

(Savita et al. 2004; Yadav et al. 2011; Espinoza et al. 2014). Um einen besseren Geschmack zu 

erzeugen, werden Lebensmittel häufig zusätzlich mit Fruktose versehen, wodurch diese Produkte 

im Endeffekt nur 20 - 50 % weniger Zucker enthalten (Gao et al. 2016; DuBois und Prakash 2012; 

Samuel et al. 2018). Stevioglykoside stellen daher keine optimale Zuckeralternative dar. Die 

Zuckeralkohole Xylitol, Sorbitol und Erythritol (Abb. 61 C) sind in geringen Mengen natürlicherweise 

in Früchten und Beeren vorhanden (Ghosh und Sudha 2012). Ihre Süßkraft liegt, in Abhängigkeit 

der jeweiligen Verbindung, zwischen 40 - 90 % in Relation zu Saccharose (Chattopadhyay et al. 

2014; Mooradian et al. 2017). Im Vergleich zu synthetischen Süßungsmitteln führt ein Austausch 

herkömmlicher Zucker durch diese Zuckeralkohole nur zu einer leichten Reduktion der Kalorien 

(Munro et al. 1998; Chattopadhyay et al. 2014). Auch die in geringen Mengen in der Natur 

vorkommenden, seltenen Zucker Allulose und Tagatose (Abb. 61 D) eignen sich als Ersatz von 

Saccharose und Fruktose in Lebensmitteln (Izumori 2002, Levin 2002; Sun et al. 2007). Tagatose 

ist natürlicherweise in pulverisierter Kuhmilch, Kakao und einer Vielzahl von Käsesorten, Joghurts 

und anderen Milchprodukten vorhanden (Richards und Chandrasekhara 1960; Troyano et al. 1992; 

Mendoza et al. 2005; Oh 2007). Dieser seltene Zucker hat einen geringen kalorischen Wert, da die 

Verbindung nur teilweise vom Menschen verstoffwechselt werden kann (Normén et al. 2001). 

Tagatose ist außerdem von einigen Darmbakterien zu kurzkettigen Fettsäuren metabolisierbar, die 

anschließend im Darm des Konsumenten resorbiert und als C-Quelle genutzt werden (Normén et 

al. 2001). Das Fruktosederivat Allulose kommt in der Natur in sehr geringen Mengen in 

getrockneten Feigen, Kiwis und Rosinen vor (Zhang et al. 2016). Die Verbindung besitzt 70 % der 

Süßkraft von Saccharose und gilt als sehr kalorienarm, da nur geringe Mengen metabolisiert 

werden können (Hossain et al. 2015; Zhang et al. 2016). Xylitol, Sorbitol und Erythritol, als auch 

Tagatose und Allulose können außerdem nach dem bisherigen Forschungsstand nicht von 
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Bakterien der Oralflora metabolisiert werden, weshalb diese Verbindungen als zahnfreundlich 

gelten (Levin 2002; Mooradian et al. 2017). Zudem sind diese Süßstoffe durch einen natürlichen 

Zuckergeschmack charakterisiert, was einen Vorteil gegenüber Stevioglykosiden, Acesulfam K, 

Sucralose und Saccharin darstellt (Chattopadhyay et al. 2014). Auch die Auswirkungen eines 

übermäßigen Verzehrs auf die menschliche Gesundheit sind in allen Fällen im Vergleich zu 

synthetischen Süßstoffen geringer. Dennoch wurden bei einem erhöhten Konsum von Xylitol, 

Sorbitol oder Erythritol Magen-Darm-Beschwerden und Durchfall beschrieben (Mooradian et al. 

2017). Tagatose besitzt bereits den GRAS-Status und der Verbindung konnten auch bei einer 

übermäßigen Einnahme keine toxischen Effekte oder negative Auswirkungen auf den Magen-

Darm-Trakt zugeschrieben werden (Levin 2002). Allulose steht derzeit vermehrt im Interesse der 

Forschung und Lebensmittelindustrie. Der Einsatz des Süßstoffs in Konsumgütern gilt bisher 

aufgrund der Ergebnislage in Fütterungsstudien an Ratten als unbedenklich (Mu et al. 2012). In 

mehreren Studien wurden auch bei hohen Verzehrmengen bislang keine Nebenwirkungen oder 

negative Auswirkungen auf den Magen-Darm-Trakt beobachtet (Hossain et al. 2015; Zhang et al. 

2016). 

Durch den Einsatz natürlicher Süßungsmittel in Lebensmittel kann das Risiko von Zucker-

assoziierten Erkrankungen sowie eine übermäßige Kalorienzufuhr reduziert werden. Obwohl diese 

Verbindungen, mit Ausnahme von Stevia, einen eigenen kalorischen Wert aufweisen, besitzen sie 

einige Vorteile gegenüber den kalorienfreien synthetischen Süßstoffen. Dazu zählt der natürlich 

süße Geschmack, ohne bitteren oder künstlichen Nachgeschmack (Ausnahme Stevia), aber auch 

ein geringeres Gesundheitsrisiko bei regelmäßigem Verzehr. Vor allem natürlich vorkommende, 

seltene Zucker, wie Allulose und Tagatose weisen in diesem Punkt deutliche Vorteile gegenüber 

allen anderen Verbindungen auf. Daher ist die Suche nach weiteren kalorienarmen, natürlich 

vorkommenden, seltenen Zuckerverbindungen mit neutralem Geschmack und die Entwicklung 

geeigneter Produktionsprozesse aktuell von großer Bedeutung (Weihrauch und Diehl 2004; 

Philippe et al. 2014; Carocho et al. 2017; Mooradian et al. 2017). 

4.1.3 Die natürliche Verbindung 5-KF als alternatives Süßungsmittel 

Eine vielversprechende Alternative zu den kalorienreichen Zuckern Saccharose, Glukose und 

Fruktose sowie den synthetischen und den genannten natürlichen Süßstoffen, stellt 5-KF dar. Das 

Derivat der Fruktose (vgl. Abb. 61 D) zählt wie Allulose und Tagatose zu den natürlich 

vorkommenden, seltenen Zuckern und weist daher ein großes Potential auf. Um die Verbindung 

als Lebensmittelzusatz nutzbar zu machen, wurde im Zuge dieser Arbeit ein Prozess entwickelt, 

der die industrielle Produktion von 5-KF aus den kalorienreichen Zuckern Fruktose und Saccharose 

ermöglichte.  

4.1.3.1 Eigenschaften von 5-KF und Vorkommen in der Natur 

Das alternative Süßungsmittel 5-KF kann in verschiedenen Lebensmitteln nachgewiesen werden, 

darunter Essig, Rot- und Weißwein, Traubensauft, Holunderblütensirup und Honig (Burroughs und 



 

104 
 

Sparks 1973; Barbe et al. 2001; Blasi et al. 2008; Siemen 2017). Als natürlicher Inhaltsstoff gilt 5-

KF als wesentlich verträglicher als beispielsweise synthetische Produkte. Die Verbindung zeichnet 

sich zudem durch einen natürlich süßen Geschmack, ohne bitteren Nachgeschmack, aus. Mit Hilfe 

eines Sensorik-Panels konnte bestimmt werden, dass 5-KF nachweislich süßer ist als Saccharose 

und eine vergleichbare Intensität und Süße zu Fruktose aufweist (Stone und Oliver 1969; Herweg 

et al. 2018). Der Schwellenwert der Süßkraft des alternativen Süßstoffs lag mit 16,4 mmol/L 

geringfügig höherer als jener von D-Fruktose mit 10,2 mmol/L. Innerhalb der sensorischen Tests 

war daher eine Unterscheidung der beiden Substanzen hinsichtlich ihrer Süßkraft nicht möglich 

(Herweg et al. 2018). Diese Eigenschaften unterstreichen das Potential von 5-KF als optimales 

Süßungsmittel. Der natürlich süße Geschmack und das Vorkommen in der Natur stellt dabei nicht 

nur einen Vorteil gegenüber synthetischen Süßungsmitteln und Steviolglykosiden dar, sondern ist 

auch eine wichtige Voraussetzung für die Akzeptanz der Verbraucher (Herweg et al. 2018). 

4.1.3.2 Verstoffwechselung und kalorischer Wert von 5-KF 

Eine entscheidende Rolle für die Eignung einer Verbindung als alternatives Süßungsmittel spielt 

die Verstoffwechselung im menschlichen Körper. Zur Verwertbarkeit von 5-KF lagen vergleichend 

zu der Metabolisierung von Fruktose bereits erste Ergebnisse vor, die das Potential des Süßstoffs 

weiter unterstreichen. Fruktose wird im Menschen hauptsächlich über die Leber verstoffwechselt 

(Heinz et al. 1968; Chen und Whistler 1977). Nach der Aufnahme gelangt Fruktose in den 

Dünndarm und von dort über spezifische Glut5-Transporter in die Darmzellen (Chen und Whistler 

1977). Aus den Darmzellen wird die Verbindung über Glut2-Transporter resorbiert und über die 

Blutgefäße zur Leber (75 %) und zur Niere (15 %) transportiert. Im nächsten Schritt erfolgt der 

Fruktosemetabolismus durch eine Phosphorylierung von Fruktose zu Fruktose-1-Phosphat über 

Fruktokinasen der Leber (D-Fruktose-1-Phosphotransferase, EC 2.7.1.3) (Heinz et al. 1968; Chen 

und Whistler 1977). Anschließend wird Fruktose-1-Phosphat von der Aldolase-1-B (EC 4.1.2.13) 

zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd (GA) gespalten (Heinz et al. 1968; 

Chen und Whistler 1977). DHAP kann direkt über mehrere Schritte zu Pyruvat umgesetzt werden. 

GA wird unter ATP Verbrauch durch die Glycerinaldehyd-Kinase erneut phosphoryliert und 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GA3P) letztlich ebenfalls zu DHAP umgewandelt (Heinz et al. 1968; 

Chen und Whistler 1977).  

Vermutlich kann 5-KF ebenfalls über die Zellen des Dünndarms in die Blutbahn gelangen und auf 

diesem Weg an die verschiedenen Organe verteilt werden. Es konnte belegt werden, dass 5-KF 

von der Fruktokinase der Leber als Substrat genutzt und unter ATP-Verbrauch zu 5-KF-1-Phosphat 

umgesetzt werden kann (Englard et al. 1972; Avigad und Englard 1975). Das Produkt kann nach 

der Phosphorylierung zwar an die Aldolase-1-B binden, eine Spaltung der Verbindung fand jedoch 

nachweislich nicht statt (Englard et al. 1972). Eine andere Studie zeigte, dass 5-KF-1-Phosphat 

durch Phosphokinasen der Muskulatur (D-Fruktose-6-Phosphat-1-Phosphotransferase, EC 

2.7.1.11) unter ATP Verbrauch ein weiteres Mal phosphoryliert werden kann (Avigad und Englard 

1975). Das Produkt 5-KF-Diphosphat wird jedoch erneut nicht durch Aldolasen gespalten und 
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ebenfalls nicht weiter verwertet (Avigad und Englard 1975). Nach dem bisherigem Forschungstand 

könnte 5-KF daher als kalorienfreie Substanz eingestuft werden (Englard et al. 1972; Avigad und 

Englard 1975; Wyrobnik und Wyrobnik 2009; Wyrobnik et al. 2013), jedoch bedarf diese Aussage 

weiterer Untersuchungen.  

Bei der Bestimmung des kalorischen Wertes muss zusätzlich zur Verwertbarkeit durch den 

menschlichen Metabolismus auch die Fähigkeit zum Abbau von 5-KF durch die Darmmikrobiota 

bewertet werden. Durch die Bildung kurzkettiger Fettsäuren, wie Propionat, Acetat oder Butyrat, 

die anschließend vom Menschen verwertet werden können (Scheppach 1994), würde 5-KF folglich 

einen geringen kalorischen Wert aufweisen. Nach dem bisherigen Forschungsstand kann 5-KF von 

15 der am häufigsten vorkommenden Bakterien der Darmmikrobiota nicht verstoffwechselt und zu 

kurzkettigen Fettsäuren umgesetzt werden (persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.). 

Diese Beobachtung schließt unter anderem die Bakterienarten Bacteroides vulgatus, Prevotella 

copri und Ruminococcus gnavus ein, die als dominierende Spezies der drei diskreten Enterotypen 

der Darmmikrobiota angesehen werden (Arumugam et al. 2011). Weitere relevante 

Darmorganismen, darunter Akkermansia muciniphila, Clostridium leptum, Bifidobacterium (B.) 

adolescentis, Parabacteroides johnsonii, E. coli K12 und Lactobacillus reuteri, zeigten ebenfalls 

kein Wachstum mit 5-KF als Substrat (persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.). Eine 

Reduktion der Verbindung konnte in allen Fällen zusätzlich mittels HPLC ausgeschlossen werden 

(persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.), weshalb 5-KF bisher als kalorienfrei eingestuft 

werden könnte. In diesem Fall würde 5-KF eine Besonderheit innerhalb der natürlich 

vorkommenden Süßungsmittel darstellen. Die vorliegenden Daten zur Verwertbarkeit des 

alternativen Süßungsmittels durch die Darmmikrobiota lassen weitere wichtige Rückschlüsse zu 

potentiellen Nebenwirkungen oder gesundheitlichen Risiken zu. Da 5-KF nach bisherigem 

Forschungsstand nicht als Wachstumssubstrat einer bestimmten Organismengruppe innerhalb der 

Darmmikrobiota genutzt werden kann, führt dies dort vermutlich nicht zu Wachstumsvorteilen von 

spezifischen Bakterienarten. Schwankungen des mikrobiellen Gleichgewichtes, welche die 

Verdauung und das allgemeine Wohlbefinden beeinträchtigen können (Suez et al. 2014), sind 

daher durch den Verzehr von 5-KF bisher auszuschließen.  

4.2 Stand der 5-KF-Produktion zu Beginn dieser Arbeit 

Die Verbindung 5-KF wurde erstmals in den 60er Jahren in Kultivierungen von G. cerinus in 

Fruktose-haltigem Medium und als Nebenprodukt bei der Kojisäure-Fermentation aus Sorbose 

mittels Acetobacter-Spezies nachgewiesen (Weidenhagen und Bernsee 1960; Terada et al. 1961). 

Wenige Jahre später wurde die Synthese des alternativen Süßstoffs in weiteren Organismen 

entdeckt, darunter G. thailandicus (früher G. suboxydans) und Pseudomonas convexa (Sato et al. 

1969; Longley und Perlman 1972) sowie G. cerinus und G. japonicus NBRC3260 (Englard und 

Avigad 1965; Yamada et al. 1966; Ameyama et al. 1981). Als Schlüsselenzym der 5-KF-Produktion 

aus Fruktose konnte eine membrangebundene Fruktose-Dehydrogenase (EC 1.1.99.11, FDH) 

identifiziert werden (Englard und Avigad 1965). Das Enzym setzt sich aus drei Untereinheiten 
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zusammen, von denen FdhL und FdhS im Periplasma lokalisiert sind (Ameyama et al. 1981) (vgl. 

Kapitel 1.3, Abb. 1). FdhL besitzt N-terminal den Cofaktor FAD und stellt das aktive Zentrum des 

Enzyms dar (Ameyama et al. 1981). Die Verankerung von FdhS und FdhL mit der 

cytoplasmatischen Membran erfolgt über eine C-terminale Helix der Untereinheit FdhC (Ameyama 

et al. 1981). FdhC (Cytochrom c) weist außerdem drei Häm c-Bindemotive auf (Ameyama et al. 

1981). Durch den Aufbau der membranständigen Dehydrogenase kann Fruktose direkt im 

Periplasma des Organismus am aktiven Zentrum FdhL zu 5-KF oxidiert werden (vgl. Kapitel 1.3, 

Abb. 1). Bei dieser Reaktion wird FAD zu FADH2 reduziert. FADH2 wird anschließend regeneriert. 

Die freigesetzten Elektronen werden erst an Häm c der FdhC-Untereinheit abgegeben (Bollella et 

al. 2018) und dann über den Ubichinonpool der Membran direkt in die Atmungskette eingespeist 

(Deppenmeier und Ehrenreich 2009). Sauerstoff stellt dabei den finalen Elektronenakzeptor dar 

(vgl. Kapitel 1.3, Abb. 1). Da die Fruktose-Dehydrogenasen der Stämme G. cerinus und 

G. japonicus NBRC3260 durch eine hohe Substratspezifität und Sensitivität gegenüber Fruktose 

charakterisiert werden konnten, wurde die FDH hauptsächlich als Biosensor zur Detektion von 

Fruktose in Lebensmitteln eingesetzt (Ameyama et al. 1981; Ikeda et al. 1990; Matsumoto et al. 

1986; Murata et al. 2009; Trivedi et al. 2009). Die Produktion und Anwendung von 5-KF als Produkt 

des Enzyms blieb hingegen weitgehend unbeachtet, weshalb bis vor einigen Jahren nur wenige 

Verfahren zur Produktion der Verbindung entwickelt wurden (Huwig et al. 1994; Heinen et al. 1997; 

Schneider et al. 2012; Kawai et al. 2013) (vgl. Kapitel 1.3). Zur Synthese des alternativen Süßstoffs 

wurde daher in einer früheren Studie der Stamm G. oxydans fdh generiert, der die Oxidation von 

Fruktose durch eine Plasmid-vermittelte heterologe Produktion der FDH ermöglichte (Siemen et al. 

2018). Aus dem Substrat Fruktose war mit diesem Stamm der erste, biotechnologische 

Produktionsprozess im industriellen Maßstab möglich, mit dem Ausbeuten von bis zu 0,98 g 5-

KF/g Fruktose erzielt werden konnten (Herweg et al. 2018).  

Zur Erweiterung des Produktionsprozesses auf das alternative Substrat Saccharose, wurde ein 

Zwei-Stamm-System entwickelt (Siemen et al. 2018), das auf der Co-Kultivierung der Stämme 

G. oxydans fdh und G. oxydans ΔtolB sacC basierte (Abb. 62). Um die Zusammensetzung dieses 

Systems zu erklären, muss zuerst die Aufnahme und der Metabolismus von Saccharose in 

G. oxydans betrachtet werden. Der Wildtyp-Stamm ist natürlicherweise aufgrund fehlender Gene 

nicht befähigt, das Disaccharid zu hydrolysieren (Prust et al. 2005; Kosciow 2017; Siemen et al. 

