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Einleitung 1

1  Einleitung

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um den Versuch die Bedingungen
der Erythritolproduktion so weit zu erhellen, dass Aussagen zur Optimierung
des Produktionsvorganges moglich werden. Neben einer intensiven
Literaturrecherche baut die vorliegende Diplomarbeit auf einer empirischen
Forschung auf. Diese konnte durch Zusammenarbeit mit einem fuhrenden
Unternehmen auf dem Gebiet der Erythritolproduktion, Firma Jungbunzlauer
Austria AG, Pernhofen, erzielt werden.

Die vorliegende Arbeit dokumentiert die Tatigkeit im zur Verfligung gestellten
Forschungslabor. Der aufgearbeitete Stand der Forschung liefert den

theoretischen Rahmen zur praktischen Forschungsarbeit.

Aufbau der Arbeit

In Kapitel 2 wird der Stoff um den es in dieser Diplomarbeit geht, Erythritol,
physikalisch und chemisch beschrieben. Weiters wird gezeigt welche
Bedeutung Erythritol in der menschlichen Erndahrung hat. Ein Schwerpunkt liegt
auf dem Einfluss, den Erythritol auf den Korper, speziell die Verdauung, das
Menschen hat. Kapitel 3 ist der ausfuhrlichen Aufarbeitung des aktuellen
Standes der Forschung unter Einbeziehung einer historischen Perspektive
gewidmet. Die wissenschaftliche Literatur wird nach drei unterschiedlichen
Gesichtspunkten aufbereitet. Bei den Bereichen handelt es sich um die
erythritolproduzierenden Mikroorganismen, um das verwendete
Fermentationsmedium und um die Fermentationsbedingungen. In Kapitel 4
werden der Forschungskontext sowie die Fragestellung der vorliegenden
Diplomarbeit beschrieben. Das darauffolgende Kapitel 5 geht auf die praktische
Forschungstatigkeit ein. Das verwendete Material, sowie die angewandten
Methoden werden detailliert und nachvollziehbar beschrieben. Kapitel 6 dient
der schriftichen und graphischen Darstellung der Ergebnisse, die in den
unternommenen Versuchen erzielt werden konnten. Die Ergebnisse werden in
Kapitel 7 diskutiert.

Auf Basis der Erérterungen lassen sich abschliel3end einige Schlisse fir eine

Optimierung der Erythritolproduktion ziehen.
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2  Erythritol und seine Bedeutung fir den Menschen

Der Ausdruck Erythritol ist im alltaglichen Sprachgebrauch noch wenig
verbreitet. Tatsachlich kommt es im Leben der Menschen an vielfaltiger Stelle

vor und erlangt in unserer Gesellschaft immer gréf3ere Bedeutung.

2.1 Chemische und physikalische Eigenschaften sowie
Struktur von Erythritol

Erythritol ist eine Kohlenstoffverbindung mit

dem UPAC Namen meso-1,2,3,4- OH
Tetrahydroxybutan und einem H O
Molekulargewicht von 122,129

[MOON et al., 2010]. Erythritol hat die

gleiche Summenformel (C4H1004) wie

OH

Otrerr
fn ol

Threit, jedoch eine andere r&umliche

Anordnung.  Erythritol  besitzt  eine
Symmetrieachse zwischen dem 2. und 3. Abb. 1 Erythritol in der Keilstrichdarstellung
Kohlenstoffatom und ist daher trotz 2

C HOH
Chiralitdtszentren optisch inaktiv [BIPPES, 2007,
MOON et al., 2010].

Die Kohlenstoffverbindung ist sowohl gegenuber

H—{—of

Sauren und Basen, als auch Hitze stabil H—————OH
[MOON et al., 2010].
Es ist ein Molekil, dessen Gerlst aus 4 CHv_

! OH

Kohlenstoffatomen besteht. Erythritol gehoért zu den

Zuckeralkoholen und damit zu den Polyolen

[ROPER und GOOSSENS, 1993; pob- 2 orviritol in der Fischer:
BERNT et al., 1996; GONZE und DE SADELEER,

1996; OKU und OKAZAKI, 1996; TETZLOFF et al, 1996;
KRISTOFIKOVA et al., 1997; ARRIGONI et al., 2005; KIM Y et al.,, 2011]. Es

besitzt keine reduzierenden Endgruppen [MOON et al., 2010].
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In  wasserfreier Form  bildet
Erythritol  Kristalle, welche bei
122°C zu schmelzen beginnen
[MOON et al., 2010]. Erythritol ist
aufgrund  seiner  physikalischen
Stoffeigenschaften gut
wasserloslich und kristallisiert rasch
aus [ROPER und GOOSSENS,

1993; TALJA und ROOS, 2001;

Abb. 3 Erythritolkristalle in einer Schale
OHMORI et al., 2004]. Durch die

Kristallisation des Erythritol kann in der Verarbeitung nach der Fermentation ein

hoher Reinheitsgrad von mehr  als 99% erreicht  werden
[ROPER und GOOSSENS, 1993].

L6ésungen mit Erythritol sind auch in hoherer Konzentration nur wenig klebrig
[OHMORI et al., 2004] und wenig viskos [SEO et al., 2001]. Erythritol hat starke
kolligative Eigenschaften. So kann es in (verdinnter) Losung den Gefrierpunkt
herabsetzen, aber auch den Siedepunkt nach oben verschieben
[SEO et al., 2001; MOON et al., 2010]. Wird Erythritol geldst erhoht sich der
osmotische Druck dieser Losung [SEO et al., 2001].

Erythritol ist ein Zuckeralkohol, welcher keine oder nur wenige hygroskopischen
Eigenschaften besitzt [RKAWANABE J, 1990; SEO et al., 2001; OHMORI et al.,
2004], jedoch hat es ein gewisses Mal3 an Quellvermogen [SEO et al., 2001].
Aufgrund der stark positiven Losungsenthalpie entzieht Erythritol der
Umgebung Warme und es kommt zu einem stark kiUhlenden Effekt
[ROPER und GOOSSENS, 1993; GONZE und DE SADELEER, 1996;
SEO et al., 2001; DE TROOSTEMBERGH, 2004].

Erythritol ist kalorienarm und hat weniger Energie als tblicher Zucker (4 kcal/g)
[ROPER und GOOSSENS, 1993; BERNT et al.,, 1996; GONZE und DE
SADELEER, 1996; OKU und OKAZAKI, 1996; TETZLOFF et al., 1996;
KRISTOFIKOVA et al.,, 1997; TALJA und ROOS, 2001; GONZE, 2002; DE
TROOSTEMBERGH, 2004; KIM HJ et al., 2004].
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Der Energiegehalt von einem Gramm Erythritol wird auf ca. 0,3-0,4kcal
geschatzt [ROPER und GOOSSENS, 1993; BORNET et al., 1996al].

2.2 Geschmack und Suf3e

Erythritol hat etwa 60-80% der SufR3kraft von Saccharose [KAWANABE J, 1990;
BERNT et al., 1996; GONZE und DE SADELEER, 1996; GONZE, 2002;
LEE JK et al., 2003a; DE TROOSTEMBERGH, 2004]. In anderen Quellen wird
Erythritol als ein maRiges SuRungsmittel beschrieben [ROPER und
GOOSSENS, 1993; MOON et al., 2010], welches in einer 10%igen LAosung in
etwa eine 60-70%ige SuRkraft von Saccharose hat
[SEO et al., 2001].