2018). Zudem fehlen spezifische Transporter zur aktiven Aufnahme von Saccharose in die Zelle 

(Prust et al. 2005), weshalb eine Metabolisierung der Verbindung ausgeschlossen werden kann. 

Mono- und Disaccharide können aufgrund ihres Molekulargewichtes jedoch über Porine der 

äußeren Membran ins Periplasma gelangen, was für Saccharose in verschiedenen Studien 

bestätigt wurde (Kosciow 2017; Siemen et al. 2018). Um eine Saccharosespaltung als initialen 

Schritt der 5-KF-Produktion im Zwei-Stamm-System zu gewährleisten, wurde G. oxydans ΔtolB 

sacC (Kosciow 2017) verwendet. Dieser Stamm war Plasmid-vermittelt zur heterologen Produktion 

der Sucrase SacC aus Z. mobilis befähigt, wodurch Saccharose im Periplasma zu Fruktose und 

Glukose gespalten wurde (Abb. 62). Der Transport des Enzyms aus dem Cytoplasma erfolgte Sec-
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abhängig durch eine eingefügte Signalsequenz der Pektatlyase B (PelB) aus P. carotovora. Eine 

Besonderheit des eingesetzten Stammes war die Deletion des Gens gox1687, das für das Protein 

TolB kodierte (Kosciow et al. 2016). Da TolB an der Integrität und Stabilität der äußeren Membran 

beteiligt ist (Lazzaroni et al. 1999), resultierte die Deletion von gox1687 in einer erhöhten 

Durchlässigkeit der äußeren Membran (Kosciow et al. 2016). Zudem lag eine gesteigerte Sekretion 

von SacC ins Periplasma und den extrazellulären Raum vor (Siemen et al. 2018). Für die Synthese 

von 5-KF wurde G. oxydans fdh in das Zwei-Stamm-System integriert, wodurch Fruktose im 

Periplasma dieses Stammes an der heterolog produzierten membrangebundenen FDH zu 5-KF 

oxidiert werden konnte (Abb. 62). Die aus der Saccharosespaltung resultierende Glukose diente 

beiden Stämmen zur Energiekonservierung und zur Bildung von Biomasse. Als Produkte des 

Glukosemetabolismus beider Stämme wurden außerdem 2- und 5-Ketoglukonat sowie Acetat 

identifiziert (Siemen et al. 2018). 

 

Abbildung 62: Schematische Darstellung der Saccharosespaltung und 5-KF-Produktion im Zwei-

Stamm-System. G. oxydans ΔtolB sacC produziert heterolog die extrazelluläre Sucrase SacC, wodurch 

eine periplasmatische Saccharosespaltung ermöglicht wird. Fruktose kann anschließend über Porine 

der äußeren Membran ins Periplasma von G. oxydans fdh gelangen und dort über die heterolog 

produzierte FDH direkt membranständig zu 5-KF oxidiert werden. Glukose dient beiden Stämmen zur 

Energiekonservierung und Produktion von Biomasse. Die Produkte können anschließend im Medium 

akkumulieren. Die Bildung von 2- und 5-Ketoglukonat sowie Acetat ist nicht dargestellt. 

Obwohl durch das Zwei-Stamm-System in einigen Kultivierungen hohe Produktausbeuten erzielt 

wurden, konnten Schwachstellen in der Co-Kultivierung identifiziert werden. Die einzelnen Stämme 

wiesen häufig ein unterschiedliches Wachstumsverhalten auf, was zu geringen Aktivitäten der 

Schlüsselenzyme FDH oder SacC führen konnte. Dies wiederum resultiere in einer reduzierten 

Substratumsetzung und beeinflusste damit die Stabilität und Effizienz des Produktionsprozesses 

negativ. Der Einsatz der TolB-Deletionsmutante könnte diese Wachstumsunterschiede zudem 
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begünstigen, da Stämme mit verringerter Membranintegrität häufig eine erhöhte Sensitivität 

gegenüber toxischen Verbindungen wie Antibiotika aufweisen (Llamas et al. 2000; Cascales et al. 

2002). Eine Verwendung von Kanamycin im Produktionsprozess war mit dem Zwei-Stamm-System 

jedoch erforderlich. Die größte Schwachstelle des Systems stellte die Saccharosespaltung durch 

das rekombinante Enzym SacC als initialen Schritt der 5-KF-Produktion dar. Unter Verwendung 

der eingefügten Signalsequenz von PelB lag die heterolog in G. oxydans ΔtolB sacC produzierte 

Sucrase im Periplasma nur mit geringen Aktivitäten vor, weshalb keine ausreichend effiziente 

Hydrolyse des Substrats erfolgte. Dies wirkte sich entsprechend negativ auf die 5-KF-Produktion 

aus. Das Zwei-Stamm-System war daher für den industriellen Einsatz noch nicht optimal 

angepasst, weshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene Optimierungen und 

Weiterentwicklungen zur Etablierung eines Ein-Stamm-Systems für die 5-KF-Synthese aus 

Saccharose durchgeführt wurden.  

4.3 Saccharose als alternatives Substrat für die 5-KF-Produktion 

Der Einsatz von Saccharose als Substrat für die Produktion von 5-KF bringt mehrere positive 

Aspekte mit sich. Zum einen würde die Verwendung des alternativen Substrats eine Reduktion der 

Kosten ermöglichen. Das Disaccharid Saccharose bietet gegenüber Fruktose in kristalliner Form 

keinen großen preislichen Vorteil. Die handelsüblichen Kosten für 1 kg hochreine Saccharose 

liegen bei etwa 15 Euro, der Kilopreis von Fruktose bei ca. 18 Euro (Preise der Firma Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland, Stand im November 2020). Als Substrat kann jedoch auch 

Haushaltszucker verwendet werden, welcher etwa 99 % Saccharose enthält. Der Kilopreis dafür 

liegt bei ca. 72 Cent, wodurch die Produktionskosten erheblich reduziert werden können. Ein 

weiterer Aspekt für die Etablierung eines industriellen Produktionsprozesses aus Saccharose, ist 

die Möglichkeit des direkten Einsatzes von nachwachsenden Rohstoffen. Homogenisierte 

Zuckerrüben bestehen zu 75 % ihres Trockengewichts aus Saccharose (Wyse 1979), weshalb der 

Einsatz des Dünnsaftes direkt ohne weitere Verarbeitungsschritte, wie Aufkonzentrierung, 

Kristallisation und Raffination (vgl. Kapitel 4.3.1) denkbar wäre. Die Möglichkeit zur Produktion von 

5-KF aus homogenisierten Zuckerrüben als Ausgangssubstrat konnte bereits in ersten 

Versuchsansätzen mit dem Zwei-Stamm-System belegt werden (Siemen et al. 2018). Dafür 

wurden Zuckerrüben gewaschen, zerschnitten und in Wasser aufgekocht, um die Saccharose zu 

extrahieren (Siemen et al. 2018). Unlösliches, pflanzliches Material wurde durch einen 

Filtrationsschritt von dem Rohsaft entfernt und der Extrakt anschließend autoklaviert, um 

Kontaminationen zu verhindern (Siemen et al. 2018). Eine weitere Aufarbeitung des Saftes musste 

nicht erfolgen. Die Prozessoptimierung im Zuge dieser Arbeit zur Etablierung eines industriell 

nutzbaren Ein-Stamm-Systems könnte daher zukünftig den Einsatz von Zuckerrüben und den 

dabei anfallenden Nebenprodukten, wie beispielsweise Melasse, erlauben. Die Erweiterung des 5-

KF-Produktionsprozesses auf pflanzliche Materialien und der daraus resultierende 

Nachhaltigkeitsaspekt sind aus industrieller und bioökonomischer Sicht von großem Interesse.  
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4.3.1 Industrielle Herstellung von Saccharose als Ausgangsstoff für die 5-KF-Synthese 

Saccharose kann als Hauptspeicherstoff aus vielen pflanzlichen Rohstoffen, vor allem Zuckerrohr 

(Saccharum spp.) und Zuckerrüben (Beta vulgaris) im industriellen Maßstab gewonnen werden 

(Hatch und Slack 1966; Giaquinta 1979; Zhu et al. 1997; Ho et al. 2007). Die reife Zuckerrübe weist 

beim Erntezeitpunkt einen Saccharosegehalt zwischen 17 - 25 % auf (Wyse 1979; Doney et al. 

1981), was bezogen auf den Trockenmasseanteil 70 - 75 % ausmacht (Wyse 1979; Doney et al. 

1981; Campbell 2002; Panella 2010). Die industrielle Gewinnung des Disaccharids aus den 

genannten Rohstoffen verläuft über mehrere Schritte (Reinefeld und Thielecke 1984; Campbell 

2002; Vaccari et al. 2005; Rajaeifar et al. 2019). Um den Rohsaft herzustellen müssen die 

Zuckerrüben zuerst zerkleinert (Rübenschnitzel) und der Zucker (ca. 13 % Saccharose, 1-2 % 

Raffinose sowie geringe Mengen Fruktose und Glukose) mit heißem Wasser aus den Zellen 

gewonnen werden (Gegenstromextraktion). Die extrahierten Rübenschnitzel werden anschließend 

aus dem Prozess separiert und als Futtermittel verwendet (Rajaeifar et al. 2019). Der Rohsaft wird 

für den weiteren Prozess genutzt und im nachfolgenden Schritt von Nicht-Zuckerstoffen, wie 

Pektin, organischen Säuren, Aminosäuren, Vitaminen, Betain und verschiedenen Salzen durch 

Kalk getrennt (Campbell 2002; Vaccari et al. 2005; Sims et al. 2010; Rajaeifar et al. 2019). Durch 

die anschließende Zugabe von Kohlendioxid wird Kalk als Carbonat ausgefällt und der pH-Wert 

des entstandenen Dünnsaftes eingestellt (Sims et al. 2010; Rajaeifar et al. 2019). Nach einem 

Filtrationsschritt, in dem auch das ausgefällte Carbonat abgetrennt wird, erfolgt eine 

Aufkonzentrierung des Saftes bei niedriger Temperatur und starkem Unterdruck (Campbell 2002; 

Vaccari et al. 2005; Sims et al. 2010; Rajaeifar et al. 2019). Der entstandene Dicksaft weist dann 

einen Zuckeranteil von 70 % auf (Vaccari et al. 2005). Als nächstes wird dem Dicksaft weiter 

Wasser entzogen, bis die gewünschte Zuckerkonzentration vorliegt (Vaccari et al. 2005). Es folgt 

ein Kristallisationsprozess mit anschließendem Zentrifugationsschritt, bei dem die Zuckerkristalle 

von der flüssigen Melasse getrennt werden (Vaccari et al. 2005; Rajaeifar et al. 2019). Die 

Zuckerkristalle besitzen am Ende des Prozesses eine hohe Reinheit und müssen nach der 

Separierung nur noch getrocknet und verpackt werden (Rajaeifar et al. 2019). Die Melasse 

beinhaltet noch Zuckerreste, darunter Saccharose und Raffinose, ist jedoch in der Herstellung 

kristalliner Saccharose aufgrund der hohen Viskosität und einem hohen Nicht-Zuckeranteil nicht 

verwendbar und daher ein separates Nebenprodukt der Zuckergewinnung (Rajaeifar et al. 2019). 

Melasse geht jedoch nicht verloren und kann beispielsweise in der pharmazeutischen Industrie 

oder als Tierfutter eingesetzt werden (Rajaeifar et al. 2019).  

4.3.2 Gewinnung von Fruktose und Nachteile der Verwendung des Monosaccharids als 

Substrat für die 5-KF-Produktion 

Die industrielle Herstellung von Fruktose erfolgt ebenfalls aus pflanzlichen Rohstoffen, wie 

beispielsweise aus der Saccharose-haltigen Zuckerrübe, aber auch aus Maisstärke oder Inulin 

(Hanover und White 1993; Vuilleumier 1993; Ricca et al. 2007; Lima et al. 2011; White 2014). Der 

Prozess zur Gewinnung von Fruktose aus der Zuckerrübe ist in den ersten Schritten identisch zu 
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Saccharose. Aus geschnittenen und zerkleinerten Rübenstücken wird im Extraktionsverfahren das 

Disaccharid aus den Zellen gewonnen und weiter zum Rohsaft verarbeitet. Dieser wird 

anschließend von Nicht-Zuckerstoffen durch Kalk gereinigt und filtriert. Bevor ein Aufkonzentrieren 

des Saftes erfolgen kann, sind jedoch für die Herstellung von Fruktose weitere Schritte erforderlich, 

welche die Verbindung zu einem kostspieligeren Substrat für die 5-KF-Produktion machen. Die im 

Rohsaft enthaltene Saccharose muss dafür erst enzymatisch in Glukose und Fruktose gespalten 

und die beiden Monosaccharide anschließend chromatographisch voneinander getrennt werden 

(Smith und Spriestersbach 1954; Hanover und White 1993; Vuilleumier 1993; Lima et al. 2011). 

Anschließend erfolgt, wie auch bei der Produktion von Saccharose, erneut der Prozess der 

Kristallisation und Raffination. Die hauptsächliche Gewinnung von Fruktose erfolgt aus Mais, wobei 

das Korn einen Stärkeanteil von 60 % seines Gesamtgewichts aufweist (Hanover und White 1993; 

Lima et al. 2011; White 2014). Bei diesem Prozess erfolgt zuerst eine Extraktion des 

Polysaccharids aus dem Maiskorn. Zur Freilegung des Stärkekörpers erfolgt eine Behandlung mit 

SO2, wodurch die Kornhülle erweicht und die Proteinmatrix denaturiert wird (Hanover und White 

1993; Lima et al. 2011). Anschließend werden Keim-, Faser- und Glutenfraktionen in einem 

sechsstufigen Prozess zerkleinert und entfernt, bis reine Stärke übrigbleibt (Lima et al. 2011). Als 

nächstes erfolgt die Spaltung der Stärke in die Glukoseteile durch saure oder enzymatische 

Hydrolyse am Polymerrückgrat (Lima et al. 2011). Danach werden Verunreinigungen und Nicht-

Zuckerstoffe chromatographisch und durch Filtration entfernt. Anschließend erfolgt der Einsatz 

einer Glukose-Isomerase zur Umwandlung von Glukose in Fruktose. Das entstandene Produkt 

wird erneut gereinigt und die Fruktoseeinheiten von der verbleibenden Glukose chromatographisch 

getrennt (Hanover und White 1993; Lima et al. 2011; White 2014). Als nächstes folgt der Prozess 

der Kristallisation und Raffination, der auch bei der Produktion von Saccharose anfällt (Hanover 

und White 1993; Vuilleumier 1993; White 2014). Unabhängig von dem eingesetzten Rohstoff aus 

dem Fruktose industriell gewonnen wird, erfordern beide Prozesse zusätzliche 

Verarbeitungsschritte im Vergleich zur Herstellung von Saccharose, was entsprechend 

zeitaufwändiger und mit höheren Kosten verbunden ist. 

4.4 Einsatz von Gluconobacter-Stämmen zur Synthese von 5-KF 

Die Wahl des Expressionsstammes für einen industriell geeigneten Produktionsprozess des 

alternativen Süßstoffs spielte eine wichtige Rolle. Angelehnt an die Ergebnisse bisheriger Studien 

(Siemen et al. 2018, Herweg et al. 2018; Adachi et al. 2020; Battling et al. 2020), sollte das Ein-

Stamm-System auf der Basis eines Gluconobacter-Stammes etabliert werden. Ein besonderes 

Merkmal dieser Gattung ist die metabolische Fähigkeit zur unvollständigen, schnellen Oxidation 

von Zuckern, Alkoholen und Polyolen durch membrangebundene Dehydrogenasen im Periplasma 

(De Ley et al. 1984; Deppenmeier et al. 2002; De Muynck et al. 2007; Mientus et al. 2017). Die 

resultierenden Produkte, wie Aldehyde, Ketone und organische Säuren, können anschließend über 

Porine der äußeren Membran in den Kulturüberstand diffundieren und dort akkumulieren. Diese 

Eigenschaften sind für einen 5-KF-Produktionsstamm von großer Bedeutung, da die 
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membrangebundene FDH zu den genannten Enzymklassen gehört und die unvollständige 

Oxidation von Fruktose zu 5-KF katalysiert (Ameyama et al. 1981; Kawai et al. 2013). Durch die 

Akkumulierung des Süßstoffs im Kulturüberstand wird zudem eine kostengünstige und einfache 

Produktgewinnung ermöglicht, was den Einsatz eines Gluconobacter-Stammes weiter begünstigt 

(De Ley et al. 1984; Gupta et al. 2001; De Muynck et al. 2007). Gluconobacter-Arten sind aufgrund 

ihrer natürlichen Habitate, wie Blüten, Nektar und Früchte, optimal an hohe Zuckerkonzentrationen 

angepasst (Battey und Schaffner 2001; Gupta et al. 2001; Gullo et al. 2006) und eignen sich 

dadurch besonders für die Produktion eines alternativen Süßstoffs. Stämme dieser Gattung, wie 

beispielsweise G. oxydans, finden außerdem bereits zahlreiche Einsätze in der Industrie zur 

Herstellung verschiedenster Produkte (Deppenmeier et al. 2002). Dazu zählen unter anderem L-

Sorbose als Vorstufe von Vitamin C, 6-Amino-L-Sorbose zur Synthese des Antidiabetikums 

Miglitol, Glukonsäure sowie die Feinchemikalien 2- und 5-Ketoglukonat (Reichstein und Grüssner 

1934; Olijve und Kok 1979; Schedel 2000; De Muynck et al. 2007; Hancock 2009). Auch zur 

Herstellung von geschmacksgebenden Zusätzen (Rabenhorst et al. 2001) und zur Produktion von 

Erfrischungsgetränken, wie Bionade® oder Kombucha wird G. oxydans bereits verwendet. 

4.5 Auswirkungen verschiedener Signalpeptide auf die hydrolytische Aktivität von SacC im 

Periplasma von G. oxydans  

Die erste Voraussetzung, die für die Entwicklung eines Ein-Stamm-Systems zur Produktion von 5-

KF aus dem Substrat Saccharose erfüllt werden musste, war die Gewährleistung einer schnellen 

und verlässlichen Saccharosespaltung. Das Vorliegen von Fruktoseeinheiten war essentiell für 

eine effiziente 5-KF-Synthese und abhängig von der hydrolytischen Aktivität des verwendeten 

Saccharose-spaltenden Enzyms. Wie bereits in den vorherigen Kapiteln erläutert, stellte die 

Saccharosespaltung durch die Sucrase SacC jedoch den limitierenden Schritt des bisherigen Zwei-

Stamm-Systems dar (vgl. Kapitel 4.2). Während SacC im Ursprungsorganismus Z. mobilis für das 

Substrat Saccharose einen Vmax-Wert von 1800 U/mg Protein erzielte (O'Mullan et al. 1992), lag 

die Aktivität des heterolog in G. oxydans ΔtolB sacC produzierten Enzyms lediglich bei 11 ± 1 

mU/mg Protein. Diese Unterschiede in der hydrolytischen Aktivität könnten auf die Konstruktion 

des Stammes G. oxydans ΔtolB sacC zurückzuführen sein. Für SacC konnte im Wirtsorganismus 

kein bekanntes Signalpeptid identifiziert werden, weshalb die Sekretion dort vermutlich über einen 

bisher ungeklärten Transportweg erfolgte (Preziosi et al. 1990; O'Mullan et al. 1992). Um eine 

periplasmatische Lokalisation des Enzyms im Zwei-Stamm-System zu gewährleisten, wurde die 

Signalsequenz von PelB eingefügt (Kosciow 2017) (vgl. Kapitel 4.2). Die Verwendung dieser 

Sequenz lag in der Vielzahl bereits erfolgreich in Gluconobacter sekretierter Proteine begründet 

(Choi und Lee 2004; Mergulhao et al. 2005; Zeiser et al. 2014; Kosciow et al. 2016). 

Möglicherweise lag im Fall von SacC jedoch eine Inkompatibilität zwischen dem eingefügten 

Signalpeptid und dem Protein vor, was zu einer unzureichenden Translokation über die 

Cytoplasmamembran geführt haben könnte. Um ein Nichterkennen der Sequenzen durch den 
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Organismus als weitere Fehlerquelle auszuschließen, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit ein 

Austausch der Signalsequenz von PelB durch nativ in G. oxydans vorkommende Signalpeptide.  

Allgemein stellt das Einbringen eines Signalpeptides zum Transport eines Proteins aus dem 

Cytoplasma eine bekannte und häufig verwendete Methode dar (Gierasch 1989; von Heijne 1990; 

Rapoport 1992; Brockmeier et al. 2006; Hemmerich et al. 2016; Kosciow et al. 2016). In Bakterien 

werden hauptsächlich zwei Wege genutzt, um Proteine über die Cytoplasmamembran zu 

sekretieren. Der Großteil periplasmatischer Proteine wird Sec-abhängig exportiert, wobei die 

Polypeptide im ungefalteten Zustand unter ATP-Verbrauch durch die Membran geführt werden 

(Schatz und Beckwith 1990; Fekkes und Driessen 1999; Driessen und Nouwen 2008; du Plessis 

et al. 2011). Die Tat-abhängige Sekretion aus dem Cytoplasma erfolgt hingegen im (teil-) gefalteten 

Zustand (Berks 1996; Berks et al. 2002; Lee et al. 2006; Hou und Brüser 2011; Nuñez et al. 2012). 

In beiden Fällen müssen die Proteine N-terminal ein Signalpeptid tragen, welches charakteristisch 

für den jeweiligen Transportweg ist. Die Strukturen der Signalsequenzen sind sehr variabel, weisen 

jedoch drei generelle Bereiche auf (von Heijne 1990), deren Primärstruktur die Exporteffizienz des 

Proteins beeinflusst (Vlasuk et al. 1983; Emr und Silhavy 1983; von Heijne 1990). Identifiziert 

werden konnten eine positiv geladene N-Region, eine zentrale hydrophobe H-Region und eine 

polare C-Region (von Heijne 1990). Die N-Region spielt eine entscheidende Rolle bei der 

Translokation, die auf dem Vorhandensein von positiv geladenen Aminosäureresten basiert (von 

Heijne 1990). Fehlen diese basischen Aminosäuren oder sind durch saure ersetzt, kann das zu 

einer geringeren Exportgeschwindigkeit des Proteins führen (Vlasuk et al. 1983; Lehnhardt et al. 

1988; Bosch et al. 1989; Puziss et al. 1989). Auch die hohe Anzahl hydrophober Aminosäuren der 

H-Region ist für den Proteintransport essentiell. Die Effizienz der Translokation kann sogar mit 

steigender Hydrophobizität und Länge des H-Bereichs optimiert werden, wohingegen geladene 

Aminosäuren einen negativen Effekt haben (Chou und Kendall 1990). Die polare C-Region ist an 

der Interaktion mit der Signalpeptidase beteiligt, die zur Abspaltung des Signalpeptids nach dem 

Transport führt (von Heijne 1984; Dalbey und von Heijne 1992). Typischerweise ist der N-terminale 

Bereich einer Tat-Signalsequenz im Vergleich zu einem Sec-Signalpeptid deutlich verlängert 

(Berks 1996; Natale et al. 2008). Zudem weist dieser Bereich zwei aufeinanderfolgenden 

Argininreste (R) auf, wovon sich der Name „twin arginin translocation“ (Tat) ableitet (Chaddock et 

al. 1995; Berks et al. 2002). 

Aus einer Gluconobacter-spezifischen Signalpeptid-Bibliothek (Kosciow et al. 2014) wurden in 

dieser Arbeit die Sec-Transport-vermittelnden Signalsequenzen der Proteine Gox2219 (Ribose-

ABC-Transporterbindeprotein), Gox0605 (γ-Glutamyltranspeptidase), Gox0748 (Aldose-1-

Epimerase) und Gox0854 (Sorbitol-Dehydrogenase) sowie das Tat-Transport-vermittelnde 

Signalpeptid von Gox0187 (putative Disulfidisomerase) ausgewählt. Diese waren durch einen 

möglichst polaren N-Bereich und eine hydrophobe H-Region charakterisiert (Kosciow et al. 2014), 

was einen positiven Effekt auf die Translokationseffizienz haben sollte (Vlasuk et al. 1983; 

Lehnhardt et al. 1988; Bosch et al. 1989; Puziss et al. 1989; Chou und Kendall 1990). Durch den 
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Austausch der bisher verwendeten Signalsequenz von PelB mit den genannten Gluconobacter-

spezifischen Signalpeptiden konnte die Saccharosespaltung maximal um 8 % erhöht werden (vgl. 

Kapitel 3.1.1), was für einen industriellen Produktionsprozess weiterhin nicht ausreichte. Es fiel auf, 

dass weder das jeweilige Signalpeptid, noch die Art des Transportweges zu einer signifikanten 

Erhöhung der hydrolytischen Aktivität von SacC führte. Diese Beobachtung ließ vermuten, dass 

ein grundsätzliches Transportproblem von SacC über die Cytoplasmamembran vorlag. Auch die 

Wahl des Gluconobacter-Stammes hatte nur marginale Auswirkungen auf die Transporteffizienz 

und damit die periplasmatische Saccharosespaltung durch die Sucrase. Die TolB-Mutante zeigte 

allgemein geringfügig bessere hydrolytische Effizienzen (vgl. Kapitel 3.1.1, Abb. 4 und 5), die in 

der Deletion von tolB, welches für das häufig auftretenden Protein TolB im Periplasma von gram-

negativen Bakterien kodiert (Imperi et al. 2009; Kosciow 2017), begründet lagen. Da TolB 

entsprechend nicht ins Periplasma transloziert werden musste, könnte dies zu einer geringeren 

Auslastung des Sec-abhängigen Transportmechanismus geführt haben (Kosciow 2017).  

4.5.1 Signalpeptid-vermittelter Proteintransport in G. oxydans 

Der Einsatz von Signalsequenzen zum Transport von Proteinen über den Sec-vermittelten Weg in 

G. oxydans ist grundsätzlich möglich und konnte in verschiedenen Arbeiten bereits angewendet 

werden (Zeiser et al. 2014; Kosciow et al. 2014; Kosciow et al. 2016). Die Sec-Maschinerie setzt 

sich aus einem membraneingebetteten Proteinkomplex, bestehend aus SecY, SecE und SecG 

sowie der ATPase SecA zusammen (Brundage et al. 1990; Driessen und Nouwen 2008; Natale et 

al. 2008; du Plessis et al. 2011). In Gram-negativen Bakterien ist häufig noch das Chaperon SecB 

involviert, dass die Faltung des zu transportierenden Proteins vor dem Export verhindert (Driessen 

2001; Driessen und Nouwen 2008). Die membranintegralen Proteine SecD und SecF sind mit 

SecYEG assoziiert und fördern die Translokation des Präproteins (Duong und Wickner 1997). 

Diese sind jedoch für die Sekretion nicht essentiell (du Plessis et al. 2011). Der Transport 

ungefalteter Proteine zum Sec-Apparat in der Membran erfolgt entweder posttranslational oder 

kotranslational (Natale et al. 2008; du Plessis et al. 2011). Der posttranslationale Weg wird durch 

die Bindung des Präproteins an das Chaperon SecB vermittelt (Fekkes und Driessen 1999; 

Driessen 2001; Bechtluft et al. 2007). Der Protein-Chaperon-Komplex wird anschließend zum Sec-

Apparat geleitet, wo SecB an die ATPase SecA bindet. Nach dem Transfer des Präproteins an 

SecA löst sich SecB ab und die Translokation durch den SecYEG-Membrankanal wird unter ATP-

Verbrauch durch SecA vermittelt (Schatz und Beckwith 1990; Natale et al. 2008; du Plessis et al. 

2011). Für den kotranslationalen Weg bindet ein Signalprotein SRP (signal recognition particle) an 

das Signalpeptid des Präproteins (Natale et al. 2008; du Plessis et al. 2011), wodurch der Transport 

zum SRP-Rezeptor FtsY an der Membran vermittelt wird (Luirink et al. 1994; Ng et al. 1996). Nach 

Interaktion von FtsY mit dem SRP-gekoppelten Präprotein wird dieser Komplex an den Sec-

Apparat geleitet und das Präprotein an SecA übertragen. Im Anschluss an die Translokation wird 

das Signalpeptid durch eine Signalpeptidase vom Protein abgespalten oder verbleibt als 
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Membrananker an membrangebundenen Proteinen (von Heijne 1990; Dalbey und von Heijne 

1992; Driessen 2001; Natale et al. 2008; du Plessis et al. 2011).  

Durch bioinformatische Analysen des sequenzierten Genoms (Prust et al. 2005) konnten Gene für 

alle Proteine der Sec-Maschinerie in G. oxydans 621H identifiziert werden. Dazu zählen gox1678, 

das für die ATPase SecA kodiert sowie gox0360, gox1306 und gox2283 für den Proteinkomplex 

SecYEG. Das Chaperon SecB wird in G. oxydans durch die Gene gox1885 und gox2237 vermittelt 

sowie SecDF durch gox2402 und gox2401. Zudem konnten auch das SRP-Protein Gox0197 und 

der zugehörige Rezeptor Gox1451 im Genom des Stammes detektiert werden. Gene, die für die 

Signalpeptidase I und II kodieren, wurden ebenfalls identifiziert (gox0871 und gox1250). Somit sind 

alle notwendigen Proteine für den post- und kotranslationalen Weg zum Sec-Apparat sowie den 

Transport durch die Cytoplasmamembran in G. oxydans vorhanden. Es kann daher 

ausgeschlossen werden, dass das Ausbleiben einer verbesserten Saccharosespaltung durch 

SacC auf fehlende Bestandteile oder einen nicht funktionellen Sec-Apparat zurückzuführen ist.  

Der Tat-vermittelte Transport von SacC wurde in dieser Arbeit durch das Einbringen des 

Signalpeptids von Gox0187 analysiert, resultierte jedoch ebenfalls nicht in einer Verbesserung der 

periplasmatischen Saccharosespaltung. Bei dieser Art der Sekretion werden gefaltete Proteine mit 

prosthetischen Gruppen oder Cofaktoren über die Cytoplasmamembran transportiert (Berks 1996; 

Berks et al. 2002; Lee et al. 2006; Hou und Brüser 2011; Nuñez et al. 2012). Für Proteine ohne 

Cofaktoren, die sich zu schnell nach der Translation falten, ist eine Sekretion über diesen 

Transportweg ebenfalls beschrieben (Berks 1996; Berks et al. 2002; Berks et al. 2005), weshalb 

der Tat-vermittelte Proteinexport für SacC nicht ausgeschlossen ist. Eine detaillierte Beschreibung 

des generellen Transportmechanismus sowie der Tat-Maschinerie befindet sich in Kapitel 4.6.3. 

An dieser Stelle kann jedoch vorweggenommen werden, dass alle notwendigen Untereinheiten des 

Tat-Translokationsapparats nach bioinformatischer Analyse in G. oxydans 621H vorhanden sind. 

Von einer Funktionalität dieses Transportweges kann daher ausgegangen werden, weshalb das 

Ausbleiben einer optimierten Saccharosespaltung durch SacC nicht auf eine fehlerhafte Tat-

Transportmaschinerie zurückgeführt werden kann. 

4.5.2 Mögliche Gründe für eine unzureichende Translokationen von SacC im Rahmen dieser 

Arbeit  

Generell führt der Einsatz von Signalpeptiden nachweislich nicht immer zu einem erfolgreichen 

Proteintransport (Moreno et al. 1980; Smith et al. 1985; Rosenberg 1998; Baneyx 1999; Mergulhao 

und Monteiro 2004). Da es keine allgemein gültige Signalsequenz gibt, die eine sichere und 

effiziente Translokation für jedes Protein und jeden Organismus erlaubt (Choi und Lee 2004; Sletta 

et al. 2007; Heggeset et al. 2013), kann es häufig zu Inkompatibilitäten zwischen dem eingefügten 

Signalpeptid und dem Protein kommen. Die Effektivität der jeweiligen Signalsequenz muss daher 

für jedes Protein experimentell überprüft werden (Heggeset et al. 2013). Studien zur Entwicklung 

eines allgemein gültigen Signalpeptids belegen, dass die Exporteffizienz in jedem Fall stark 
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abhängig von dem jeweiligen Transportprotein ist und für jedes Protein deutliche Unterschiede in 

der Effizienz vorliegen (Sletta et al. 2007). Es ist daher durchaus denkbar, dass eine 

Inkompatibilität von SacC mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Signalsequenzen vorlag.  

Neben dieser Vermutung können weitere Faktoren die Transporteffizienz verringern und in dieser 

Arbeit eine Rolle gespielt haben. Beispielsweise sind unvollständige Translokationen über die 

innere Membran bekannt (Moreno et al. 1980; Baneyx 1999) und können für SacC nicht 

ausgeschlossen werden. In vielen Fällen liegt aber auch eine unzureichende Kapazität der 

Exportmaschinerie vor (Rosenberg 1998; Mergulhao und Monteiro 2004). Für den Sec-vermittelten 

Proteintransport findet außerdem häufig eine zu schnelle Proteinfaltung im Cytoplasma vor, was 

auf eine limitierende Chaperonanzahl zurückzuführen ist (Lee und Olins 1992; Perezperez et al. 

1995; Baneyx 1999). In jedem Fall resultiert ein verminderter Transport in einer Akkumulation des 

rekombinanten Proteins im Cytoplasma in einer unbrauchbaren Form (Rosenberg 1998). Dies 

erfolgt vor allem bei heterologen Proteinproduktionen unter Verwendung eines starken Promotors 

(Mergulhao und Monteiro 2004; Terpe 2006) und kann durch Zugabe von bakteriellen Chaperonen 

oder einer langsamen Genexpression optimiert werden (Lee und Olins 1992; Blight et al. 1994; 

Perezperez et al. 1995; Rosenberg 1998). Sollte die Translationsrate von SacC durch den Einsatz 

des starken p264-Promotors (Kallnik et al. 2010) die Translokationsrate deutlich übersteigen, wäre 

die Akkumulation der ungefalteten oder bereits gefalteten Proteine im Cytoplasma ein denkbarer 

Grund für die in dieser Arbeit detektierte geringe Saccharosespaltung.  

Weitere Gründe für eine unzureichende Translokation kann der proteolytischer Abbau ungefalteter 

Proteine im Cytoplasma oder die Ausbildung von Einschlusskörpern darstellen (Georgiou und 

Valax 1996; Hannig und Makrides 1998; Sørensen und Mortensen 2005; Terpe 2006). Beide 

Mechanismen treten beispielsweise bei heterologen Proteinproduktionen in E. coli häufig auf (Van 

der Berg et al. 1999). Der Abbau fehlgefalteter Proteine in E. coli findet ATP-abhängig unter 

anderem durch die Lon- und ClpXP-Protease statt (Baneyx und Mujacic 2004). Auch G. oxydans 

besitzt homologe Proteine dieser Art. Ein zur Lon-Protease homologes Protein wird durch das Gen 

gox0085 kodiert sowie homologe Enzyme zu ClpX und ClpP durch die Gene gox0086 und gox0087 

(Prust et al. 2005; Siemen 2017). Ein Abbau des fehlgefalteten oder zu früh gefalteten SacC, das 

in Folge einer Signalpeptid-hervorgerufenen verringerten Translokationseffizienz im Cytoplasma 

akkumuliert, könnte für das Ausbleiben einer optimierten Saccharosespaltung verantwortlich sein.  