Der Geschmack von Erythritol liegt bei gleicher Konzentration nahe bei dem
von Saccharose. Es hat wie diese keinen bitteren Nachgeschmack [SEO et al.,
2001; TALJA und ROOS, 2001; GONZE, 2002; WEHLAN et al., 2008].

In der folgenden Abbildung werden chemische, physikalische und
physiologische Daten von Erythrit (Erythritol), Saccharose und gangigen
Zuckeralkoholen, die in der Lebensmittelindustrie Anwendung finden, aufgelistet
und miteinander verglichen [BIPPES, 2007].
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Stoffdaten von Erythrit und anderen Zuckeraustauschstoffen im Vergleich

Erythrit Threit  Xylit Mannit Sorblt  Maltit Palatinit Lactit Saccharose

Kohlenstoff [n] 4 4 5 6 6 12 12 12 12
Molmasse [g/mol] 122 122 152 182 182 344 344 344 342
Physiol. Brennwert [kcal/g]' 0.2 k.A. 24 1,6 26 2,1 2,0 2,0 4,0
SiiBe [relativ zu Saccharose] 0,7 k.A. 1,0 0,4-0,5 04-05 09 0,45 0,3 1,0
Kiihlungseffekt [ kahl kKA. ﬁﬁ'r‘“‘ kiihl kaihl nein nein E’fhﬂ'g nein
Schmelzpunkt [€] 120 97)3 o 94 166-168 95 150 145-150 122 190
G'“ﬁbe'gangs‘empem‘"[ 53,3 KA. 465 40,0 435 345 355 KA. 32,0
Loésungsenthalpie [J/g] -180.2 k.A. -152,9 -119.4 -108,9 -79.2 -39.4 -58,2 -18,0
Temperaturstabilitéat [€] =160 k.A. >160 >160 >160 >160 >160 >160 160
pH-Stabilitat [1 210 k.A. 2-10 2-10 2-10 2-10 2-10 >3 hydrolisiert
f;';is‘:'i'::r'fg':l::; V‘[’L:n",‘;::;;]' 86,83 KA. 102,12 11922 kA KA. KA. KA. KA.
Axiale Léange [A] 8093 k.A. 9699 10,1-10,7 kA. k.A. k.A. k.A. k.A.
Maximaler Durchmesser [A] 3,1-3,2 k.A. 3233 34 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
Viskositat sghr . k.A. sghr 5 niedrig mittel mittel hoch sghr : niedrig

niedrig niedrig niedrig
Hygroskopizitit :f:‘;ﬁg KA. hoch  niedrig mittel  mittel  niedrig mittel  mittel
Loslichkeit [% w/w bei 25 C] 37 k.A. 64 20 70 60 25 57 67
Léslichkeit [% w/w bei 50 C]

55 k.A. 80 31 83 70 45 74 72

fnusfu?il::lz;:;:‘;;/ ohne k.A. klein klein klein g::;; :ea:;; ohne maéBig groB
Wirkung Kariogenitéat - k.A. . + - - k. A. - +
Laxation - k.A. + + - + ++ ++ -

Abb. 4 ,Stoffdaten von Erythrit und anderen Zuckeraustauschstoffen im Vergleich®“, Grafik
entnommen aus: Verfahrensentwicklung zur mikrobiellen Herstellung von Erythrit [BIPPES, 2007,
Seite 4]
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2.3 Die Bildung von Erythritol

Erythritol kann mittels chemischem Verfahren aus Dialdehydstéarke unter hoher
Temperatur und in Anwesenheit eines Nickel Katalysators hergestellt werden
[PFEIFER et al., 1960]. Das in der Natur vorkommende Erythritol wird jedoch
hauptsachlich von Mikroorganismen, vor allem durch Hefen und Bakterien,
produziert [BIPPES, 2007]. Die Biosynthese von Erythritol erfolgt in einem
bestimmten Abschnitt des Stoffwechsels dieser Organismen, dem sogenannten
Pentosephosphatweg [BIPPES, 2007; SAWADA et al., 2009]. Dieser Stoff
wechselweg kann aufgrund der chemischen Reaktionen in einen oxidativen und
in einen nicht-oxidativen Teil unterschieden werden [MULLER-ESTERL, 2009,
522ff]. In diesem ,adaptiven Stoffwechselmodul® wird Glucose in die Pentose
Ribose umgewandelt. Im 2., nicht-oxidativen Teil des Stoffwechselweges
werden Cs-, C4-, Cs-, Cs- und Cs-Zucker in komplexer Weise ineinander
uberfuhrt [MULLER-ESTERL, 2009, 522]. Als eines der Endprodukte kann
Erytrose-4-phosphat entstehen; entweder wird Sedoheptulose-7-phosphat
durch eine Transaldolase in Erythrose-4-phosphat umgewandelt oder es
entsteht mittels Transketolase aus Fructose-6-phosphat [MULLER-ESTERL,
2009, 524]. Erythrose-4-phosphat kann in weiteren Schritten zu Erythritol
umgewandelt werden. Dieser Umwandlung wird durch eine Phosphatase und
eine Aldosereduktase, der Erythrosereduktase, ermdglicht. Im Grunde spielt es
dabei keine Rolle, ob Erythrose-4-phosphat zuerst dephosphoriliert und dann
hydriert wird, oder umgekehrt [BIPPES, 2007, 16f]. Untersuchungen haben
jedoch gezeigt, dass in osmophilen, erythritolproduzierenden Hefen vor allem
Erythrosereduktase vorhanden ist [ISHIZUKA et al., 1992; TOKUOKA et al.,
1992; LEE JK et al.,, 2002, 2003a, 2003b, 2003c; OOKURA et al., 2005].
Aufgrund dieser Tatsache muss Erythrose-4-phosphat vorher dephosphoriliert
werden, um anschlieBend mittels Erythrosereduktase und unter Verbrauch von
NADH + H* in Erythritol umgewandelt zu werden [BIPPES, 2007]. Die
Erythrosereduktase wird oftmals auch das Schliisselenzym® in der
Erythritolherstellung genannt [LEE JK et al., 2002, 2003a, 2003b, 2003c].

! Zur naheren Beschreibung der Erythrosereduktase siehe Kapitel: 3.3.1 Erythrosereduktase
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2.4 Naturliches Vorkommen

Erythritol ist in der Natur weit verbreitet. Wie viele andere
Kohlenstoffverbindungen (z.B. Zucker oder Zuckeralkohole) kann auch
Erythritol als Speicherprodukt in Pflanzen und Mikroorganismen dienen.
Organismen koénnen Energie in Form des Stoffwechselproduktes Erythritol auf
Vorrat anlegen. Eine solche Energieriicklage wird etwa in Seegrasern oder
Pilzen angeh&uft [SEO et al., 2001]. Erythritol wurde unter anderem auch in den

Konidien vom Schlauchpilz Beauveria bassiana und Paeciliomyces farinosus

mit einem Gehalt von bis Zu 32 mg/g Konidien
[HALLSWORTH und MAGAN, 1996; TAROCCO et al., 2005], aber auch in den
Blastosporen von Metarhizium anisopliae gefunden

[YPSILOS und MAGAN, 2004].

2.4.1 Erythritol als natirlicher Bestandteil in Nahrungsmitteln

Als naturlicher Inhaltsstoff kommt Erythritol in vielen Lebensmitteln vor. Einen
Gehalt von bis zu 0,13% Erythritol haben etwa Wein, Sake, Bier, aber auch
Pilze, Wassermelonen, Birnen und Weintrauben. Auch in Soja Sauce und Kase
kann es nachgewiesen werden [BERNT et al.,, 1996]. So enthalt weil3er
Bordeaux Wein in etwa 74mg Erythritol pro Liter, roter Bordeaux Wein lediglich
29 mg/l. Auch in Traubenmost kdnnen geringe Mengen von Erythritol enthalten
sein, etwa 31 mg/| [DUBERNET et al., 1974].

Der Pro-Kopf-Konsum von Erythritol aus natirlichen Quellen liegt in den USA
zwischen 24 und 80mg, in Japan bei etwa 105mg und im Danemark bei etwa
47mg pro Person pro Tag. Das entspricht in etwa einer Aufnahme von 0,4-
1,7mg Erythritol pro kg Korpergewicht pro Tag [BERNT et al., 1996;
SCF?, 2003].

% SCF: Scientific Committee on Food, European Commission
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2.4.2 Naturliches Vorkommen von Erythritol im menschlichen
Organismus

Erythritol kommt auch aufgrund endogener Produktion im menschlichen und
tierischen Organismus vor. Es lasst sich in den Geweben und
Korperflissigkeiten nachweisen. Im menschlichen Blutplasma konnte man
einen Erythritolwert von ca. 1,2 mg/l messen. Eine &hnliche Konzentration
konnte auch im fotalen Blut von Tieren nachgewiesen werden [BERNT et al.,
1996].

Geringe Mengen von Erythritol konnten auch natirlicherweise im Urin gefunden
werden. Die gemessenen Konzentrationen lagen im Bereich von 10 bis 100
mg/l. Bezogen auf Kreatinin sind das ca. 42-65mg Erythritol pro g Kreatinin
[BERNT et al., 1996].

2.5 Physiologie, Verstoffwechselung im Menschen

Im Folgenden wird eine Ubersicht dariiber gegeben, wie Erythritol im

menschlichen Organismus vorkommt und wie es dort verstoffwechselt wird.

2.5.1 Studien zur Abklarung der Vertraglichkeit von Erythritol far
den Menschen

Es wurden zahlreiche toxikologische und metabolische Studien zum Thema
Erythritol unternommen. Im Tierversuch wurde dabei vor allem bei Ratten,
Mausen und Hunden der Einfluss von Erythritol untersucht. Die toxikologischen
Studien beinhalteten einerseits Langzeit-Futterungsversuche
[OKU und NODA, 1990], wobei man das karzinogene Potential von Erythritol
zu ergrinden versuchte [MUNRO et al., 1998]. Andererseits versuchte man das
teratogene Vermoégen von Erythritol zu erkennen, indem man durch
intravenodses und orales Verabreichen von Erythritol die Auswirkungen auf die
Foten untersuchte [MUNRO et al., 1998]. Weiters wurden in Studien die Folgen
einer oralen Gabe von Erythritol Gber 1 oder 2 Generationen beobachtet, um
die Reproduzierbarkeit der ermittelten Ergebnisse gewéhrleisten zu kénnen

[MUNRO et al, 1998]. In anderen Studien versuchte man mittels
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Bakterienkulturen und durch Saugetierbeobachtungen das mutagene Potential
von Erythritol abzuschatzen [MUNRO et al., 1998].

Der Grol3teil der Studien versuchte anhand von Ess- bzw. Aufnahmeversuchen
die Einfluisse von Erythritol auf den Organismus abzuschatzen
[HIELE et al.,, 1993; MUNRO et al.,, 1998]. Dabei gab es Studien, die die
einzunehmende Menge an Erythritol Gber die Versuchsdauer konstant hielten,
aber auch ansteigen lieBen [TETZLOFF et al., 1996]. Bei diesen
Untersuchungen wurde Erythritol sowohl in fliissige als auch in feste Nahrung
gemischt, wobei eine Erythritolkonzentration von 20% nicht Gberschritten wurde
[MUNRO et al., 1998].

2.5.2 Erythritol im Tierversuch

Bei Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass Erythritol fast ganzlich aus dem
Magen-Darm-Trakt (GIT) absorbiert wird [OKU und NODA, 1990;
BERNT et al.,, 1996; MUNRO et al., 1998]. Dabei wird es jedoch nicht
verstoffwechselt. In der Folge zeigte sich, dass Erythritol unverédndert im Urin
ausgeschieden wird [OKU und NODA, 1990; MUNRO et al., 1998]. Bei hohen
Dosen betragt die im Urin ausgeschiedene Menge in etwa 83% des
verabreichten Erythritols, wobei die Ubrige Menge Uuber den Stuhl
ausgeschieden wird [OKU und NODA, 1990]. In einem Versuch zeigte sich,
dass Erythritol in geringen Mengen aber auch durch die Galle von Hunden
ausgeschieden werden kann [BARNHART und COMBES, 1978]. Durch den
Einsatz von Somatostation, einem anticholerischen Wirkstoff, kann die
Erythritolausscheidung Uber die Galle um bis zu 25% reduziert sein
[MAGNUSSON et al., 1989].

Im Tierversuch zeigte sich, dass es durch Erythritolaufnahme aus der Nahrung
zu keinen signifikanten Anderungen im Stoffwechsel kommt. Bei der
Beobachtung der physiologischen Vorgange konnte lediglich ein leicht
erniedrigter Serumspiegel von Triaclyglycerin erkannt werden
[OKU und NODA, 1990].

In ,Sicherheitsstudien“ konnte gezeigt werden, dass Erythritol gut vertraglich ist
und dass eine Aufnahme keine toxikologischen Folgen hat. In den
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unterschiedlichen Studien wurden sowohl Aufnahmedauer als auch
Aufnahmefrequenz variiert, wie z.B. Untersuchungen zur einmaligen Aufnahme
oder wiederholten Aufnahme in einem Zeitraum von 14 Tagen
[TETZLOFF et al., 1996], aber auch zur Aufnahme von Erythritol tGber einen
kurzen Zeitraum (8 Tage) [TETZLOFF et al., 1996; MUNRO et al., 1998].

Beim Vergleich der Ergebnisse der Studien lassen sich groRe Ahnlichkeiten
zwischen dem tierischen und dem menschlichen Organismus beziglich des
Erythritolmetabolismus erkennen. Aufgrund dieser Tatsache liegt es nahe, dass
man weitere Untersuchungen zur Sicherheit von Erythritol mittels Tierversuche
unternimmt [MUNRO et al., 1998].

2.5.3 Klinische Studien zu Erythritol

Die klinischen Studien zeigten, dass Erythritol gut vertraglich ist und keine
toxikologischen Folgen zu erwarten sind. Auch bei der Aufnahme von hohen
Dosen, das kann ein Anteil von bis zu 20% der Masse der Nahrung sein, ist
eine gute Vertraglichkeit gegeben [KRISTOFIKOVA et al, 1997;
MUNRO et al., 1998; MOON et al., 2010].