Eine Verbesserung der periplasmatischen Saccharosespaltung durch SacC konnte in dieser Arbeit 

letztlich ohne zusätzlich eingefügte Signalsequenz erzielt werden (vgl. Kapitel 3.1.1.3). Da ein 

Signalpeptidaustausch nachweislich nicht zur gewünschten Steigerung der hydrolytischen Aktivität 

von SacC führte (vgl. Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.1.2) und G. oxydans keine Systeme für die Aufnahme 

von Saccharose in die Zelle besitzt (Prust et al. 2005), deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf 

einen Signalpeptid-unabhängigen Transport des Enzyms über die Cytoplasmamembran hin. Da 

für SacC im Wirtsorganismus Z. mobilis kein bekanntes Signalpeptid identifiziert werden konnte, 

erfolgte der Export des Enzyms in diesem Stamm vermutlich ebenfalls über einen bisher 
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unbekannten Transportweg (Preziosi et al. 1990; O'Mullan et al. 1992; Senthilkumar et al. 2004). 

Eine solche Art der Sekretion konnte auch für Typ I-Levansucrasen in Gluconobacter-Stämmen 

beobachtet werden, die ohne bekanntes Signalpeptid in den extrazellulären Raum exportiert 

wurden (Jakob et al. 2019). Der Signalpeptid-unabhängige Transport dieser Enzyme in 

Essigsäurebakterien oder anderen Proteobakterien ist allerdings bisher noch nicht analysiert 

(Jakob et al. 2019). Allgemein gibt es jedoch in Gram-negativen Bakterien verschiedene 

Transportsysteme, die eine Sekretion von Proteinen über die Cytoplasmamembran und die äußere 

Membran unabhängig von Sec- bzw. Tat-spezifischen Signalsequenzen ermöglichen (Büttner und 

Bonas 2002; Saier 2006; Pukatzki et al. 2007). Dazu gehören unter anderem Typ I 

Sekretionssysteme, bei denen Proteine, Ionen und Metabolite bis zu einem Molekulargewicht von 

800 kDa unter ATP-Verbrauch aus dem Cytoplasma in den extrazellulären Raum exportiert werden 

können (Wandersman 1992; Binet et al. 1997; Hueck 1998; Holland et al. 2005). Am Beispiel von 

E. coli setzt sich der Sekretions-Apparat aus einem ABC-Transporter HlyB (ATPase), einem 

Membran-Fusionsprotein HlyD und einem äußeren Membranfaktor (outer membrane factor, OMF), 

dem Protein TolC zusammen (Wandersman und Delepelaire 1990, Binet et al. 1997; Holland et al. 

2005). Nach derzeitigem Forschungsstand sind Typ I Sekretionssysteme in G. oxydans entweder 

nicht vorhanden oder unvollständig und daher nicht funktionell (Prust et al. 2005). Mit Hilfe 

bioinformatischer Analysen konnte belegt werden, dass homologe Proteine der Untereinheiten 

TolC und HlyD, kodiert durch gox2487 und gox0714, im Genom von G. oxydans vorhanden sind 

(Kosciow et al. 2016). Jedoch fehlen Gene, die für HlyB-ähnliche Proteine kodieren. Da es sich bei 

diesem Protein um die essentielle ATPase handelt (Holland et al. 2005), kann der Transport von 

SacC über diesen Weg in G. oxydans vermutlich ausgeschlossen werden. Das Typ III 

Sekretionssystem gram-negativer Bakterien stellt einen weiteren Sec- und Tat-unabhängigen 

Transportweg dar (Nguyen et al. 2000), durch den Proteinen direkt ins extrazelluläre Medium oder 

in das Cytoplasma der Zielzelle übertragen werden können (Hueck 1998; Galán und Collmer 1999; 

Lee und Schneewind 1999). Aufgrund fehlender Struktureinheiten kann diese Art der Sekretion für 

SacC in G. oxydans jedoch ebenfalls ausgeschlossen werden. Weitere bekannte Systeme, 

darunter Typ II, IV und V, nutzen zur Überwindung der cytoplasmatischen Membran den Sec-

abhängigen Proteintransport (Pugsley et al. 1997; Henderson et al. 1998; Hueck 1998; Russel 

1998; Cao und Saier 2003; Filloux 2004) und sind daher im Zuge dieser Fragestellung nicht 

relevant. 

4.6 Optimierung der Saccharosespaltung durch die Invertase1417 

4.6.1 Saccharose-spaltende Enzyme innerhalb der Gattung Gluconobacter 

Die Identifizierung geeigneter Enzyme zur Hydrolyse von Saccharose innerhalb der Gattung 

Gluconobacter erfolgte angelehnt an bekannte Strategien in Bakterien. Enzyme, für die eine 

hydrolytische Aktivität für das Substrat Saccharose beschrieben wurde, sind beispielsweise 

Sucrasen, wie Levan- und Inulosucrasen sowie Invertasen und Levanasen (Kunst et al. 1977, 

Martin et al. 1987, Preziosi et al. 1990, O'Mullan et al. 1992, Menéndez et al. 2002). Extrazelluläre 



 

117 
 

Levan- oder Inulosucrasen können einerseits Saccharose hydrolysieren, gleichzeitig aber durch 

eine Transfruktosylierungsreaktion die resultierende Fruktose auf einen Fruktosylrest übertragen 

(Dedonder 1966; Lyness und Doelle 1983; Olivares-Illana et al. 2003; Ozimek et al. 2006). Enzyme 

dieser Klassen waren im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht relevant, da eine rein 

hydrolytische Aktivität des Enzyms gewünscht war, um alle Fruktoseeinheiten für die Produktion 

von 5-KF nutzen zu können. Invertasen, bzw. β-Fruktosidasen, katalysieren die Spaltung von 

Saccharose in die Monosaccharide Glukose und Fruktose (Gascón et al. 1968; Liebl et al. 1998; 

Nadeem et al. 2015; Lincoln und More 2017). Diese Enzyme können entweder dem ß-

Fruktosidase-Typ angehören oder zählen zu den α-Glukosidasen. Sowohl Invertase als auch α-

Glukosidasen hydrolysieren Saccharose, unterscheiden sich aber in ihrer Wirkungsweise. 

Während ß-Fruktosidasen Saccharose am Fruktose-Ende hydrolysieren, erfolgt die Spaltung durch 

α-Glukosidasen am Glukose-Ende (Kulp 1975; Kotwal und Shankar 2009). Gelegentlich, aber nicht 

unter allen Bedingungen, sind auch ß-Fruktosidasen zu einer Transfruktosylierungsreaktion 

befähigt (Antosova und Polakovic 2001). Diese Funktion musste für ein potentiell geeignetes 

Enzym im Rahmen dieser Arbeit experimentell ausgeschlossen werden. Neben Invertasen wäre 

auch der Einsatz von Levanasen denkbar. Diese Enzymklasse ist durch eine hydrolytische, 

Fruktose- oder Levanbiose-freisetzende Funktion charakterisiert, welche nachweislich zur 

Spaltung von Saccharose eingesetzt werden kann (Kunst et al. 1977, Blatch und Woods 1993, 

Wanker et al. 1995, Li et al. 1997, Menéndez et al. 2002).  

Durch bioinformatische Analysen des Genoms von G. oxydans 621H konnte eine Levansucrase, 

kodiert durch das Gen gox0873 sowie ein als Levanase annotiertes Enzym, Gox1010, gefunden 

werden. Kultivierungsansätze in Saccharose-haltigem Medium belegen jedoch, dass eine Spaltung 

des Substrats durch G. oxydans nicht erfolgen kann (vgl. Kapitel 3.1.2 sowie 3.2.5). Ein Wachstum 

dieses Stammes mit 50 mM Saccharose als einziger C-Quelle wurde in einer weiteren Arbeit 

ebenfalls nicht beobachtet (Kosciow 2017). Letztlich konnte in den Stämmen G. japonicus LMG 

1417 und G. japonicus LMG 26773 ein Saccharose-spaltendes Enzym (Inv1417) identifiziert und 

der Gruppe der Invertasen zugeordnet werden (vgl. Kapitel 3.1.2 und 3.2.3). Das Enzym zeigte 

deutlich höhere hydrolytische Effizienzen als SacC (vgl. Kapitel 3.2.4 und Abb. 17) und ermöglichte 

daher eine Optimierung der Saccharosespaltung im künftigen Produktionsprozess.  

4.6.2 Charakterisierung von Inv1417  

Die kinetischen Parameter von Inv1417, die im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurden, 

unterstreichen das Potential des Enzyms zur extrazellulären Saccharosespaltung. Für das Substrat 

Saccharose wies Inv1417 bei einer Temperatur von 60 °C und einem pH-Wert von 5 eine 

spezifische Aktivität von 3285 ± 179 U/mg Protein auf (vgl. Kapitel 3.2.4, Abb. 15). Bei einer an den 

5-KF-Produktionsprozess angepassten Temperatur von 30 °C konnte für Inv1417 ein Vmax von 

2295 ± 243 U/mg Protein bestimmt werden, was nach derzeitigem Forschungsstand die höchste 

Aktivität aller Invertasen unter mesophilen Bedingungen darstellt (Placzek et al. 2016). Invertasen 

der Stämme Z. mobilis und B. infantis, für die im mesophilen Temperaturbereich hohe hydrolytische 
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Aktivitäten ermittelt wurden, wiesen im Vergleich ein Vmax von 1800 U/mg Protein bzw. 850 U/mg 

Protein auf (O’Mullan et al. 1992; Warchol et al. 2002).  

4.6.3 Tat-vermittelter Transport von Inv1417 und Nachweis der Proteinlokalisation 

Eine notwendige Voraussetzung für den Einsatz der Invertase 1417 als Saccharose-spaltendes 

Enzym im Zuge des 5-KF-Produktionsprozesses, war die Gewährleistung einer periplasmatischen 

Lokalisation. Da G. oxydans aufgrund fehlender Transportsysteme nicht zur Aufnahme von 

Saccharose in die Zelle befähigt ist (Prust et al. 2005), diese aber über Porine der äußeren 

Membran ins Periplasma diffundieren kann (Kosciow 2017; Siemen et al. 2018) (vgl. Kapitel 4.2), 

war eine Sekretion von Inv1417 über die Cytoplasmamembran für die 5-KF-Synthese 

unumgänglich.  

Mit Hilfe bioinformatischer Analysen konnte für die Invertase ein Tat-Signalpeptid identifiziert 

werden (vgl. Kapitel 3.2.1, Abb. 11). Der Tat-Transportmechanismus setzt sich aus einem 

heterotrimeren Komplex der Proteine TatA, TatB und TatC zusammen (Sargent et al. 1998; 

Sargent et al. 1999; Natale et al. 2008) und ist innerhalb der α-Proteobakterien, zu denen die 

Gattung Gluconobacter gehört, hoch konserviert (Nuñez et al. 2012). Mit Hilfe bioinformatischer 

Analysen konnte das Vorhandensein der Gene gox1241 (tatA), gox1757 (tatB) und gox1758 (tatC) 

in G. oxydans bestätigt werden, weshalb ein Tat-Signalpeptid vermittelter Transport von Inv1417 

grundsätzlich erfolgen kann. Allgemein ermöglicht der Tat-Transportweg die Sekretion von (teil-) 

gefalteten Proteinen mit prosthetischen Gruppen oder Cofaktoren über die Cytoplasmamembran 

(Berks 1996; Berks et al. 2002; Lee et al. 2006; Hou und Brüser 2011; Nuñez et al. 2012). Die 

Faltung des jeweiligen Proteins im Cytoplasma ist ein essentieller Schritt dieses Transportwegs 

und erfolgt häufig mit Hilfe von Chaperonen (Brüser und Sanders 2003; Natale et al. 2008). 

Anschließend wird das Signalpeptid des (teil-) gefalteten Proteins von TatC erkannt und bindet 

darüber an den Membrankomplex TatBC (de Leeuw et al. 2002; Mori und Cline 2002, Alami et al. 

2003; Brüser und Sanders 2003; Berks et al. 2005). Im nächsten Schritt findet eine Assemblierung 

des TatBC-Proteinkomplexes mit TatA statt (de Leeuw et al. 2002; Mori und Cline 2002; Alami et 

al. 2003; Brüser und Sanders 2003), wodurch die Translokation eingeleitet wird. Nach Abspalten 

des Signalpeptides (mit Ausnahme von Membranproteinen) löst sich TatA wieder aus dem TatBC-

Komplex, wodurch ein neuer Transport beginnen kann (Mori und Cline, 2002). 

Da die Invertase1417 keinen Cofaktor und keine prosthetische Gruppe besaß, war es notwendig, 

die Funktionalität der Tat-vermittelten Sekretion im Zuge dieser Arbeit zu bestätigen. Dieser 

Transportweg ist grundsätzlich auch für Proteine ohne Cofaktor, die sich zu schnell nach der 

Translation falten, möglich (Berks 1996; Berks et al. 2002; Dilks et al. 2003; Berks et al. 2005) und 

konnte häufig bei hydrolytischen Enzymen beobachtet werden (Berks et al. 2005). Durch eine 

Zellfraktionierung des Stammes G. oxydans Δmgdh::fdh inv wurde die Translokalisation der 

heterolog produzierten Invertase schließlich überprüft und eine Sekretion des Proteins über die 

Cytoplasmamembran bestätigt (vgl. Kapitel 3.4.6.1). Insgesamt konnten zwar nur 40,6 % der 
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hydrolytischen Aktivität von Inv1417 im Periplasma von G. oxydans Δmgdh::fdh inv gefunden 

werden, während die verbleibenden 59,4 % in der cytoplasmatischen Fraktion bestimmt wurden 

(vgl. Kapitel 3.4.6.1). Aufgrund der hohen spezifischen Aktivität des Enzyms reichte eine 

Transporteffizienz von 40,6 % für eine effiziente Hydrolyse des Disaccharids jedoch nachweislich 

aus (vgl. Kapitel 3.4.6.2).  

4.6.4 Potential von Inv1417 zur Erweiterung der 5-KF-Produktion auf alternative Substrate  

Die Verwendung von Inv1417 im Zuge des 5-KF-Produktionsprozesses erlaubte neben der 

Synthese ausgehend von Saccharose auch eine Erweiterung des Verfahrens auf andere Fruktose-

haltige Verbindungen, wie aus dem Substratspektrum des Enzyms ermittelt werden konnte (vgl. 

Kapitel 3.2.3, Abb. 13). Die hydrolytische Aktivität von Inv1417 ermöglichte unter anderem den 

Einsatz von Raffinose als Ausgangssubstrat. Das Trisaccharid (α-D-Galactopyranosyl-1-6-α-D-

glucopyranosyl-1-2-β-D-fructofuranosid) konnte durch die heterolog produzierte Invertase in 

Fruktose und Melibiose (D-Galaktose-α-1,6-D-Glukose) gespalten werden. Raffinose ist 

natürlicherweise beispielsweise in Zuckerrüben enthalten und wird bei der industriellen 

Zuckerherstellung größtenteils in Form von Melasse als Nebenprodukt verarbeitet (vgl. Kapitel 

4.3.1). Es wäre durch das Substratspektrum von Inv1417 daher möglich, bei der Synthese von 5-

KF ausgehend von homogenisierten Zuckerrüben, wie in Kapitel 4.3 thematisiert, nicht nur die 

Saccharoseeinheiten der Zuckerrübe zu nutzen, sondern ebenfalls die enthaltene Raffinose. 

Dadurch wäre es möglich, die 5-KF-Ausbeute weiter zu steigern. Zusätzlich könnte Melibiose als 

zweites Produkt der Raffinosespaltung unverstoffwechselt im Kulturüberstand akkumulieren und 

daraus gewonnen werden. Aufgrund der vielseitigen Einsatzmöglichkeiten hat Melibiose eine hohe 

industrielle Relevanz. Dazu zählt beispielsweise die Anwendung zur Abschwächung von 

neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson und Alzheimer (Lee et al. 2015; Lin et al. 2016). 

Melibiose werden zudem präbiotische Effekte zugeschrieben (Adamberg et al. 2018), weshalb 

auch die Lebensmittelindustrie ein großes Interesse an dieser Verbindung hat. So kann der Verzehr 

von Melibiose und Melibiose-haltigen Verbindungen die Ansiedlung und Prävalenz von Arten der 

Gattungen Bifidobacterium und Lactobacillus, die mit einer gesunden Darmflora in Verbindung 

gebracht werden (Roberfroid 2001; Moure et al. 2006; Chapla et al. 2012), begünstigen (Côté et 

al. 2003; Tzortzis et al. 2004; Adamberg et al. 2018; İspirli et al. 2020). Bei Präbiotika handelt es 

sich um Verbindungen, die selektiv von Organismen der humanen Darmmikrobiota genutzt werden 

und dadurch gesundheitliche Vorteile mit sich bringen (Roberfroid 2001; Gibson et al. 2017; 

Adamberg et al. 2018). Wie auch Melibiose, sind diese präbiotischen Substrate vom menschlichen 

Metabolismus nicht verstoffwechselbar und können stattdessen von einigen Darmbakterien zum 

Wachstum und zur Produktion von kurzkettigen Fettsäuren (SCFAs) genutzt werden (Roberfroid 

2001; Topping und Clifton 2001; Flint et al. 2015). Häufig werden die SCFA Acetat, Propionat und 

Butyrat gebildet, denen eine positive Auswirkung auf die menschliche Gesundheit zugeschrieben 

wird (Gibson et al. 2017). Durch die selektive Verwertbarkeit der Präbiotika kann außerdem das 

Wachstum bestimmter Darmorganismen gefördert und deren Prävalenz erhöht werden. Da die 
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Zusammensetzung der Darmmikrobiota in direkter Korrelation zur menschlichen Gesundheit steht 

(Blaut und Clavel 2007; Cryan und Dinan 2012; Sommer und Bäckhed 2013; Wu et al. 2015; 

Woting und Blaut 2016; Franke und Deppenmeier 2018) sind Verbindungen mit präbiotischer 

Wirkung, wie Melibiose, von hoher Relevanz. Durch eine regelmäßige Einnahme konnten neben 

dem positiven Einfluss auf den Magen-Darm-Trakt auch positive Effekte auf den 

Kardiometabolismus, das Knochengerüst und das Nervensystem beobachtet werden (Saad et al. 

2013; Gibson et al. 2017).  