Verstoffwechselung und Ausscheidung von Erythritol

Oral verabreichtes Erythritol wird rasch aus dem menschlichen Verdauungstrakt
aufgenommen, wobei erhebliche Mengen davon aufgrund der geringen Grol3e
des Molekuls bereits im Dunndarm resorbiert werden
[ROPER und GOOSSENS, 1993; HIELE et al., 1993; TETZLOFF et al., 1996;
ARRIGONI et al., 2005], jedoch zumindest zu 60 bis 90% [BERNT et al., 1996].
Laut HIELE et al., 1993; BORNET et al.,, 1996a; TETZLOFF et al., 1996;
MUNRO et al., 1998; GONZE, 2002; ARRIGONI et al., 2005 unterliegt Erythritol
keiner Verstoffwechselung und wird infolge dessen unverandert in quantitativer
Menge Uber den Urin ausgeschieden. In einer anderen Studie konnte jedoch
gezeigt werden, dass bei der peroralen Aufnahme von Erythritol nur etwa 80%
des verabreichten Erythritols Gber den Urin ausgeschieden werden
[TETZLOFF et al., 1996].
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In einer anderen Studie wurde nach 24-stindiger Beobachtung festgestellt,
dass 78% des verabreichten Erythritols Uber den Urin ausgeschieden wurde
[BORNET et al., 1996a]. Bei hohen Dosen betragt dieser Wert in etwa 90% des
verabreichten Erythritols, wobei aber auch im Fazes geringe Mengen
nachgewiesen werden konnten [HIELE et al., 1993; BORNET et al., 1996a;
MUNRO et al., 1998; ARRIGONI et al., 2005; MOON et al., 2010].

Eine grol3e Menge an renal ausgeschiedenem Erythritol fihrt zu einer héheren
Osmolaritat des Harns, beeinflusst aber weder die Ausscheidung von Kreatinin,
Zitraten und Harnstoff, noch die von den lonen Na®, K*, CI" und Pi (Phosphat)
[TETZLOFF et al., 1996]. Ca* ist im Urin jedoch leicht erhoht
[TETZLOFF et al., 1996]. Ebenso leicht erhoht sind die Mengen von
ausgeschiedenem Albumin (0,32 mg/h, +3%), Beta- 2-Mikroglobulin (5,4 ug/h,
+26%) und N-Acetylglucosaminidase (0,25 U/h, +25%)
[TETZLOFF et al., 1996], jeweils im Vergleich mit Saccharose. Die
Studienautoren weisen diese Werte aber als noch in den akzeptablen Bereich
liegend aus [TETZLOFF et al., 1996, 290].

Der Einfluss von Erythritol auf die Darmflora

Durch in-vitro Studien konnte belegt werden, dass Erythritol von der Darmflora
nicht metabolisiert wird [ROPER und GOOSSENS, 1993; HIELE et al., 1993;
ARRIGONI et al., 2005]. In einer in-vitro Studie konnte gezeigt werden, dass die
Darmbakterien auch nach 24 Stunden ihren Stoffwechsel und ihre
Enzymaktivitat nicht auf die Fermentation von Erythritol umgestellt haben
[ARRIGONI et al., 2005]. In der Studie konnten weder vermehrte Gasbildung,
noch ein Abfall des pH-Wertes, noch eine Anhaufung von Kkurzkettigen
Fettsduren beobachtet werden [ARRIGONI et al., 2005]. Aufgrund der
Tatsache, dass in-vivo viel mehr leichter fermentierbare Substanzen in den
Dickdarm gelangen, ist eine bakterielle Verstoffwechselung des Erythritol nicht
sehr wahrscheinlich [ARRIGONI et al., 2005]. In friherer wissenschaftlicher
Literatur wird jedoch die mikrobielle Fermentation des Erythritols im Dickdarm
beschrieben [OKU und NODA, 1990], was dem oben genannten widerspricht

und von den neuen Erkenntnissen widerlegt scheint.
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Einfluss von Erythritol auf den Blutzuckerspielgel

Studien legen nahe, dass Erythritol ein fur Diabetiker geeignetes Stf3ungsmittel
ist. Aufgrund der geringen Verstoffwechselung ist Erythritol in Gblichem Mal3 fur
Diabetiker geeignet [ROPER und GOOSSENS, 1993;
KRISTOFIKOVA et al, 1997; GONZE, 2002; KIM HJ et al, 2004,
LEE DH et al., 2010]. Aber auch fir Menschen mit Adipositas gilt der Konsum
von Erythritol als sicher [KIM HJ et al., 2004]. Im Gegensatz zu Glucose flhrt
der Konsum von Erythritol nur zu einem geringen Anstieg des
Blutzuckerspiegels und hat damit kaum Einfluss auf den Glykdmischen Index
[WHELAN et al., 2008; KIM Y et al, 2011]. An anderer Stelle der
wissenschaftlichen Literatur wird beschrieben, dass nach Erythritolkonsum
sowohl Plasmaglucose, als auch Insulinspiegel komplett unbeeinflusst waren
[BORNET et al., 1996a; MOON et al., 2010].

Der Konsum von Erythritol verursacht im Vergleich zu Glucose und Lactitol
keine erhdhte Menge an ausgeschiedenem CO, und H; in der Atemluft
[HIELE et al., 1993].

Der geringe Energiegehalt von Erythritol spiegelt sich im Ergebnis einer Studie
wieder, in welcher 1g Erythritol pro kg Koérpergewicht pro Tag verabreicht
wurde. Sowohl Koérpergewicht als auch Blutdruck blieben tGber den gesamten
Verlauf der Untersuchung von 7 Tagen konstant [TETZLOFF et al., 1996].

Erwartete Folgen eines erhdhten Erythritolkonsums

Die Menge Erythritol, ab der eine abfihrende Wirkung erwartet werden kann,
wurde anhand anderer Polyole auf eine Menge von 0,8 g/kg Kérpergewicht pro
Tag fur Manner und 0,66 g/kg Korpergewicht pro Tag fur Frauen geschéatzt
[OKU und OKAZAKI, 1996]. In der Studie konnten jedoch bei keinem der
Studienteilnehmer laxative Eigenschaften von Erythritol auch bei einer Menge
von 1,2 o/kg Kdrpergewicht pro Tag festgestellt  werden
[OKU und OKAZAKI, 1996]. Auch an anderer Stelle der wissenschaftlichen
Literatur wird bestatigt, dass die Aufnahme von Erythritol gut vertragen wird
[DEN HARTOG et al., 2010] und es zu keinem gastrointestinalen Unbehagen
fuhrt [ROPER und GOOSSENS, 1993; BERNT et al., 1996].
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Es zeigte sich, dass auch durch die wiederholte orale Aufnahme von Erythritol
keine physischen Beeintrachtigungen, wie Durchfall, entstehen. So schlossen
Studienteilnehmer, nach ihren korperlichen Befinden und mdglichen
Nebeneffekten beziglich Konsistenz und Frequenz von Stuhl und Urin befragt,
jegliche Unannehmlichkeiten aus [TETZLOFF et al., 1996].

Toxizitat von Erythritol

Aufgrund der vorliegenden Studien kann gesagt werden, dass Erythritol fir den
Menschen keine toxischen Eigenschaften hat [MUNRO et al., 1998] und auch
bis zu einer taglichen Dosis von 1g Erythritol pro kg Kdrpergewicht gut vom
Menschen vertragen wird [BERNT et al., 1996; OKU und OKAZAKI, 1996;
TETZLOFF et al., 1996]. Aufgrund der geringen Toxizitat wurde fir Erythritol
kein ADI- Wert festgelegt. Der NOAEL-Wert, ab dem eine abfihrende Wirkung
erwartet werden kann, wird fur Erythritol mit etwa 0,8g/kg Kdrpergewicht pro
Tag angegeben [BORNET et al., 1996b; EFSA3, 2010].