Weitere Substrate von Inv1417 waren die Fruktooligosaccharide 1-Kestose sowie Levantriose und 

Levanbiose (vgl. Kapitel 3.2.3, Abb. 13). Die Hydrolyse des Trisaccharids 1-Kestose (β-D-

Fruktofuranosyl-2-1-β-D-Fruktofuranosyl-2-1-α-D-Glucopyranosid) führte entsprechend zur 

Freisetzung von einem Molekül Fruktose sowie Saccharose, die dann erneut gespalten werden 

könnte. Die Verbindung ist sehr kostspielig und daher in reiner From, trotz der zwei potentiell 

verfügbaren Fruktoseeinheiten, kein geeignetes Substrat für die Produktion von 5-KF. 1-Kestose 

kann jedoch in geringen Mengen als Nebenprodukt der Raffination von Zuckerrüben aus Melasse 

anfallen (Abe et al. 2012; Shiomi et al. 2016) und wäre bei der Synthese von 5-KF ausgehend von 

homogenisierten Zuckerrüben ebenfalls nutzbar (vgl. Kapitel 4.3). Levantriose und Levanbiose sind 

aus β-2-6-glykosidisch verknüpften Fruktanen aufgebaut. Bei der Hydrolyse dieser Verbindungen 

entstehen aus Levanbiose zwei Fruktoseeinheiten sowie im Fall von Levantriose Fruktose und 

zusätzlich Levanbiose, die anschließend erneut endständig gespalten werden kann. Hierbei 

handelt es sich ebenfalls um teure Substrate, die daher keine geeigneten Rohstoffe für die 

Synthese von 5-KF darstellen. Interessanterweise lag mit Levan kein Substrat von Inv1417 vor 

(vgl. Kapitel 3.2.3), obwohl die Verbindung ebenfalls durch eine β-2-6-Verknüpfung der 

Fruktosyleinheiten aufgebaut ist (Antosova und Polakovic 2001; Öner et al. 2016; Hövels et al. 

2020). Eine Hydrolyse des Polyfruktans Inulin, bestehend aus β-2-1-verknüpften Fruktanen 

(Antosova und Polakovic 2001; Kelly 2008) konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Weitere 

Fruktose-haltige Verbindungen, darunter Melezitose, Turanose, Maltulose, Lactulose, Palatinose 

stellten ebenfalls keine nutzbaren Substrate von Inv1417 dar. Allgemein weisen Invertasen häufig 

ein großes Substratspektrum auf und beschränken sich nur in Ausnahmefällen auf eine Verbindung 

(Liebl et al. 1998), was mit den Ergebnissen von Inv1417 übereinstimmt. Vergleichbar zu Inv1417 

weist das Enzym aus Arthrobacter sp. K-1 ebenfalls hydrolytische Aktivitäten für Raffinose, 1-

Kestose und Levanbiose auf, nicht aber für Palatinose und Maltulose (Fujita et al. 1990a). Einige 

β-Fruktofuranosidasen der Gattung Bifidobacterium können 1-Kestose und Saccharose ebenfalls 

als Substrat nutzen, sind im Gegenteil aber zusätzlich zur Hydrolyse von Inulin befähigt 

(Muramatsu et al. 1994; Warchol et al. 2002; Janer et al. 2004; Omori et al. 2010). Für das 

Polyfruktan Levan konnte für die Enzyme aus Bifidobakterien hingegen ebenfalls keine 

Fruktosefreisetzung beschrieben werden (Muramatsu et al. 1994; Warchol et al. 2002; Janer et al. 

2004; Omori et al. 2010). Auch die Invertase aus Thermotoga maritima zeigt ein individuelles 

Substratspektrum. Das Enzym weist vergleichbar zu Inv1417 hydrolytische Aktivitäten für 

Saccharose und Raffinose auf, jedoch zusätzlich auch für Inulin (Liebl et al. 1998).  
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Wie bereits in Kapitel 4.6.1 erwähnt, weisen β-Fruktofuranosidasen gelegentlich neben einer 

hydrolytischen Aktivität auch eine Transfruktosylierungsreaktion auf (Antosova und Polakovic 

2001). Dies kann vor allem unter hohen Saccharosekonzentrationen beobachtet werden und 

ermöglicht die Bildung von Fruktooligosacchariden, wie beispielsweise Neokestose, 1-Kestose 

oder Nystose (Gross et al. 1954; Fujita et al. 1990b; Yun 1996; Antosova und Polakovic 2001). 

Obwohl dies eine Synthese industriell relevanter, kostspieliger Verbindungen ermöglicht, war eine 

solche Funktion im Zuge des 5-KF-Produktionsprozesses mit Hinblick auf eine maximale 

Produktausbeute nicht gewünscht. Für Inv1417 konnte eine Transfruktosylierungsreaktion 

während der Bestimmung des Substratspektrums ausgeschlossen werden, da die Hydrolyse von 

Saccharose in diesen Analysen immer zur Freisetzung äquimolarer Fruktose- und Glukose-

Konzentrationen führte.  

4.7 Produktion des alternativen Süßstoffs 5-KF mit verschiedenen Ein-Stamm-Systemen 

Ein Hauptziel dieser Arbeit lag in der Generierung eines Ein-Stamm-Systems zur Produktion von 

5-KF aus dem alternativen Substrat Saccharose. Auf Basis von verschiedenen Gluconobacter-

Stämmen konnten drei potentielle Expressionssysteme entwickelt werden, von denen vor allem 

G. oxydansΔmgdh::fdh inv für eine 5-KF-Produktion im industriellen Maßstab verwendet werden 

kann (Kapitel 3.4.6.2). Als Wildtyp-Produzent weist jedoch auch G. japonicus LMG 26773 

verschiedene Eigenschaften auf, die einen Einsatz des Stammes im Lebensmittelsektor 

begünstigen. Der Prozess und die Vorteile der genannten Stämme werden nachfolgend diskutiert. 

4.7.1 Einsatzmöglichkeiten von G. japonicus LMG 26773 im Lebensmittelsektor 

G. japonicus LMG 26773 erfüllte bereits als Wildtyp-Stamm die beiden essentiellen 

Voraussetzungen für den Prozess der 5-KF-Produktion aus dem Substrat Saccharose. Durch eine 

Invertase (KXV40112.1) war der Stamm zu einer effizienten Spaltung des Disaccharids befähigt 

(vgl. Kapitel 3.1.2, Abb. 9). Bioinformatische Analysen belegten zudem das Vorhandensein des 

fdh-Operons im Genom, weshalb die aus der Hydrolyse resultierenden Fruktoseeinheiten bereits 

natürlicherweise zu 5-KF oxidiert werden konnten (vgl. Kapitel 3.4.3.1, Abb. 26). Aufgrund der 

geringen FDH-Aktivität von 80 ± 7 mU/mg Gesamtzellprotein (vgl. Kapitel 3.4.2, Abb. 24) erzielten 

Produktionen mit G. japonicus LMG 26773 jedoch nur relativ geringe 5-KF-Ausbeuten von 40 % 

der verfügbaren Fruktoseeinheiten (vgl. Kapitel 3.4.3.1). Ein weiterer Grund für das Ausbleiben 

hoher Produktmengen stellte der Abbau von 5-KF in der stationären Wachstumsphase und damit 

während des Produktionsprozesses dar (vgl. Kapitel 3.4.3.1). Zudem konnte die Bildung des 

Nebenproduktes Levan detektiert werden, wodurch Fruktoseeinheiten für die Synthese von 5-KF 

verloren gingen. Als reiner 5-KF-Produktionsorganismus im industriellen Maßstab weist 

G. japonicus LMG 26773 daher noch einige Nachteile auf, der Wildtyp-Stamm qualifiziert sich 

jedoch aufgrund mehrerer Eigenschaften dennoch für den Einsatz im Lebensmittelsektor. 

Die Verwendung gentechnisch veränderter Organismen zur Produktion von Lebensmitteln in der 

Biotechnologie wird häufig von Konsumenten abgelehnt (Henriksen et al. 1999; von Wright und 
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Bruce 2003; Runge et al. 2017). Vor allem in Europa äußern sich viele Verbraucher skeptisch 

gegenüber potentieller Risiken auf die menschliche Gesundheit (Henriksen et al. 1999; von Wright 

und Bruce 2003; Runge et al. 2017). Durch den Einsatz von Antibiotika-Resistenzkassetten werden 

zudem negative Effekte auf die Umwelt befürchtet (Henriksen et al. 1999; von Wright und Bruce 

2003; Runge et al. 2017). Anders steht es um die Akzeptanz gegenüber dem Einsatz von 

unveränderten Mikroorganismen in verschiedenen Bereichen des Lebensmittelsektors. Die 

Verwendung von Wildtyp-Stämmen, wie beispielsweise Milchsäurebakterien zur Herstellung von 

Käse oder Sauerkraut gelten allgemein als unkritisch (Nout 2001; von Wright und Bruce 2003). 

Auch weitere Prozesse, wie Fleischfermentationen durch Staphylococcus carnosus oder der 

Einsatz von Wildtyp-Stämmen zur Produktion von Aminosäuren oder Fettsäuren, sind seit Jahren 

etabliert (von Wright und Bruce 2003). Es wird deutlich, dass die Akzeptanz für unmodifizierte 

Organismen in Lebensmitteln wesentlich höher ist. Um kritische Konsumenten für den 

biotechnologisch hergestellten Süßstoff 5-KF zu gewinnen, ist der Einsatz des Wildtyp-Stammes 

G. japonicus LMG 26773 als Produktionsorganismus aus Sicht der Lebensmittelindustrie daher 

trotz der geringen Ausbeuten sehr interessant. 

G. japonicus LMG 26773 ermöglicht außerdem neben der Produktion von 5-KF zusätzlich die 

Synthese von Levan, was einen weiteren positiven Aspekt für den Lebensmittelsektor darstellt. 

Durch die Verwendung des Stammes können damit einerseits die kalorienreiche Zucker 

Saccharose und Fruktose zu 5-KF umgewandelt werden, was eine Reduktion des kalorischen 

Nährwertes ermöglicht, während ein süßer Geschmack erhalten bleibt. Gleichzeitig kann durch das 

Nebenprodukt Levan ein präbiotischer Effekt erzielt werden. Das Polyfruktan wird im Zuge der 

Kultivierung von G. japonicus LMG 26773 in Saccharose-haltigem Medium durch die Levansucrase 

KXV40946.1 (EC 2.4.1.10) gebildet (vgl. Kapitel 3.4.3.1, Abb. 26). Das Enzym spaltet im ersten 

Schritt die α-1-β-2-glykosidische Bindung des Substrats Saccharose. Der daraus resultierende 

Fruktosylrest wird anschließend auf die nicht-reduzierende Fruktoseeinheit des nächsten Akzeptor-

Moleküls Saccharose übertragen (Dedonder 1966; Lyness und Doelle 1983; Jakob et al. 2012; 

Öner et al. 2016). Das entstandene Produkt kann dann erneut als Akzeptor-Molekül für weitere 

Fruktosylreste dienen, wodurch schließlich ein Fruktan mit hohem Polymerisierungsgrad vorliegt 

(Chambert et al. 1974). Das Präbiotikum Levan ist vom Menschen nicht metabolisierbar und fördert 

nachweislich das Wachstum probiotischer Bakterien der Darmmikrobiota (Porras-Domínguez et al. 

2014; Adamberg et al. 2018). Zudem werden der Verbindung in mehreren Studien antioxidative, 

antibakterielle und antivirale Eigenschaften zugeschrieben (Liu et al. 2012; Byun et al. 2014, Esawy 

et al. 2011), weshalb Levan auch aus pharmazeutischer Sicht eine relevante Rolle einnimmt.  

4.7.2 G. oxydans Δmgdh::fdh inv als Ein-Stamm-System zur Synthese von 5-KF aus 

Saccharose 

Mit G. oxydans Δmgdh::fdh inv konnte im Zuge dieser Arbeit ein weiteres Ein-Stamm-System 

generiert werden, dass eine Synthese von 5-KF mit Produktausbeuten von 84 ± 2 % aus dem 

alternativen Substrat Saccharose ermöglichte (vgl. Kapitel 3.4.6.2). Dieses System basierte auf 
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dem Stamm G. oxydans 621H, der für einen effizienten Prozess mehrfach genetisch modifiziert 

wurde. Um die Synthese des alternativen Süßstoffs zu vermitteln, wurde das fdhSCL-Gencluster 

in das Genom des Stammes anstelle des Gens gox0265 integriert (vgl. Kapitel 3.4.5.1). Als 

geeigneter Promotor wurde der starke, konstitutiv exprimierte p264-Promotor ausgewählt, der 

durch die 5‘ nicht-translatierten Bereiche des Gens gox0264 kodiert wird (Kallnik et al. 2010). Die 

Deletion des Gens gox0265 führte dazu, dass eine Produktion der membrangebundenen Glukose-

Dehydrogenase (mGDH) nicht mehr möglich war, was in einer reduzierten Metabolisierung von 

Glukose resultierte (vgl. Kapitel 3.4.6.2 und 4.7.3). Um die Spaltung des Substrats zu ermöglichen, 

wurde der Stamm durch das Plasmids pBBR1p264-inv1417 weiter modifiziert. Als Wildtyp-Stamm 

ist G. oxydans nicht zur Hydrolyse von Saccharose befähigt (vgl. Kapitel 3.2.5), weshalb eine 

Plasmid-vermittelte heterologe Produktion der Invertase1417 zur Generierung des Ein-Stamm-

Systems essentiell war.  

Der Prozess der 5-KF-Produktion mit G. oxydans Δmgdh::fdh inv aus dem alternativen Substrat 

umfasste mehrere Schritte (Abb. 63). Saccharose gelangte aus dem Medium über Porine der 

äußeren Membran ins Periplasma des Stammes und konnte dort durch die heterolog produzierte 

Invertase1417 in Glukose und Fruktose gespalten werden (Abb. 63). Die periplasmatische 

Lokalisation des Enzyms wurde durch ein Tat-Signalpeptid vermittelt, welches N-terminal mit Hilfe 

bioinformatischer Analysen identifiziert werden konnte (vgl. Kapitel 3.2.1). Die aus der 

Saccharosespaltung resultierenden Fruktoseeinheiten konnten direkt durch die membranständige 

FDH, die aufgrund des chromosomal integrierten fdhSCL-Genclusters heterolog produziert wurde, 

im Periplasma zu 5-KF oxidiert werden (Abb. 63). Der alternative Süßstoff akkumulierte 

anschließend im Medium, was eine einfache und effiziente Produktgewinnung ermöglicht. Die aus 

der Hydrolyse freigesetzten Glukoseeinheiten konnten in G. oxydans Δmgdh::fdh inv aufgrund der 

Deletion von gox0265 nicht über die mGDH metabolisiert werden. Auf den regulären 

Glukosemetabolismus in G. oxydans wird im Detail im nachfolgenden Kapitel (4.7.3) eingegangen. 

Dennoch wurden während des Produktionsprozesses durch G. oxydans Δmgdh::fdh inv geringe 

Mengen an 2- und 5-Ketoglukonat als Produkte des Glukosestoffwechsels gebildet (vgl. Kapitel 

3.4.6.2). Dies war durch die lösliche Glukose-Dehydrogenase (sGDH), kodiert durch das Gen 

gox2015 zu erklären. Glukose konnte während des Produktionsprozesses über spezifische 

Transporter in die Zelle aufgenommen und cytoplasmatisch an der sGDH zu Glukonat oxidiert 

werden (Abb. 63). Diese Verbindung wurde anschließend entweder cytoplasmatisch oder 

periplasmatisch zu 5-Ketoglukonat umgewandelt (Matsushita et al. 2003) (Abb. 63). Die Bildung 

von 2-Ketoglukonat aus Glukonat erfolgte membranständig im Periplasma von 

G. oxydans Δmgdh::fdh inv (Klasen et al. 1995; Prust et al. 2005; Rauch et al. 2010; Peters et al. 

2013) (Abb. 63). Eine detaillierte Beschreibung des cytoplasmatischen Glukosemetabolismus 

sowie der Produktion von 2- und 5-Ketoglukonat ist Kapitel 4.7.3 zu entnehmen. Eine weitere 

Möglichkeit der Glukoseverwertung in G. oxydans Δmgdh::fdh inv stellte die Phosphorylierung von 

Glukose oder Glukonat (Abb. 63, gestrichelte Pfeile) und die anschließende Metabolisierung über 

den Pentosephosphatweg dar (Deppenmeier und Ehrenreich 2009; Rauch et al. 2010; Richhardt 
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et al. 2013; Zahid und Deppenmeier 2016). Neben 2- und 5-Ketoglukonat konnte auch die Bildung 

von Acetat als Nebenprodukt des 5-KF-Produktionsprozesses in G. oxydans Δmgdh::fdh inv 

nachgewiesen werden. Diese Verbindung entstand bei der Degradierung von Glukose im Zuge 

des Pentosephosphatwegs und dem unteren Teil der Glykolyse aus Pyruvat (Krajewski et al. 2010; 

Rauch et al. 2010; Hanke et al. 2013; Peters et al. 2013).  

 

Abbildung 63: Schematische Darstellung des Saccharose-Metabolismus in G. oxydansmgdh::fdh inv. 

Die Abkürzungen werden im Folgenden erklärt: sGDH (lösliche Glukose-Dehydrogenase, Gox2015), 

sGADH (lösliche Glukonat 5-Dehydrogenase, Gox2187), mGADH (membrangebundene Glukonat-

Dehydrogenase, Gox1230-1232), SldAB (Sorbitol-Dehydrogenase, Gox0854-0855), FdhSCL 

(Untereinheiten der membrangebundene Fruktose-Dehydrogenase), Inv1417 (KXV26505.1 in 

G. japonicus LMG 1417). Das Tat-Signalpeptid-abhängige Transportsystem durch Gox1241 (TatA), 

Gox1757 (TatB) und Gox1758 (TatC) ist in der Abbildung als Tat-System bezeichnet. Porine der 

äußeren Membran sind als graue Ovale, spezifische Transporter in der Cytoplasmamembran als weiße 

Ovale abgebildet. Die gestrichelten Pfeile stellen die Phosphorylierung von Glukose (Gox1182) bzw. 