Komplikationen infolge einer erh6éhten Aufnahme von Erythritol

Nachteilig scheint sich Erythritol in Kombination mit Fructose auszuwirken. In
einem Versuch konnte gezeigt werden, dass es zu einer Verstarkung der
fructosebedingten Intoleranz im menschlichen Kérper kommt. Wird Glucose als
Begleitstoff verabreicht, kommt es zu einer verbesserten Aufnahme von
Fructose und folglich zu einer Reduzierung der Beschwerden. Ahnlich wie
Fructose wird auch Erythritol Uber einen parazellularen Mechanismus
aufgenommen [KIM Y et al., 2011]. Diese Tatsache ermdglicht die Hypothese,
dass der parazellulare Transport des einen Substrates den des anderen fordern
kénne. In Kombination mit Erythritol lasst sich jedoch eine Verstarkung der
negativen Effekte, wie Blahungen, Durchfall, Bauchschmerzen und Ubelkeit,
erkennen [KIM Y et al., 2011], was den Schluss zulasst, dass die Einnahme von
aquimolaren Mengen (0,278mol) Erythritols und Fructose zu einer gesteigerten
Malabsorption von Kohlenhydraten fuhrt [KIM Y et al., 2011]. Wiedergespiegelt
wird diese Tatsache auch anhand der um das 8,75fache erhthten AUC

® EFSA: European Food Safety Authority
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(area under the curve) von Wasserstoff in der Atemluft nach der Aufnahme von
Fructose gemeinsam mit Erythritol im Vergleich zur Aufnahme von Fructose
gemeinsam mit Glucose [KIM Y et al., 2011].

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Erythritol die Faltung von Proteinen
verhindert, so zeigte sich, dass durch das Polyol die Faltung der
Alkoholdehydrogenase (ADH) gestort sein kann [DWIVEDI et al., 2010].

Kariogenitat von Erythritol

Erythritol verursacht im Gegensatz zu Saccharose trotz seiner Sul3e keine
Zahnfaule (Karies) [RAWANABE J, 1990; ROPER und GOOSSENS, 1993;
GONZE und DE SADELEER, 1996; KRISTOFIKOVA et al., 1997,
TALJA und ROOS, 2001; DE TROOSTEMBERGH, 2004; KIM HJ et al, 2004;
ARRIGONI et al., 2005; MAKINEN, 2011]. Es konnte bewiesen werden, dass
Erythritol das Wachstum von kariesbildenden Bakterien, wie Streptococcus
mutans, hemmt. Weiters verhindert Erythritol die Zellaggregation der Keime und
dadurch die Plaques-Bildung am Zahn. Auch die Milchsaureproduktion aus
Erythritol von den im Mund und Rachenraum lebenden Bakterien wird
verhindert [KAWANABE J, 1990; DE TROOSTEMBERGH, 2004,
YAO et al., 2009]. Indem Erythritol den kariesverursachenden Mikroorganismen
nicht als Substrat dient, kann keine Milchsaure gebildet werden und in weiterer
Folge kommt es zu keinem Abfall des pH-Wertes im Mundraum
[ROPER und GOOSSENS, 1993].

Erythritol als Antioxidans und Schutz fur Endothelzellen

Erythritol zeigt exzellente Fahigkeiten als Radikalfanger
[DEN HARTOG et al.,, 2010]. Es wurde nachgewiesen, dass durch die
Reduktion von Hydroxyl-Radikalen unter Abspaltung eines
kohlenstoffgebundenen Wasserstoffatoms die ungefahrlichen Verbindungen
Erythrose und Erythrulose gebildet werden [DEN HARTOG et al., 2010].
Weiters zeigte sich bei diabetischen Ratten, induziert durch Streptozochin, eine
schitzende Wirkung auf die Endothelzellen [DEN HARTOG et al.,, 2010].
Aufgrund dieser Beobachtungen kann Erythritol helfen durch Hyperglykamie
verursachte Schaden zu reduzieren [DEN HARTOG et al., 2010].
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2.6 Verwendung als Lebensmittelzusatz

Erythritol kann als Lebensmittelzusatz mit der Nummer E 968 als
Zuckeraustauschstoff und SufRungsmittel dienen
[GONZE und DE SADELEER, 1996; KIM HJ et al, 2004
KRISTOFIKOVA et al, 1997]. Es wird aufgrund der vielen positiven
Eigenschaften als eine vielversprechende Alternative zu ublichem Zucker und
Zuckeralkoholen gesehen [TETZLOFF et al., 1996]. Anwendung findet Erythritol
vor allem in der Nahrungsindustrie, aber auch in der pharmazeutischen,
kosmetischen und chemischen Industrie [ROPER und GOOSSENS, 1993;
GONZE und DE SADELEER, 1996; KRISTOFIKOVA et al, 1997;
TALJA und ROQOS, 2001; RYMOWICZ et al., 2009].

Erythritol wird wie Ubliche Polyole verwendet. Da Erythritol die anderen
Zuckeralkohole im gleichen Verhaltnis ersetzt, ist die Gesamtaufnahme von
Polyolen pro Kopf konstant [BERNT et al., 1996].

Der Konsum von Zuckeralkoholen liegt bei Personengruppen, die einen
erhohten Bedarf an energiearmen Suf3ungsmitteln haben, wie z.B. Diabetikern,
in Europa bei etwa 4-5g pro Tag und Person [BERNT et al., 1996]. In den USA
betragt die durchschnittliche Erythritolaufnahme, ohne Berucksichtigung des
Konsums von Kaugummi, in etwa 7g pro Tag und Person, das entspricht ca.
115 mg/kg Korpergewicht pro Tag [BERNT et al., 1996]. Alleine durch das
Kauen von Kaugummi betragt die Aufnahme von Erythritol in den Vereinigten
Staaten etwa 4g pro Tag und Person, das entspricht ca. 67 mg/kg
Korpergewicht pro Tag [BERNT et al., 1996].

Die Verbrauchsmenge von Erythritol liegt in Japan bei etwa 46mg Erythritol pro
Person pro Tag. Das entspricht einem Durchschnitt von etwa 0,7mg Erythritol
pro kg Kérpergewicht pro Tag [BERNT et al., 1996].

Trotz der vermehrten Verfugbarkeit von Erythritol in Lebensmitteln kann davon
ausgegangen werden, dass die Aufnahme dieses Zuckeralkohols nicht mehr als
20% aller in der Nahrungsmittelindustrie eingesetzten Polyole ausmacht
[BERNT et al., 1996].
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2.6.1 Verwendung in der Nahrung

Erythritol wird in Japan seit den frihen 1990er Jahren als Lebensmittelzusatz
eingesetzt. Es findet dabei vor allem als energiearmes SufRungsmittel in der
Nahrung Verwendung [OKU und NODA, 1990; BERNT et al., 1996;
GONZE, 2002]

Erythritol lasst sich hervorragend in Nahrungsmittel mischen. So zeigten sich
keine Probleme bei der Beimengung von Erythritol zu mehr oder weniger
flissigen Nahrungsmitteln, wie Joghurt und Erfrischungsgetranken, aber auch
zu festen, wie Keksen und Schokolade [ROPER und GOOSSENS, 1993;
BERNT et al, 1996; GONZE und DE SADELEER, 1996;
TETZLOFF et al, 1996; TALJA und ROOS, 2001; GONZE, 2002;
DE TROOSTEMBERGH, 2004]. Weiters wird Erythritol zum SiRen von
Kaugummis, Marmeladen, Gelees, Teigen und Fondants, aber auch von
Getrankepulvern und Puderzucker verwendet [ROPER und GOOSSENS, 1993;
BERNT et al., 1996; GONZE und DE SADELEER, 1996; GONZE, 2002;
DE TROOSTEMBERGH, 2004].