Glukonat (Gox1709) und die Degradierung von Glukose-6-Phosphat bzw. 6-Phosphoglukonat über den 

Pentosephosphatweg dar.  

Durch die Integration des fdhSCL-Genclusters und die daraus resultierende Fähigkeit zur 

heterologen Produktion der FDH erhielt G. oxydansΔmgdh::fdh inv außerdem einen metabolischen 

und energetischen Vorteil. Fruktose wird im Wildtyp-Stamm G. oxydans normalerweise 

hauptsächlich intrazellulär verstoffwechselt. Das Monosaccharid wird dafür ins Cytoplasma 
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aufgenommen und durch eine Fruktokinase (Gox0284) phosphoryliert (Richhardt et al. 2012) (vgl. 

Abb. 64). Anschließend kann Fruktose-6-Phosphat durch eine Glukose-6-Phosphat-Isomerase 

(Gox1704) zu Glukose-6-Phosphat umgewandelt und in den oxidativen Pentosephosphatweg 

eingespeist werden (Richhardt et al. 2012) (vgl. Abb. 64). Diese Art der Energiekonservierung läuft 

wesentlich langsamer ab als die periplasmatische Oxidation durch membranständige 

Dehydrogenasen (Deppenmeier et al. 2002; Matsushita et al. 1994). Die membranständige FDH 

in G. oxydans Δmgdh::fdh inv erlaubte daher eine schnelle periplasmatische Fruktose-Oxidation 

und eine Übertragung der bei dieser Reaktion freigesetzten Elektronen über die Cytochrom c-

Untereinheit FdhC in die Atmungskette (vgl. Kapitel 1.3, Abb. 1). Diese effiziente 

Energiegewinnung führte zu einem Wachstumsvorteil der Mutante gegenüber dem Wildtyp-

Stamm. Siemen et al. (2018) bestätigten diese Beobachtung durch einen direkten Vergleich des 

Wachstums der FDH-Mutante G. oxydans fdh mit G. oxydans 621H unter Verwendung von 

Fruktose als Kohlenstoffquelle. Während G. oxydans 621H eine Wachstumsrate von 0,11 h-1 und 

eine Verdopplungszeit von 6,36 h erzielte, lag die Wachstumsrate von G. oxydans fdh bei 0,19 h-1 

und die Verdopplungszeit verkürzte sich auf 3,64 h (Siemen et al. 2018).  

4.7.3 Glukosemetabolismus in G. oxydans 

Um die Auswirkung der Deletion von gox0265 in G. oxydansΔmgdh::fdh inv im Detail zu verstehen, 

ist eine Erläuterung der generellen Glukoseverwertung des Organismus notwendig. Grundsätzlich 

kann die Verstoffwechselung von Glukose in G. oxydans sowohl periplasmatisch als auch 

cytoplasmatisch erfolgen (Olijve und Kok 1979; Richhardt et al. 2013), wobei die periplasmatische 

Oxidation den bevorzugten Stoffwechselweg darstellt (Deppenmeier et al. 2002). Die Reaktion im 

Periplasma wird durch die membrangebundene Pyrrolochinolinchinon (PQQ)- abhängige Glukose-

Dehydrogenase (mGDH) vermittelt, die durch das Gen gox0265 kodiert ist (Matsushita et al. 1994). 

Bei dieser Reaktion wird Glukose zu δ-Glukonolakton umgewandelt. Die Elektronen werden 

anschließend erst in den Ubichinonpool in der Cytoplasmamembran geleitet und dann über Chinol-

Oxidasen an den finalen Elektronenakzeptor Sauerstoff übertragen. Während dieses 

Transferprozesses werden Protonen über die Zellmembran gepumpt, wodurch der 

elektrochemische Protonengradient für die ATP-Synthese generiert wird (Kulhánek 1989, 

Ameyama et al. 1981). Diese Möglichkeit der Glukosemetabolisierung entfiel in der Mutante 

G. oxydansΔmgdh::fdh inv aufgrund der Deletion des Gens gox0265. δ-Glukonolakton kann im 

Zuge des generellen Glukosemetabolismus im Periplasma entweder chemisch oder enzymatisch 

durch eine Glukono-δ-Laktonase, zu Glukonat hydrolysiert werden (Fewster 1958; Olijve und Kok 

1979; Matsushita et al. 1980; Buchert und Viikari 1988; Shinagawa et al. 2009). Im nächsten Schritt 

kann Glukonat periplasmatisch durch die membrangebundene Glukonat-Dehydrogenase 

(mGADH, Gox1230–1232) weiter zu 2-Ketoglukonat oder durch die membrangebundene Sorbitol-

Dehydrogenase (SldAB, Gox0854-0855) zu 5-Ketoglukonat oxidiert werden (Klasen et al. 1995; 

Matsushita et al. 2003; Prust et al. 2005; Rauch et al. 2010; Peters et al. 2013) (vgl. Abb. 63).  
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Die cytoplasmatische Verstoffwechselung von Glukose ist ebenfalls auf verschiedenen Wegen 

möglich. Dafür muss Glukose in jedem Fall zuerst über spezifische Transporter in der Membran 

ins Cytoplasma aufgenommen werden (vgl. Kapitel 4.7.2, Abb. 63). Anschließend wird das 

Monosaccharid entweder durch die Glukokinase (Gox1182) phosphoryliert (vgl. Abb. 63, 

gestrichelter Pfeil) oder durch die lösliche NADP-abhängige Glukose-Dehydrogenase (sGDH, 

Gox2015) zu Glukonat oxidiert (Klasen et al. 1995, Rauch et al. 2010) (vgl. Abb. 63). Im 

nachfolgenden Schritt kann Glukonat von der löslichen NADP-abhängigen Glukonat 5-

Dehydrogenase (sGADH, Gox2187) weiter zu 5-Ketoglukonat umgewandelt werden (vgl. Abb. 63). 

Als weitere Möglichkeit kann Glukonat durch die Glukonat-Kinase (Gox1709) (vgl. Abb. 63, 

gestrichelter Pfeil) zu 6-Phosphoglukonat phosphoryliert werden. Im Fall einer Phosphorylierung 

werden Glukose-6-Phosphat bzw. 6-Phosphoglukonat in den oxidativen Pentosephosphatweg 

überführt und dort über Enzyme des Pentosephosphatwegs und der Glykolyse zu Pyruvat 

umgewandelt (Rauch et al. 2010; Hanke et al. 2013; Richhardt et al. 2012). Pyruvat wird schließlich 

durch die Pyruvat-Decarboxylase (Gox1081) und die Acetaldehyd-Dehydrogenasen (Gox1122 und 

Gox2018) erst zu Acetaldehyd und dann zu Acetat verstoffwechselt (Krajewski et al. 2010; 

Richhardt et al. 2012; Peters et al. 2013). Der Entner-Doudoroff-Weg wird in G. oxydans nur 

geringfügig genutzt, weshalb der cytoplasmatische Abbau von Kohlenhydraten hauptsächlich über 

den Pentosephosphatweg erfolgt (Matsushita et al. 1994; Olijve und Kok 1979; Deppenmeier und 

Ehrenreich 2009). Die Art der Glukosemetabolisierung ist letztendlich abhängig von dem pH-Wert 

und der Glukosekonzentration im Medium (Olijve und Kok 1979). Unterhalb eines pH-Wertes von 

3,5 im Medium ist der Pentosephosphatweg nachweislich nicht aktiv. Ab einem pH-Wert von 5,5 

oder mehr als 15 mM Glukose wird die Umsetzung von Glukose (und auch Glukonat) über den 

Pentosephosphatweg ebenfalls unterdrückt. Stattdessen findet unter diesen Bedingungen die 

Oxidation von Glukose hauptsächlich an der mGDH und in geringeren Mengen durch die sGDH 

statt, wodurch 2- und 5-Ketoglukonat entstehen (Olijve und Kok 1979; Hanke et al. 2013). Erst 

unterhalb eines Schwellenwertes von 5-15 mM Glukose im Medium erfolgt die Metabolisierung 

über den Pentosephosphatweg (Olijve und Kok 1979).  

4.7.4 Abbau von 5-KF durch Gluconobacter-Stämme 

Die Verwertung des alternativen Süßstoffs 5-KF konnte in dieser Arbeit in verschiedenen Stämmen 

der Gattung Gluconobacter nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.4.4, Abb. 37). In allen Fällen fand 

der Abbau von 5-KF in der stationären Phase statt, zeigte aber deutliche Unterschiede zwischen 

den einzelnen Stämmen. Dabei fiel auf, dass die Organismen G. japonicus LMG 26773 und 

G. japonicus LMG 1281, die bereits natürlicherweise zur Synthese von 5-KF befähigt waren, eine 

deutlich stärkere Reduktion der 5-KF-Konzentration aufwiesen, als G. oxydans. Ein Abbau der 

Verbindung in der Natur und das Vorhandensein entsprechender Enzyme in Wildtyp-Produzenten 

liegt nahe, um 5-KF in der stationären Phase zum Überleben als Kohlenstoff- und Energiequelle 

nutzen zu können. Der Abbau in G. oxydans lässt jedoch vermuten, dass sich die Fähigkeit zur 

Reduktion auch auf Organismen übertragen lässt, die mit 5-KF in ihren natürlichen Habitaten in 
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Verbindung kommen. G. oxydans kommt in Blüten, Nektar und Früchten vor, weshalb ein Kontakt 

mit 5-KF als natürlicher Inhaltsstoff in Essig, Wein, Traubensaft, Holunderblütensirup und Honig 

(Burroughs und Sparks 1973; Barbe et al. 2001; Blasi et al. 2008; Siemen 2017) sehr 

wahrscheinlich ist. Damit 5-KF von Gluconobacter-Stämmen in der stationären Phase als 

Kohlenstoffquelle genutzt werden kann, muss diese Verbindung in die Zelle aufgenommen werden 

(Matsushita et al. 1994). Anschließend erfolgt die Reduktion durch cytoplasmatischen 

Oxidoreduktasen, eine Phosphorylierung durch entsprechende Kinasen und schließlich der 

Übergang in den Pentosephosphatweg (Matsushita et al. 1994).  

Ein Enzym, das eine Reduktion von 5-KF katalysiert, konnte bereits 1988 in Tatumella (T.) citrea 

(früher Erwinia citreus) identifiziert und als NADPH-abhängige 5-KF-Reduktase definiert werden 

(Schrimsher et al. 1988). Auch in Kultivierungen von G. cerinus in Fruktose-haltigem Medium 

konnte eine Abnahme von 5-KF beobachtet werden (Mowshowitz et al. 1974a, b). Dabei wurde 

vermutet, dass die Kombination aus 5-KF-Produktion und anschließender NADPH-abhängiger 

Reduktion einen wichtigen Zyklus zur Regeneration von NADP+ während der Fruktoseverwertung 

des Stammes darstellt (Mowshowitz et al. 1974a, b). Analysen bereits charakterisierter 

Oxidoreduktasen aus G. oxydans, deren Hauptsubstrate organische Verbindungen mit 

Ketogruppen sind, führten schließlich zur Idenfizierung der am 5-KF-Abbau beteiligten Enzyme 

(persönliche Mitteilung, Jacqueline Schiessl, M.Sc.). Neben der α-Ketocarbonyl-Reduktase 

Gox0644 (Schweiger et al. 2010) zeigte auch das 5-Ketoglukonat reduzierende Enzym Gox1432 

(Zahid und Deppenmeier 2016) hohe Aktivitäten für das Substrat 5-KF (persönliche Mitteilung, 

Jacqueline Schiessl, M.Sc.). Diese Enzyme können daher als 5-KF-Reduktasen charakterisiert 

werden und sind höchstwahrscheinlich für den Abbau des alternativen Süßstoffs in Kultivierungen 

in dieser Arbeit verantwortlich. Die Ergebnisse der bioinformatischen Analysen belegten zudem, 

dass homologe Enzyme zu den genannten 5-KF-Reduktasen in den Stämmen G. japonicus LMG 

26773 und G. japonicus LMG 1281, in denen eine starke Reduktion der 5-KF-Konzentration 

detektiert wurde, vorhanden sind (vgl. Kapitel 3.4.3.3 und 3.4.4).  

Auf Grundlage dieser Daten wurde eine schematische Übersicht über den möglichen 

Metabolismus von 5-KF erstellt (Abb. 64). Nach der Aufnahme von 5-KF in die Zelle kann eine 

Reduktion der Verbindung an der Ketogruppe des C5-Atoms durch 5-KF-Reduktasen erfolgen, was 

nachweislich zur Bildung von Fruktose führt (Mowshowitz et al. 1974a; Schrimsher et al. 1988) 

(Abb. 64). Da es sich um eine NADPH-abhängige Reaktion handelt, wird dabei NADP+ regeneriert, 

welches wiederum für die intrazellulären Umsetzung von Fruktose zu Acetat im Zuge des 

Pentosephosphatweges bereitgestellt wird (Mowshowitz et al. 1974a, b) (Abb. 64). Die bei der 

Reduktion entstandene Fruktose kann anschließend durch die Fruktokinase Gox0284 

phosphoryliert und Fruktose-6-Phosphat durch die Glukose-6-Phosphat-Isomerase Gox1704 zu 

Glukose-6-Phosphat umgewandelt werden (Abb. 64). Diese Verbindung kann dann in den 

oxidativen Pentosephosphatweg eingespeist und unter Bildung von NADPH zu 6-

Phosphoglukonolakton umgewandelt werden (Richhardt et al. 2012) (Abb. 64). Durch Enzyme des 
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Pentosephosphatwegs und der Glykolyse entsteht schließlich Pyruvat. Pyruvat kann durch 

Gox1081 zu Acetaldehyd decarboxyliert und anschließend durch die Acetaldehyd-

Dehydrogenasen (Gox1122 und Gox2018) zu Acetat oxidiert werden (Krajewski et al. 2010; Peters 

et al. 2013). Aufgrund fehlender Phosphotransacetylasen und Acetat-Kinasen findet keine 

Umsetzung von Acetyl-CoA zu Acetat in G. oxydans statt (Richhardt et al. 2012). 

 

Abbildung 64: Schematische Übersicht des 5-KF-Abbaus in G. oxydans. 5-KF kann nach der 

periplasmatischen Produktion an der membranständigen FDH (FdhSCL im Schaubild, exemplarisch 

dargestellt) über spezifische Transporter in der Cytoplasmamembran (weiße Ovale) in die Zelle 

aufgenommen werden. Bei der cytoplasmatischen Reduktion von 5-KF durch 5-KF-Reduktasen entsteht 

D-Fruktose, welche anschließend phosphoryliert (gestrichelter Pfeil) und zu Glukose-6-Phosphat 

umgewandelt wird. Durch Enzyme des Pentosephosphatwegs und der Glykolyse entsteht schließlich 

Pyruvat, das wiederum in zwei weiteren Schritten zu Acetat umgewandelt werden kann. Sowohl 

Glukose-6-Phosphat als auch Pyruvat können außerdem zur Bildung von Biomasse genutzt werden.  
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4.8 Möglichkeiten zur Optimierung des Ein-Stamm-Systems 

4.8.1 Erstellen einer Doppelintegrationsmutante zur Steigerung der FDH-Aktivität 

Um das Ein-Stamm-System G. oxydans Δmgdh::fdh inv im Hinblick auf einen industriellen Einsatz 

noch effizienter zu gestalten, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene Strategien 

zur Optimierung entwickelt. In diesem Zusammenhang war im ersten Schritt eine Verringerung der 

Kultivierungsdauer von 96 h notwendig, die mit G. oxydans Δmgdh::fdh inv für eine effiziente 5-KF-

Synthese benötigt wurde. Zudem sollte eine vollständige Fruktoseumsetzung und damit eine 

Steigerung der 5-KF-Ausbeute erzielt werden. Betrachtet man den Verlauf der 5-KF-Produktion in 

G. oxydans Δmgdh::fdh inv, so wurde deutlich, dass in den ersten 30 h der Kultivierung eine 

effiziente Saccharosespaltung erfolgte, die 5-KF-Produktion jedoch verzögert ablief (vgl. Kapitel 

3.4.6.2, Abb. 46). Zur Optimierung des Systems war daher einer Steigerung der 5-KF-Synthese 

durch die FDH von großem Interesse. Eine Verbesserung der Saccharosespaltung war zu diesem 

Zeitpunkt nicht notwendig. Die heterologe Produktion der FDH, als Schlüsselenzym der 5-KF-

Produktion aus Fruktose, wurde in G. oxydans Δmgdh::fdh inv durch ein chromosomal integriertes 

fdhSCL-Gencluster vermittelt (vgl. Kapitel 3.4.5.1). Durch enzymatische Tests konnte für das so 

produzierte Enzym eine Aktivität von 404 ± 10 mU/mg Gesamtprotein ermittelt werden (vgl. Kapitel 

3.4.5.2, Abb. 41). Dies war im direkten Vergleich in dieser Analyse lediglich 56 % der FDH-Aktivität 

des bisherigen Produktionsstammes G. oxydans fdh (Siemen et al. 2018) mit Plasmid-kodierten 

fdhSCL-Gencluster (vgl. Kapitel 3.4.5.2, Abb. 41). Diese Differenzen können durch eine erhöhte 

Kopienzahl der Plasmid-vermittelten FDH-Expression mit dem verwendeten pBBR1MCS-2-Vektor 

(Kovach et al. 1995) erklärt werden. Ein Vergleich der 5-KF-Produktion beider Stämme ausgehend 

von dem Substrat Fruktose verdeutlichte, dass die Unterschiede in der FDH-Aktivität sich auch in 

der Umsatzrate widerspiegelten. Während in Kultivierungen von G. oxydans fdh nach 30 h eine 

nahezu vollständige Umsetzung von 120 mM Fruktose zu 5-KF erzielt wurde (Siemen et al. 2018) 

(vgl. Kapitel 3.5.2, Abb. 50 C), konnten in G. oxydans Δmgdh::fdh zu diesem Zeitpunkt erst 40 mM 

5-KF nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.4.5.3, Abb. 43 und Kapitel 3.5.2, Abb. 50 A).  

Die Daten der vorliegenden Arbeit deuteten darauf hin, dass eine Verkürzung der 

Fermentationszeit und damit eine Erhöhung der 5-KF-Produktionseffizienz durch eine Steigerung 

der FDH-Aktivität erfolgen könnte. Eine weitere Integration von fdhSCL in das Genom von 

G. oxydans Δmgdh::fdh stellte in diesem Zusammenhang eine vielversprechende Möglichkeit dar. 

Das zweite fdhSCL-Gencluster sollte chromosomal an die Stelle des Gens gox2015 eingebracht 

werden, welches für die lösliche Glukose-Dehydrogenase (sGDH) kodiert. Entsprechend entfällt in 

einem solchen Stamm die Produktion dieses Enzyms, wodurch die Metabolisierung von Glukose 

weiter eingeschränkt wird (Olijve und Kok 1979; Rauch et al. 2010; Richhardt et al. 2013) (vgl. 

Kapitel 4.7.3). Diese Modifizierung begünstigte damit auch den Einsatz einer Glukose-Isomerase, 

was ein Ziel des generellen 5-KF-Forschungsprojektes ist. Die Verwendung eines solchen Enzyms 

soll zukünftig dazu führen, dass neben Fruktose auch die aus der Saccharosespaltung 

resultierenden Glukoseeinheiten für die Produktion von 5-KF genutzt werden können. Dies würde 
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eine effizientere Substratnutzung und eine enorme Erhöhung der Produktausbeute ermöglichen. 

Im Detail wird auf dieses Vorhaben und die Funktionsweise von Glukose-Isomerasen in Kapitel 

4.8.3 eingegangen.  

Durch die zweite Integration des fdhSCL-Genclusters konnte die FDH-Aktivität des so generierten 

Stammes G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh im Vergleich zu G. oxydans Δmgdh::fdh mehr als 

verdoppelt werden (vgl. Kapitel 3.5.1, Abb. 48). Zudem konnte die Produktionszeit von 96 h auf 

28 h reduziert und damit die 5-KF-Synthese aus dem Substrat Fruktose deutlich optimiert werden 

(vgl. Kapitel 3.5.2, Abb. 51). Die genomische Modifikation in G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh 

resultierte zusätzlich in einer vollständigen Fruktoseumsetzung und führte dadurch zu der 

gewünschten Steigerung der 5-KF-Ausbeute. Mit diesem Stamm lag außerdem eine Verbesserung 

zu dem bisherigen Plasmid-basierten Produktionsstamm G. oxydans fdh (Siemen et al. 2018) vor 

(vgl. Kapitel 3.5.2, Abb. 51). Der Doppelintegrationsstamm ermöglicht damit zukünftig einen 

effizienten 5-KF-Produktionsprozess mit Fruktose als Substrat. Durch die chromosomal 

integrierten fdh-Gencluster und der daraus resultierenden hohen FDH-Aktivität, kann die 

Produktion von 5-KF außerdem ohne den Einsatz eines Antibiotikums erfolgen, was aus 

industrieller Sicht einen enormer Vorteil darstellt.  

Eine Verbesserung der 5-KF-Synthese aus dem alternativen Substrat Saccharose konnte mit 

G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh inv jedoch nicht erfolgen, was in einer deutlich reduzierten 

Saccharosespaltung begründet lag (vgl. Kapitel 3.5.3.1, Abb. 56 A). Anhand der vorliegenden 

Ergebnisse konnte die Vermutung formuliert werden, dass die geringere Hydrolyse des 

Disaccharids mit der zweiten chromosomalen Integration des fdh-Operons korrelierte. Hierbei kam 

es offensichtlich zu einer geringeren Produktion von Inv1417 oder zu einer verminderten 

Translokation des Enzyms über die Cytoplasmamembran. Diese Theorie ergab sich daher, dass 

eine verringerte Saccharosespaltung lediglich in den FDH-Doppelintegrationsstämmen 

G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh inv und G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 inv, nicht aber im Fall 

einer einzelnen FDH-Integration in G. oxydans Δmgdh::fdh inv beobachtet werden konnte (vgl. 

Kapitel 3.5.3.1, Abb. 56 A). Möglicherweise lag in den Doppelintegrationsstämmen eine reduzierte 

Translokationseffizienz von Inv1417 vor, die dann in einer geringeren Hydrolyse im Periplasma 

resultierte. Betrachtet man den Transport der Schlüsselenzyme FDH und Inv1417, so fällt auf, dass 

mehrere Protein-Transportmechanismen im Zuge des 5-KF-Produktionsprozesses aus 

Saccharose erfolgen müssen. Der FdhSCL-Proteinkomplex wird sowohl Tat-abhängig als auch 

Sec-vermittelt ins Periplasma transportiert (Kawai et al. 2013). FdhS und FdhL werden 

wahrscheinlich gemeinsam, vermittelt durch das Signalpeptid der Untereinheit FdhS, über den Tat-

abhängigen Transportweg transloziert (Kawai et al. 2013). FdhC hingegen weist eine Sec-

Signalsequenz auf (Ameyama et al. 1981; Kawai et al. 2013) und gelangt daher vermutlich Sec-

abhängig ins Periplasma. Die Zusammenlagerung der einzelnen Proteine zum vollständigen 

Komplex erfolgt entsprechend erst nach der Sekretion. Diese Art des separaten Transportes 

einzelner Proteinuntereinheiten (auch über verschiedene Transportwege) ist jedoch nicht 
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ungewöhnlich und für mehrere Proteinkomplexe beschrieben (Simon et al. 1998; Gross et al. 2001, 

Berks et al. 2003). Da auch für Inv1417 ein Tat-Signalpeptid identifiziert werden konnte (vgl. Kapitel 

3.2.1, Abb. 11 und Kapitel 4.6.3), wurden vermutlich sowohl FdhS und FdhL, als auch Inv1417 Tat-

abhängig über die Cytoplasmamembran transportiert. Wie bereits erläutert, ermöglicht der Tat-

abhängige Transportweg die Sekretion (teil-) gefalteter Proteine oder Proteinkomplexe mit 

prosthetischen Gruppen oder Cofaktoren (Berks 1996; Berks et al. 2002; Lee et al. 2006; Hou und 

Brüser 2011; Nuñez et al. 2012) (vgl. Kapitel 4.6.3). Obwohl Inv1417 keinen Cofaktor oder eine 

prosthetische Gruppe besaß, konnte eine Sekretion über die Cytoplasmamembran erfolgen und 

im Zuge dieser Arbeit nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.4.6.1, Abb. 44). Die Möglichkeit des 

Tat-vermittelten Transportes von Proteinen ohne Cofaktor, wie Inv1417 in dieser Arbeit, ist in 

mehreren Studien beschrieben (Berks 1996; Berks et al. 2002; Dilks et al. 2003; Berks et al. 2005) 

(vgl. Kapitel 4.6.3). Vermutlich werden in diesen Fällen jedoch Proteine, die einen entsprechenden 

Cofaktor oder einer prosthetische Gruppe aufweisen, bevorzugt transportiert (Berks et al. 2005). 

Da nur 40,6 % der Aktivität von Inv1417 im Periplasma von G. oxydans Δmgdh::fdh inv detektiert 

wurde (vgl. Kapitel 3.4.6.1), deutet dies auf eine verminderten Translokation hin und könnte auf die 

Theorie eines bevorzugten Transportes nach Berks et al. (2005) zurückzuführen sein. Demnach 

könnte in G. oxydans Δmgdh::fdh inv, aufgrund der prosthetischen Gruppe FAD, primär der Tat-

vermittelte Transport von FdhS und FdhL über die Cytoplasmamembran erfolgt sein, während 

Inv1417 ohne Cofaktor entsprechend zweitrangig sekretiert wurde. Aufgrund der hohen 

spezifischen Aktivität der Invertase reichten im Fall des Ein-Stamm-Systems 

G. oxydans Δmgdh::fdh inv jedoch diese 40,6 % für eine effiziente Saccharosespaltung aus. Die 

Integration eines zweiten fdhSCL-Genclusters in das Genom der Doppelintegrationsstämme 

G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh inv und G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 inv resultierte 

entsprechend in einer deutlich erhöhten Translation der FDH, wodurch der Transport von Inv1417 

über die Cytoplasmamembran weiter eingeschränkt werden könnte. Dies würde im Rückschluss 

zu einer verringerten Saccharosespaltung führen und könnte die Beobachtungen in den Analysen 

der Stämme G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh inv und G. oxydans IK003.1::fdhSCL2 inv erklären 

(vgl. Kapitel 3.5.3.1, Abb. 56 A).  

Als weitere Möglichkeit für das Ausbleiben einer effizienten Saccharosespaltung in den 

Doppelintegrationsstämmen war außerdem eine Überlastung der Tat-Maschinerie denkbar. Der 

Transportprozess sieht vor, dass gefaltete Proteine erst über das Signalpeptid an die TatC-Einheit 

des TatBC-Komplexes binden und anschließend nach Assemblierung mit TatA (Energieabhängig) 

über die Cytoplasmamembran transportiert werden (de Leeuw et al. 2002; Mori und Cline 2002; 

Alami et al. 2003; Brüser und Sanders 2003; Natale et al. 2008). TatA muss sich anschließend von 

dem TatBC-Komplex lösen und erst dann kann ein neuer Transportzyklus beginnen (Mori und Cline 

2002). Eine begrenzte Kapazität des Signalpeptid-abhängigen Transportes konnte in mehreren 

Studien beschrieben werden (Rosenberg 1998; Mergulhao und Monteiro 2004; Terpe 2006; De 

Keersmaeker et al. 2006), was die Vermutung eines ähnlichen Problems im Zuge dieser Arbeit 

unterstreicht. Häufig lag dies an einer unzureichenden Kapazität der Exportmaschinerie 
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(Rosenberg 1998; Mergulhao und Monteiro 2004; De Keersmaeker et al. 2006). Dies ist vor allem 

bei rekombinanten Proteinproduktionen durch den Einsatz starker Promotoren bei der 

Transkription bekannt und führt bei Überlastung des Sekretionsapparates zu einer Anhäufung der 

Proteine im Cytoplasma (Rosenberg 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl die 

Expression der FDH, als auch Inv1417 durch den starken, konstitutiven Promotor p264 (Kallnik et 

al. 2010) vermittelt, weshalb auch eine Überlastung des Tat-Apparates als möglicher Grund nicht 

ausgeschlossen werden kann. Zuletzt kann in diesem Zusammenhang erneut ein Abbau der 

zahlreichen, bereits gefalteten Proteine im Cytoplasma durch Proteasen (Georgiou und Valax 

1996, Sørensen und Mortensen 2005) eine mögliche Erklärung sein (vgl. Kapitel 4.5). Um zu 

bestätigen, dass die reduzierte Saccharosespaltung in den Doppelintegrationsstämmen mit einem 

unzureichenden Proteintransport zusammenhängt, kann eine Zellfraktionierung und eine 

Bestimmung der Aktivität von Inv1417 in G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh inv erfolgen. Sollten 

dabei im Vergleich zu G. oxydans Δmgdh::fdh inv erhöhte Aktivitäten des Enzyms im Cytoplasma 

und geringere im Periplasma bestimmt werden, würde dies ein generelles Transportproblem und 

eine Verbindung zur zweiten FDH-Integration bestätigen.  

4.8.2 Umstrukturierung des Systems durch chromosomale Integration von inv1417 

Um zukünftig Problemen einer unzureichenden Transporteffizienz entgegenzuwirken, wurden in 

dieser Arbeit erste Vorbereitungen für eine mögliche Umstrukturierung des Expressionsstammes 

durchgeführt. Da mehrere Studien eine Entlastung der Exportmaschinerie durch die Verwendung 

schwächerer Promotorsysteme für die heterologen Proteinproduktion vorhersagen (Rosenberg 

1998; Mergulhao und Monteiro 2004; Terpe 2006), sollte diese Strategie auch für das Ein-Stamm-

System angewendet werden. Die chromosomale Integration von p264-inv1417 und der Einsatz 

eines schwächeren Promotors für die FDH-Produktion könnten in Kombination die Tat-Maschinerie 

entlasten und den Transport von Inv1417, der vermutlich mit FdhS und FdhL konkurrierte, erhöhen. 

Mit Hinblick auf den Einsatz einer Glukose-Isomerase in den finalen Produktionsprozess erschien 

es sinnvoll, das Gen inv1417 erneut anstelle der Gene gox0265 und gox2015 ins Genom zu 

integrieren. Als Voraussetzung zur Generierung eines effizienten Ein-Stamm-Systems nach 

diesem Prinzip, musste jedoch sichergestellt werden, dass eine ausreichend hohe Aktivität der 

FDH im Zuge der geplanten Umstrukturierung erhalten blieb. Die Daten der vorliegenden Arbeit 

belegten, dass die Plasmid-vermittelte Expression des fdhSCL-Genlusters durch den moderaten, 

konstitutiven p452-Promotor (Kallnik et al. 2010) in einer ausreichend hohen FDH-Aktivität 

resultierte (vgl. Kapitel 3.5.3.2, Abb. 57). Diese konnte zwischen die Effizienz der Stämme 

G. oxydans ∆mgdh::fdh und G. oxydans ∆mgdh::fdh∆sgdh::fdh eingeordnet werden und führte 

nachweislich zu einer Verbesserung der 5-KF-Synthese und Produktionszeit im Vergleich zum 

bisherigen Ein-Stamm-System (vgl. Kapitel 3.5.3.2, Abb. 58). Die Generierung eines 

Expressionsstammes nach dieser Strategie ist daher durchaus sinnvoll und soll in nachfolgenden 

Arbeiten im Zuge einer zweiten Förderungsphase des 5-KF-Forschungsvorhabens durchgeführt 

werden.  
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Ein anderer vielversprechender Ansatz wäre die Verwendung eines induzierbaren 

Promotorsystems. Diese Vektoren werden häufig eingesetzt, um eine gezielte Regulation der 

Proteinproduktion zu einem gewünschten Zeitpunkt zu ermöglichen (Guzman et al. 1995). Mit 

einem solchen System könnte im ersten Schritt die Saccharosespaltung durch eine konstitutive 

Genexpression von p264-inv1417 erfolgen und anschließend durch Induktion eine zeitlich 

getrennte Produktion der FDH zur Synthese von 5-KF durchgeführt werden. Die Integration von 

inv1417 ins Genom von G. oxydans wäre dafür weiterhin notwendig. Allgemein findet die Kontrolle 

der Genexpression in diesen Systemen durch den Einsatz regulierbarer Expressionsvektoren mit 

induzierbaren Promotoren, wie beispielsweise PTAC, PT7, PLAC oder PBAD (De Boer et al. 1983; Tabor 

und Richardson 1985; Guzman et al. 1995) statt. Durch die Zugabe spezifischer Induktoren zu 

einem bestimmten Zeitpunkt kann die Proteinproduktion eingeleitet werden. Für die Gattung 

Gluconobacter war bisher kein ausreichend funktionelles System dieser Art bekannt (Florea et al. 

2016; Teh et al. 2019; Fricke et al. 2020), weshalb im Zuge der vorliegenden Arbeit noch keine 

Versuche zu einer induzierbaren Genexpression durchgeführt wurden. Vor kurzem konnte jedoch 

ein L-Arabinose induzierbares System entwickelt werden, das eine effiziente, regulierbare 

Genexpression in G. oxydans ermöglicht (Fricke et al. 2020). Dieses Expressionsplasmid basiert 

auf dem pBBR1-Vektor (Kovach et al. 1995) und beinhaltet den PBAD-Promotor des Arabinose-

Operons aus E. coli sowie das regulatorische Gen araC (Casadaban 1976; Fricke et al. 2020). Das 

generelle Prinzip des Systems ist in E. coli seit Jahren gut untersucht (Lee et al. 1987; Lobell und 

Schleif 1990; Soisson et al. 1997). Die Genexpression wird dabei durch das Protein AraC reguliert, 

das sowohl als positiver als auch negativer Regulator agieren kann (Lobell und Schleif 1990). In 

Anwesenheit von Arabinose induziert AraC die Transkription, fehlt Arabinose hingegen, so wirkt 

AraC als Repressor (Lee et al. 1987; Lobell und Schleif 1990). Diese Repression erfolgt durch eine 

Schleifenbildung der DNA, wodurch die Bindung der RNA-Polymerase inhibiert wird (Soisson et al. 

1997; Schleif 2010). In E. coli konnte nachgewiesen werden, dass die Öffnung dieser Schleife nicht 

nur, wie gewünscht, durch Arabinose vermittelt wird, sondern auch durch das cAMP-

Rezeptorprotein (CRP) erfolgen kann. Die Regulation der Genexpression wird daher durch CRP 

negativ beeinflusst (Schleif 2010). 

Um das induzierbare System in G. oxydans verwenden zu können, müssen mehrere 

Voraussetzungen erfüllt sein. Als erstes muss die Aufnahme des Induktors L-Arabinose in die Zelle 

möglich sein, um dort den Transkriptionsregulator AraC zu binden (Schleif 2010). Da G. oxydans 

in der Lage ist, L-Arabinose periplasmatisch durch die mGDH in Arabinonsäure umzusetzen 

(Mientus et al. 2017; Peters et al. 2013), würde eine Induktion des Systems entfallen. Liegt eine 

Deletion des mGDH kodierenden Gens gox0265 vor, kann eine effiziente Genregulation durch das 

L-Arabinose-Operon ermöglicht werden (Fricke et al. 2020). Durch die Konstruktion des Ein-

Stamm-Systems, in dem eine Deletion von gox0265 durch die chromosomale Integration von 

inv1417 geplant ist, wäre daher die erste Voraussetzung bereits erfüllt. Als nächstes muss bedacht 

werden, dass L-Arabinose in E. coli durch die Proteine AraA, AraB und AraD metabolisiert werden 

kann. Dabei wird L-Arabinose zu L-Ribulose isomerisiert, anschließend phosphoryliert und letztlich 
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als D-Xylulose-5-Phosphat in den Pentosephosphatweg eingespeist (Englesberg 1961; 

Englesberg et al. 1962). Es kann jedoch ausgeschlossen werden, dass L-Arabinose als Induktor 

auf diesem Weg in G. oxydans verloren geht, da entsprechende Gene für die Produktion von 

AraABD-homologen Proteinen nicht im Genom enthalten sind (Fricke et al. 2020). Als letzte 

Voraussetzung kann bestätigt werden, dass eine Auflösung der DNA-Schleife durch ein cAMP-

bindendes Protein der CRP-Familie in G. oxydans nicht erfolgt (Fricke et al. 2020), weshalb das 

System in allen Fällen für den Einsatz im Ein-Stamm-System geeignet ist.  