In den USA wird Erythritol in vielerlei Hinsicht eingesetzt. Erythritol wird oftmals
aufgrund seines saccharoseahnlichen Geschmackes als
Geschmacksverstarker verwendet. [BERNT et al.,, 1996; SEO et al., 2001;
WEHLAN et al., 2008]. So findet es als nicht bitterer Zuckerersatzstoff zur
Verbesserung von Rezepturen Gebrauch [BERNT et al., 1996]. Trotz seiner
geringen Hygroskopizitdt wird es in Kombination mit anderen Polyolen als
Feuchthaltemittel und Stabilisator den Produkten beigemischt
[BERNT et al., 1996]. Weiters findet Erythritol in den USA Anwendung als
Dickungsmittel oder Formgeber [BERNT et al., 1996]. Eine weitere Mdglichkeit
bietet der Einsatz von Erythritol als Komplexbildner [BERNT et al., 1996].

Die Verwendung von Erythritol geschieht nicht in einheitlichen Mengen und
variiert von Erzeugnis zu Erzeugnis. Bis zu 100% der Masse der
Zuckeraustauschstoffe kann hierbei die Menge von Erythritol betragen. Bei der
Produktion von harten Bonbons oder Zuckerln kann die eingesetzte Menge an
Erythritol bis zu 50% der Masse ausmachen [BERNT et al., 1996]. Bei weichen
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SuRigkeiten, wie Pfefferminzbonbons oder Schokolade, ist aufgrund der
Rezeptur ein Einsatz von bis zu 40% der Masse mdglich [BERNT et al., 1996].
Auch in Getranken lasst sich Erythritol hervorragend als energiearmes
SuRungsmittel einsetzen. So wird es in kalorienarmen oder light Getranken in
Mengen von bis zu 1,5% eingesetzt [BERNT et al., 1996].

Erythritol eignet sich sehr gut fur den Einsatz in Backwaren
[ROPER und GOOSSENS, 1993]. So kann es fiir die Herstellung von Keksen,
Kuchen und Geback verwendet werden. Fir die mehr oder weniger fettreichen
Cremen oder Teige kann Erythritol eine Menge von bis zu 60% der Masse
betragen [BERNT et al., 1996; TALJA und ROOS, 2001; SCF, 2003]. Ebenfalls
bis zu 60% kann der Erythritolgehalt in Kaugummi ausmachen
[BERNT et al., 1996].

Erythritol eignet sich aufgrund seiner physikochemischen Eigenschaften und
sensorischen Qualitat hervorragend als Austauschstoff fiir Saccharose in
Speiseeis [GONZE und DE SADELEER, 1996; WHELAN et al., 2008].

Erythritol konnte ebenfalls erfolgreich Saccharose bei der Herstellung eines
Chiffon-Kuchens ersetzen. Die Krumel und Kruste des Kuchens waren mit
Erythritol leichter, schmeckten jedoch auch weniger suf3 als mit Saccharose.
Bei der Herstellung des Kuchens konnten keine spezifischen Unterschiede in
Gewicht, Volumen oder Feuchtigkeitsgehalt des Teiges festgestellt werden.
Auch der fertige Kuchen stand dem Original mit Saccharose in Farbe und
Zartheit um nichts nach [LIN SD et al., 2003]

Erythritol eignet sich gut als siiRer Bestandteil von zuckerfreiem Uberzugsmittel
oder Deckmaterial von Gegenstdnden oder SiRigkeiten, da es sich im
Vergleich mit anderen Zuckeraustauschstoffen gut versprihen lasst und es
rasch auftrocknet [OHMORI et al., 2004].

Eine andere Einsatzmdglichkeit von Erythritol ist die als Konservierungsmittel.
Der Zuckeraustauchstoff wird in diesem Fall nicht nur als kalorienreduziertes
Sufungsmittel gebraucht, sondern wird in Kombination mit anderen, zum
Grofdteil starken, Sufungsmittel eingesetzt und dient vor allem der
Konservierung des siRBen Geschmacks und der Vorbeugung von

Nachgeschmack [GONZE, 2002]. Bei der Lagerung von energiereduzierten,
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alkoholfreien Getranken kann es aufgrund von Einflissen, wie etwa Wéarme und
pH-Wertanderungen zum Zersetzen der SufR3stoffe kommen [GONZE, 2002].
Erythritol verhindert den Verlust der Geschmacksqualitéat, was sich auch in einer
langeren Lagerfahigkeit der Produkte auswirkt [GONZE, 2002]. Eingesetzt wird
Erythritol vor allem in energiereduzierten, alkoholfreien Getranken, wie
Orangen-, Colagetranken und Limonaden, welche als SuR3stoff Aspartam
enthalten [GONZE, 2002].

2.6.2 Erythritol als Bestandteil von Dingen des taglichen Lebens

Erythritol findet neben der Nahrungsmittelindustrie vor allem in der Pharma- und
Kosmetikindustrie Anwendung [GONZE wund DE SADELEER, 1996;
KRISTOFIKOVA et al., 1997; TALJA und ROQOS, 2001]. So wird Erythritol in der

Pharmaindustrie als SuRungs- und Fullmittel eingesetzt
[GONZE und DE SADELEER, 1996]. In der Kosmetikindustrie findet Erythritol
unter anderem Einsatz als SufRungsmittel in Zahnpasten

[DE TROOSTEMBERGH, 2004]

Aufgrund der geringen wasserziehenden Eigenschaften (Hygroskopie) und der
geringen Viskositat in Losung, lasst sich Erythritol gut zur Reduzierung und
Kontrolle der Wasseraktivitat (AW-Wert) in Produkten des taglichen Lebens
gebrauchen [SEO et al., 2001].

2.6.3 Die Verwendung von Erythritol in Kombination mit anderen
SuRRungsmitteln

Erythritol eignet sich zur Kombination mit anderen SufRungsmitteln. So lasst es
sich gut mit kleinen Mengen intensiver SuRstoffe kombinieren
[ROPER und GOOSSENS, 1993; GONZE und DE SADELEER, 1996]. Es
bieten sich Kombinationsmdglichkeiten mit Saccharin, Thaumatin und
Sucralose aber auch Glycerrhizin und Steviosid
[GONZE und DE SADELEER, 1996; GONZE, 2002; WHELAN et al., 2008].
Besonders geeignet ist Erythritol fir den Einsatz in Kombination mit Aspartam,
da es keinen bitteren Nachgeschmack hat [SEO et al., 2001]. Wird Erythritol
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gemeinsam mit Sucralose eingesetzt, lasst sich neben der SiR3e auch der
eigene Geschmack verstarken [WHELAN et al., 2008].

Die Kombination von Erythritol mit einem intensiven Suf3stoff lasst auch die
Moglichkeit des Einsatzes als Tafel-, Puder- oder Wiurfelzuckers zu. Hierbei
muss jedoch auf die vom Verbraucher erwartete SufRe geachtet werden. Es
muss sichergestellt werden, dass der intensive Suf3stoff in richtigem MalRe mit
Erythritol kombiniert wird. Weiters muss auch eine gleichméaRige Verteilung des
mengenmalig kombinierten SiRstoffes auf dem Produkt, etwa einem
Zuckerwurfel, garantiert werden konnen [GONZE und DE SADELEER, 1996].

2.6.4 Weltweite Erythritolproduktion und Erythritolpreis

Die weltweite Erythritolproduktion lag im Jahr 2006 bei etwa 20.000 metrischen
Tonnen [MOON et al., 2010]. Die vielfaltigen Einsatzmoglichkeiten des
Erythritols erhohten in den letzten Jahren den Bedarf des Zuckeralkohols
[ROPER und GOOSSENS, 1993]. So schatzt man die Weltjahresproduktion fiir
das Jahr 2011 bereits auf ca. 23.000 Tonnen [MOON et al., 2010].

Wurde Erythritol im Jahr 1993 umgerechnet noch zu einem Preis von 17,90
Euro angeboten [ROPER und GOOSSENS, 1993], so wurde es im Jahr 2007
bei Abnahme grol3er Mengen am Weltmarkt zu einem Preis von etwa 4,5 US
Dollar (ca. 3 EURO) pro Kilogramm gehandelt [RYMOWICZ et al., 2008]. Durch
die Entdeckung des Erythritolmarktes durch die biotechnologische Industrie
wird vermehrt Erythritol produziert. Durch eine effizientere Produktion konnte
der Weltmarktpreis fur Erythritol leicht gesenkt werden. So ergab eine
Internetrecherche, dass bei Kauf entsprechender Mengen der Erythritolpreis auf
ca. 3,6 US Dollar pro Kilogramm gesenkt werden kann
(Stand: September 2012).*

Fur den Privatkunden ist Erythritol aufgrund der Zwischenhandler teurer. Eine
Internetrecherche  ergab unter Berilicksichtigung der verschiedenen

PackungsgroRen eine Spannweite des Erythritolpreises von 8,25 bis

4 Preisangabe entnommen aus: http://www.alibaba.com/showroom/erythritol.html (Stand 27.9.2012)
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19,88 Euro® pro Kilogramm. Fir die Preisbestimmung gilt: je groRer die Einheit,
desto billiger ist sie auch.

Erythritol ist Uber das Internet bestellbar und wird unter verschiedenen
Markennamen gefihrt. Als Zuckerersatzstoff wird Erythritol beispielsweise unter
folgenden Namen angeboten: Sukrin, Sucolin, Erysweet, Zerosweet, Xucker
light und NEXT-Zucker. Der Preis ist online von Anbieter zu Anbieter
unterschiedlich, belauft sich jedoch bei Bestellung in HaushaltsgréRen fir 1kg
Erythritol auf etwa 12€.

° Folgende Preisangaben wurden gefunden (Stand 27.9.2012):
€ 8,25 http://shop.null-kalorien.de/index.php?cat=c9_Grossgebinde---Sackware-Erythritol-9.html;

€ 9,98 http://www.novasweet.de/Online-Shop/sweetERY-Erythritol/sweetERY-3-x-800g-Erythritol-Erythrit-
Zucker-Ersatz.html;

€ 10 http://www.amazon.de/Wiezucker-%C2%AE-Kg-Erythrit-
Erythritol/dp/BO0O5M9IOHA/ref=sr 1 1?ie=UTF8&qid=1348780038&sr=8-1;

€ 11,10 bis 19,88 http://www.zuckerersatz-shop.de/index.php?cPath=2;

€ 11,50 http://sandos-naturkost.de/product _info.php/info/p352_Erythritol---Wiezucker-E.html;

€ 13,99 http://minapo.com/onlineshop/erythrit-erythritol-dose.html;

€ 17,25 http://www.amazon.de/SUKRIN-4x500qg-ZuckerErsatz-Erythritol-
Einf%C3%BChrungsangebot/dp/B006QS8P9l/ref=sr 1 4?ie=UTF8&qid=1348780038&sr=8-4;

€ 17,80 http://www.low-carb-shop.cc/pi7/pi20/pd21.html



http://shop.null-kalorien.de/index.php?cat=c9_Grossgebinde---Sackware-Erythritol-9.html
http://www.novasweet.de/Online-Shop/sweetERY-Erythritol/sweetERY-3-x-800g-Erythritol-Erythrit-Zucker-Ersatz.html
http://www.novasweet.de/Online-Shop/sweetERY-Erythritol/sweetERY-3-x-800g-Erythritol-Erythrit-Zucker-Ersatz.html
http://www.amazon.de/Wiezucker-%C2%AE-Kg-Erythrit-Erythritol/dp/B005M9IOHA/ref=sr_1_1?ie=UTF8&qid=1348780038&sr=8-1
http://www.amazon.de/Wiezucker-%C2%AE-Kg-Erythrit-Erythritol/dp/B005M9IOHA/ref=sr_1_1?ie=UTF8&qid=1348780038&sr=8-1
http://www.zuckerersatz-shop.de/index.php?cPath=2
http://sandos-naturkost.de/product_info.php/info/p352_Erythritol---Wiezucker-E.html
http://minapo.com/onlineshop/erythrit-erythritol-dose.html
http://www.amazon.de/SUKRIN-4x500g-ZuckerErsatz-Erythritol-Einf%C3%BChrungsangebot/dp/B006QS8P9I/ref=sr_1_4?ie=UTF8&qid=1348780038&sr=8-4
http://www.amazon.de/SUKRIN-4x500g-ZuckerErsatz-Erythritol-Einf%C3%BChrungsangebot/dp/B006QS8P9I/ref=sr_1_4?ie=UTF8&qid=1348780038&sr=8-4
http://www.low-carb-shop.cc/pi7/pi20/pd21.html

Erythritolproduktion: Stand der Forschung 21

3 Erythritolproduktion: Stand der Forschung

Die Literaturlandschaft zur Erythritolproduktion setzt maRgeblich in den 60er
Jahren des vorigen Jahrhunderts ein. Davor gibt es vereinzelte Artikel, die die
Erythritolproduktion behandeln. [YUILL, 1948; BINKLEY und WOLFROM, 1950;
SLOAN et al.,, 1957; SPENCER und SALLANS, 1956] Eine bestandige
wissenschaftliche Beschaftigung mit dem Thema entwickelte sich ab den
1960er Jahren und héalt bis heute an. Angetrieben von wirtschaftlichen
Interessen intensiviert sich die Forschung ab den 1990er Jahren.
Hauptsachliche Themenbereiche, die in der Literatur bearbeitet werden, sind
die Zusammensetzung des Fermentationsmediums; die Fermentations-
bedingungen, betreffend Beluftung und Art der Fermentation (Batch oder Fed-
Batch); das Erforschen der fur die Erythritolgewinnung verantwortlichen
Enzyme der verwendeten Organismen; das Suchen nach neuen
Mikroorganismen und das Mutieren neuer oder bekannter
erythritolproduzierender Stamme. Fur die Herstellung von Erythritol werden
unterschiedliche Verfahren beschrieben. So kann Erythritol mittels chemischem
Verfahren aus Dialdehydstéarke unter hoher Temperatur und in Anwesenheit
eines Nickel Katalysators hergestellt werden [PFEIFER et al., 1960]. Mit dieser
Methode lassen sich aber keine groRen Mengen an Erythritol in einer
wirtschaftlichen Form herstellen [JEYA et al., 2009].

Im Folgenden wird ein thematisch geordneter Uberblick uber die
wissenschaftliche Literatur und den Stand der Forschung zur

Erythritolproduktion dargebracht.