4.8.3 Steigerung der 5-KF-Ausbeute durch Integration einer Glukose-Isomerase in den 

Produktionsprozess 

Im bisherigen 5-KF-Herstellvorgang aus dem Substrat Saccharose wurden bisher lediglich die aus 

der Spaltung resultierenden Fruktoseeinheiten und damit nur die Hälfte aller verfügbaren 

Zuckereinheiten, zur Synthese des alternativen Süßstoffs verwendet. Um auch die verbleibende 

Glukose effizient nutzen zu können, ist der Einsatz einer Glukose-Isomerase wünschenswert und 

im Zuge einer zweiten Förderungsphase des 5-KF-Forschungsprojekts im Jahr 2021 geplant. 

Glukose-Isomerasen werden häufig zur Herstellung des sogenanntem “High Fructose Corn Syrup” 

(HFCS), einem Fruktose-Glukose-Gemisch das als alternative Süße in Lebensmitteln verwendet 

wird, eingesetzt (Bhosale et al. 1996; Parker et al. 2010). Die Umwandlung von Glukose zu 

Fruktose erfolgt in solchen Prozessen bei einer Temperatur von 60 °C (Jensen und Rugh 1987; 

Bhosale et al. 1996), wobei eine Verbesserung der Umwandlungseffizienzen unter höheren 

Temperaturen beschrieben ist (Fatima und Hussain 2015; Jia et al. 2017; Jin et al. 2017). Mit Hilfe 

eines solchen Enzyms wäre daher auch im 5-KF-Produktionsprozess eine Isomerisierung von 

Glukose zu Fruktose denkbar und würde zu einer enormen Ertragssteigerung führen. Um im 

Hinblick darauf die Umwandlung von Glukose durch eine Glukose-Isomerase zu ermöglichen, 

musste die Fähigkeit zur Metabolisierung des Monosaccharids im Expressionsstamm auf ein 

Minimum reduziert werden. Durch die Deletion der Gene gox0265 in G. oxydans Δmgdh::fdh inv 

sowie zusätzlich gox2015 in G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh wurde damit im Zuge der 

vorliegenden Arbeit eine Grundlage für dieses Vorhaben geschaffen. 

Die Identifizierung einer geeigneten Glukose-Isomerase gestaltete sich jedoch schwierig. Dies 

kann dadurch begründet werden, dass es sich bei Enzymen dieser Klasse grundsätzlich um 

Xylose-Isomerasen handelt, die primär die Isomerisierung von D-Xylose zu D-Xylulose katalysieren 

(Wong 1995). Als unspezifische Nebenreaktion kann eine Umsetzung von D-Glukose zu D-

Fruktose erfolgen (Wong 1995), weshalb Xylose-Isomerasen jedoch für das Substrat Glukose 

meist hohe KM-Werte und Temperaturoptima aufweisen (Danno 1970). Bei der Isomerisierung von 

Glukose zu Fruktose handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion (Gaily et al. 2010), sodass 

eine Umwandlung der Monosaccharide so lange ablaufen kann, bis diese zu ungefähr gleichen 

Anteilen im Reaktionsansatz vorliegen (Kikkert et al. 1981; Gaily et al. 2010). Bezogen auf die 

Integration einer Glukose-Isomerase in den 5-KF-Produktionsprozess würde dies bedeuten, dass 

theoretisch nur die Hälfte der aus der Saccharosespaltung resultierenden Glukoseeinheiten zu 
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Fruktose umgewandelt werden könnten. Dies ist jedoch nicht der Fall, da Fruktose, durch die 

Oxidation zu 5-KF an der FDH, permanent dem Gleichgewicht entzogen werden kann und somit 

theoretisch nahezu die gesamte Glukose genutzt werden könnte. Als notwendige Voraussetzung 

für den Einsatz in den 5-KF-Produktionsprozess muss ein potentiell geeignetes Enzym, 

entsprechend der Kultivierungsbedingungen des Expressionsstammes G. oxydans, ausreichend 

hohe Aktivitäten bei einer Temperatur von 30 °C und pH-Werten zwischen 4 - 7 aufweisen. Der 

KM-Wert sollte unter 100 mM liegen, damit eine effiziente Umsatzrate zu jeder Zeit der Kultivierung 

vorliegt. Nach derzeitigem Wissensstand ist unter den bisher beschriebenen Xylose-Isomerasen, 

die nachweislich eine Umwandlung von Glukose zu Fruktose katalysieren, kein geeignetes Enzym 

vorhanden, das alle Parameter erfüllt. Eine exemplarische Zusammenfassung potentieller 

Glukose-Isomerasen kann Tabelle 11 entnommen werden.  

Tabelle 11: Auszug potentieller Isomerasen mit beschriebener Aktivität für das Substrat Glukose 

Organismus KM für Glukose Temperatur pH-Optimum 

Anoxybacillus gonensis 

(Karaoglu et al. 2013) 

146 mM 85 °C 6,5 

Bacillus coagulans HN-68 

(Danno 1970) 

90 mM 60 - 70 °C 7 

Escherichia coli K-12 

(Rozanov et al. 2009) 

220 mM 45 °C 6,8 

Lactobacillus brevis 

(Yamanaka 1975) 

920 mM 50 °C 6 - 7 

Lactobacillus reuteri 

(Staudigl et al. 2014) 

1099 mM 60 - 70 °C 5 

Streptomyces albus 

(Liu et al. 2015) 

86 mM  75 °C 7 - 9 

Streptomyces chibaensis  

(Joo et al. 2005) 

83 mM 85 °C 7 

Thermus thermophilus 

(Lönn et al. 2002) 

130,8 mM 85 °C 7 

Thermotoga neapolitana  

(Harris et al. 2010) 

148,9 mM 95 °C 7 

 

Das Enzym aus E. coli K-12 lag mit einem Temperaturoptimum von 45 °C zumindest annähernd 

an der verwendeten Kultivierungstemperatur des Produktionsstammes (Tab. 11), der ermittelte KM-

Wert von 220 mM für das Substrat Glukose war jedoch zu hoch für den geplanten Einsatz. Dass 

dieses Enzym für die 5-KF-Produktion ungeeignet war, belegten zudem die Ergebnisse einer 

früheren Arbeit, in der bei einer Temperatur von 30 °C keine Aktivität für das Substrat Glukose 
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nachgewiesen werden konnte (Zahid 2017). Bessere Affinitäten lagen für die Isomerasen der 

Stämme Bacillus coagulans HN-68 (Danno 1970), Streptomyces albus (Liu et al. 2015) und 

Streptomyces chibaensis (Joo et al. 2005) mit KM-Werten unter 100 mM Glukose vor (Tab. 11). 

Aufgrund der geringen Aktivitäten bei einer Temperatur von 30 °C, eigneten sich diese jedoch auch 

nicht für den Einsatz im 5-KF-Produktionsprozess. Für die Enzyme der thermophilen Organismen 

Thermus thermophilus (Lönn et al. 2002) und Thermotoga neapolitana (Harris et al. 2010) konnte 

bei einer Temperatur von 30 °C keine Aktivität ermittelt werden, weshalb eine Verwendung dieser 

Isomerasen ebenfalls ausgeschlossen werden kann. 

Für die Isomerase XylA aus A. gonensis NCIMB 13933 war eine Umwandlung von Glukose zu 

Fruktose unter spezifischen Bedingungen bekannt (Karaoglu et al. 2013). Das Enzym wies für das 

Monosaccharid einen KM-Wert von 146.08 ± 9.50 mM und ein Vmax von 43.72 ± 1.01 U/mg Protein 

auf (Karaoglu et al. 2013). Das pH-Optimum lag bei pH 6,5, was mit den Kultivierungsbedingungen 

von G. oxydans in der 5-KF-Produktion übereinstimmte. Das Temperaturoptimum wurde bei 85 °C 

bestimmt (Tab. 11), eine Restaktivität von etwa 20 % konnte jedoch auch bei 30 °C beschrieben 

werden (Karaoglu et al. 2013). Der hohe KM-Wert von 146 mM eignete sich nicht optimal für den 

Einsatz im Produktionsprozess, allerdings belegten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass 

eine Synthese von 5-KF auch unter hohen Zuckerkonzentrationen möglich war (vgl. Kapitel 3.5.2, 

Abb. 53). Eine detaillierte Charakterisierung des aufgereinigten Enzyms XylA sowie Versuche zur 

Anpassung des Temperaturoptimums an mesophile Kultivierungsparameter, erfolgten im Zuge 

einer Masterarbeit von Laura Garschagen. Daraus ergab sich für das native Enzym mit dem 

Substrat Glukose bei 30 °C eine spezifische Aktivität von 2,5-5 mU/mg Protein (persönliche 

Mitteilung, Laura Garschagen, M.Sc.). Bei Erhöhung der Temperaturen im verwendeten 

Enzymassay, konnte eine deutliche Steigerung der Aktivität von XylA ermittelt werden, die mit den 

Ergebnissen von Karaoglu et al. (2013) vergleichbar war. Diese Beobachtung verdeutlichte die 

Auswirkung der eingesetzten Temperatur auf die Aktivität der Isomerase. Da eine Kälte-Adaption 

von XylA und damit einhergehend eine Aktivitätssteigerung bei 30 °C bisher nicht möglich war 

(persönliche Mitteilung, Laura Garschagen, M.Sc.), ist auch dieses Enzym nicht für die 

Umwandlung von Glukose zu Fruktose im Zuge der 5-KF-Produktion geeignet. Eine Erhöhung der 

Temperatur im Produktionsprozess zur Steigerung der Aktivität der Glukose-Isomerase ist 

aufgrund der Kultivierungsparameter von G. oxydans und dem Aktivitätsoptimum der FDH 

auszuschließen. Das Temperaturoptimum des membranständigen Enzyms liegt zwischen 25 und 

30 °C und bei einer Erhöhung der Temperatur auf 35 °C kann bereits ein starker Aktivitätsverlust 

beobachtet werden (Ameyama et al. 1981). Die Suche nach anderen potentiellen Glukose-

Isomerasen oder die Kälteanpassung bekannter Enzyme aus thermophilen Organismen, ist daher 

weiterhin von großem Interesse im Zuge einer effizienteren Substratnutzung und einer Optimierung 

der 5-KF-Ausbeute. 
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5. Zusammenfassung  

Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Entwicklung und Optimierung eines effizienten 

bakteriellen Produktionsverfahrens für den alternativen Süßstoff 5-Ketofruktose (5-KF). Dieses 

Fruktosederivat stellt eine vielversprechende Möglichkeit zum Austausch kalorienreicher Zucker 

und synthetischer Süßungsmittel in Lebensmitteln dar. 5-KF besitzt eine vergleichbare Süßkraft 

wie Fruktose und kommt natürlicherweise bereits in einigen Konsumgütern vor. Die Synthese von 

5-KF aus Fruktose erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe bakterieller Expressionssysteme durch die 

heterologe Produktion der membrangebundenen Fruktose-Dehydrogenase (FDH) in 

verschiedenen Gluconobacter-Stämmen. Um angelehnt an den bisherigen Herstellungsprozess 

ein industriell angepasstes Verfahren zur Synthese von 5-KF auch aus dem alternativen und 

kostengünstigen Substrat Saccharose zu ermöglichen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

ein Gluconobacter-basiertes Ein-Stamm-System entwickelt. 

Als initialer und notwendiger Schritt der 5-KF-Produktion aus Saccharose war eine effiziente 

Spaltung des Disaccharids erforderlich. Diese Reaktion gewährleistete das Vorliegen freier 

Fruktoseeinheiten, die wiederum das Substrat für die Oxidation von 5-KF durch die FDH 

darstellten. Die Hydrolyse von Saccharose durch die Sucrase SacC konnte als eine der größten 

Schwachstellen des bisherigen Zwei-Stamm-Systems (Siemen et al. 2018) ermittelt werden, das 

in früheren Studien zur Erweiterung der 5-KF-Produktion aus Saccharose etabliert wurde. Eine 

Optimierung dieses initialen Schrittes konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch die 

Identifizierung einer Invertase aus G. japonicus LMG 1417 (Inv1417) erfolgen. Bei der 

Charakterisierung dieses Enzyms konnte ermittelt werden, dass Inv1417 die höchste spezifische 

Aktivität unter allen bisher beschriebenen Invertasen im mesophilen Temperaturbereich aufwies 

(Vmax = 2295 ± 243 U/mg Protein). Der Einsatz von Inv1417 in den 5-KF-Produktionsprozess führte 

daher zu einer deutlich effizienteren Saccharosespaltung und ersetzte deshalb das bisherige 

Enzym SacC des Zwei-Stamm-Systems. Die Verwendung von Inv1417 als hydrolytisches Enzym 

erlaubt zukünftig auch eine Erweiterung der 5-KF-Produktion auf die Fruktose-haltigen 

Verbindungen Raffinose, 1-Kestose sowie Levanbiose und Levantriose. Vor allem Raffinose ist in 

diesem Zusammenhang ein vielversprechendes Substrat, da die Hydrolyse des Trisaccharids 

einerseits die Synthese von 5-KF ermöglichen könnte und zusätzlich zur Akkumulation des 

kostspieligen und industriell relevanten Präbiotikums Melibiose führen würde.  

Durch den Nachweis eines homologen Enzyms zu Inv1417 und einem chromosomal integrierten 

fdh-Operon zur Produktion der FDH, konnte mit G. japonicus LMG 26773 ein erstes Ein-Stamm-

System zur Produktion von 5-KF aus Saccharose identifiziert werden. Kultivierungen des Wildtyp-

Stammes in Saccharose-haltigem Medium führten zu einer 5-KF-Ausbeute von bis zu 40 %. Als 

Gründe für die relativ geringe Ausbeute konnte sowohl ein starker Abbau des Produktes in der 

zweiten Wachstumsphase, als auch die Bildung von Levan aus Fruktoseeinheiten ermittelt werden. 

Als unveränderter Wildtyp-Produzent ist G. japonicus LMG 26773 dennoch sehr vielversprechend. 

Durch den Einsatz des Stammes im Lebensmittelbereich könnte einerseits eine Umwandlung der 
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kalorienreichen Zucker Saccharose und Fruktose zu 5-KF stattfinden, was eine Reduktion des 

kalorischen Nährwertes unter Erhalt des süßen Geschmacks ermöglichen würde. Gleichzeitig 

könnte durch die Synthese des Nebenproduktes Levan ein zusätzlicher präbiotischer Effekt 

herbeigeführt werden.  

Das Auftreten einer 5-KF-Reduktion in verschiedenen Gluconobacter-Stämmen während des 

Produktionsprozesses erschwerte die Generierung eines effizienten, industriell einsetzbaren 

Expressionssystems. In allen analysierten Stämmen fand ein Abbau des Produktes 5-KF in der 

stationären Wachstumsphase statt, zeigte jedoch Differenzen in der Intensität. In G. japonicus 

LMG 26773 und G. japonicus LMG 1281, die bereits als Wildtyp chromosomal das fdhSCL-

Gencluster trugen, lag eine starke Reduktion von 5-KF vor. Der Abbau der Verbindung in 

G. oxydans-Stämmen war hingegen nur sehr gering, weshalb sich G. oxydans 621H als geeignete 

Basis zur Generierung eines Produktionsorganismus für ein industrielles Verfahren erwies. 

Nachdem eine Plasmid-vermittelte Co-Produktion der Schlüsselenzyme FDH und Inv1417 nicht 

möglich war, stellte sich die Kombination aus chromosomaler Integration des fdh-Operons und 

Plasmid-vermittelter Produktion von Inv1417 in G. oxydans 621H als erfolgreiche Strategie heraus. 

Durch diese Modifizierungen konnte mit G. oxydans Δmgdh::fdh inv schließlich ein effizientes Ein-

Stamm-System für die biotechnologische Herstellung des alternativen Süßstoffs aus Saccharose 

entwickelt werden. Insgesamt wurden damit 84 ± 2 % der aus der Saccharosespaltung resultierten 

Fruktoseeinheiten zu 5-KF umgewandelt. 

Darüber hinaus konnte die bisherige 5-KF-Produktion aus dem Substrat Fruktose für den 

industriellen Einsatz im Rahmen der vorliegenden Arbeit weiter optimiert werden. Eine zweite 

chromosomale Integration des fdh-Operons in G. oxydans Δmgdh::fdh führte zu einer deutlich 

verkürzten Fermentationszeit und einer erhöhten 5-KF-Ausbeute im Vergleich zu allen bisherigen 

Produktionsverfahren. Der so generierte Stamm G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh kann daher 

zukünftig in der industriellen Herstellung das Plasmid-basierte System G. oxydans fdh (Siemen et 

al. 2018) ersetzen und ermöglicht damit eine antibiotikafreie Synthese von 5-KF. 

Die in der vorliegenden Arbeit generierten Expressionsstämme bringen zudem einen weiteren 

Vorteil mit sich. Durch die Deletion der Gene gox0265 in G. oxydans Δmgdh::fdh inv sowie 

zusätzlich gox2015 in G. oxydans Δmgdh::fdhΔsgdh::fdh konnte eine Grundlage für die Integration 

einer Glukose-Isomerase in den 5-KF-Produktionsprozess geschaffen werden. In einer zweiten 

Förderungsphase des Forschungsprojekts ist der Einsatz eines solchen Enzyms geplant, um 

neben Fruktose auch die aus der Saccharosespaltung resultierenden Glukoseeinheiten zu 5-KF 

umsetzen zu können. Dies würden neben einer effizienteren Substratnutzung auch eine enorme 

Erhöhung der Produktausbeute ermöglichen. 
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