3.1 Optimierung des Fermentationsmediums

Eine weitere Art der Produktion ist die mittels mikrobieller Fermentation. Am
haufigsten werden dazu Hefen verwendet, vor allem solche, die in der Lage
sind in einer Umgebung zu leben, in der der osmotische Druck erhoéht ist. Das
Fermentieren mit osmophielen Hefen wird in den beschriebenen Studien oft
angewandt. Beginnend in den 1950er Jahren gilt es bis heute als das Mittel der
Wahl fur die Herstellung von Erythritol [BINKLEY und WOLFROM, 1950;
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SPENCER und SALLANS 1956; HAJINY et al., 1964,
HATTORI und SUZUKI, 1974; ONISHI und SHIROMURA, 1984,
LARSSON et al.,, 1990; TOKUOKA et al., 1992; KIM SY et al., 1997;
LEE JK et al, 2000, 2001, 2002, 2003a, 2003b, 2003c;
BURSCHAEPERS et al., 2002; MOON et al., 2010; SAVERGAVE et al, 2011;
und weitere.]

Neben den Hefen wurden aber auch andere Pilze untersucht, die Erythritol
produzieren. Oft sind die entstandenen Polyole, wie z. B. Mannitol oder Arabitol
aber auch Erythritol, jedoch nur Nebenerzeugnisse neben dem Hauptprodukt,
wie etwa Zitronensaure und deshalb in nicht allzu groRen Mengen vorhanden
[YUILL, 1948; MARGULIES und VISHNIAC, 1961,
BRAUN und NIEDERPRUEM, 1969; HATTORI und SUZUKI, 1974].

Weiters ist die Erythritolproduktion mit Bakterien zu erwahnen
[VEIGA-da-CUNHA et al., 1992, 1993]. Die Produktionserfolge lassen sich aber
nicht mit jenen von den osmophielen Hefen vergleichen und spielen wie die
Produktion mit Hilfe von Pilzen nur eine untergeordnete Rolle in der heutigen

industrialisierten Form der Erythritolherstellung.

3.1.1 Kohlenstoffquellen

Ein Teil der Forschung zur Steigerung der Erythritolproduktion beschaftigt sich
mit der Optimierung des Mediums, in welchem die Mikroorganismen fermentiert
werden. Bei Erythritol handelt es sich, wie in Kapitel 1 beschrieben, um einen
Zuckeralkohol, bestehend aus 4 Kohlenstoffatomen. Daher wird in einem Tell
der Forschung nach wie vor nach einer optimalen Kohlenstoffquelle flr den
verwendeten Organismus gesucht. Nicht nur die Art der Kohlenstoffquelle ist
von Bedeutung, sondern auch die Konzentration mit der sie im Medium
vorkommt ist ein Thema in den Studien [HATTORI und SUZUKI, 1974;
KIM SY, 1997; BURSCHAEPERS et al., 2002; und weitere].

Es gibt die verschiedensten Untersuchungen zu der optimalen
Kohlenstoffquelle im Fermentationsmedium, da die unterschiedlichen
Mikroorganismen auch unterschiedliche Kohlenstoffquellen bevorzugen und
dementsprechend unterschiedlich wachsen und Erythritol produzieren.
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Bei der Fermentation mit der Mutante der Hefe Pseudozyma tsukubaensis mit
Namen KN75 wurden verschiedene Kohlenstoffquellen untersucht. Als Quellen
dienten Glucose, Fructose, Galactose, Maltose, Saccharose, Dextrine, l6sliche
Starke, Maisstarke, Glycerin und Sojabohnendl. Bei der aeroben Fermentation
mittels Fed-Batch Verfahren stellte sich die Glucose als die beste Quelle
heraus. Bei einer Mediumszusammensetzung von 30% Glucose und 1,5%
Maisquellwasser wurden die hoéchsten jemals erzielten Werte fir die maximale
Erythritolkonzentration von 245 g/l, die Produktivitdt von 2,86 g/l/h und eine
Ausbeute von 61% im Vergleich zur eingesetzten Glucose erzielt. Diese
Ergebnisse konnten auch nach erfolgreichem Scale-up vom 7 Liter Fermenter
Uber einen Pilotversuch im 300 Liter Fermenter bis hin zum grof3technischen
50.000 Liter Fermenter bestatigt werden. Als der entscheidende Faktor fur das
Scale-up vom Labormalfstab bis hin zur industriellen Form konnte der Gehalt
an geldstem Sauerstoff ausgemacht werden. [JEYA et al., 2009]

Es wurde ermittelt, dass Glucose, welche durch die chemische oder
enzymatische Hydrolyse von Weizen- oder Maisstarke hergestellt wurde, und
Saccharose die am besten geeignetsten Kohlenstoffquellen bei der
Fermentation durch die Hefe Trichosporonoides sp. sind [AOKI et al., 1993].

Bei der Fermentation mittels einer Mutante von Aurobasidium sp. konnte
Glucose als die beste Kohlenstoffquelle ausgemacht werden. Bei einer
Konzentration von 40% Glucose wurde eine Produktivitat von 1,82 g/l/h und
eine  Ausbeute von 44% pro eingesetzter Glucose erreicht.
[ISHIZUKA et al., 1989]

Bei der Fermentation mit Trichosporon sp. stellte sich heraus, dass bei einer
Glucosekonzentration von 22% die beste Produktivitat erzielt werden kann.
Wurde die Glucosemenge auf 30% und mehr erh6ht, reduzierte sich aufgrund
des hohen osmotischen Drucks die Erzeugung von Erythritol deutlich. Bei
diesem Fed-Batch Verfahren wurde dem Medium weiterer Kohlenstoff in Form
von reiner Glucose zugefihrt. In der Folge fiel die Rate der spezifischen
Erythritolproduktion von 0,042 g/l/h auf 0,023 g/l/lh ab. Wurde neben der
zugegebenen Glucose auch Maisquellwasser verabreicht, sank die Produktion
nicht und konnte bei etwa 0,042 g/l/h gehalten werden. [PARK J et al., 1998]
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Bei der Erythritolproduktion durch den Pilz Penicillium sp. KJ-UV29 bewéhrte
sich vor allem Saccharose als Kohlenstoffquelle. Andere untersuchte Quellen
waren Glucose, Galactose, Maltose, Mannose, Fructose und Lactose, deren
Verwendung allesamt eine geringere Produktion von Erythritol zur Folge hatte.
Bei Sorbit, Arabinose und Xylose konnte hingegen Uberhaupt keine
Erythritolproduktion festgestellt werden. Die Mutante KJ-UV29 vermag in einem
Medium von bis zu 70% Saccharose zu wachsen und Erythritol zu produzieren,
jedoch liegt die optimale Konzentration bei 30%. Durch die Zugabe von 0,5%
Hefeextrakt, 0,5% Ammoniumoxalat, 0,1% Kaliumnitrat und 0,1% Natriumnitrat
konnte die Erythritolproduktion signifikant erhoht werden
[LEE KJ und LIM JY, 2003].

Ein interessanter Ansatz ist die Verwendung von Glycerin als einzige
Kohlenstoffquelle fur die biotechnologische Erzeugung von Erythritol. Auf der
Suche nach einem billigen Rohstoff fir die Fermentation stie3 man auf
Glycerin, welches bei der Biodieselherstellung als Nebenprodukt anfallt
[KOUTINAS et al., 2007; PAPANIKOLAOU et al., 2008]. Bei der Fermentierung
mit der Hefe Yarrowia lipolytica wurde neben Zitronensaure auch Erythritol
hergestellt. Durch anpassen der Fermentationsbedingungen konnte der Ertrag
am Polyol Erythritol gesteigert werden. Die Acetat-negative Mutante Yarrowia
lipolytica Wratislavia K1 vermochte in einem Medium mit Roh-Glycerin als
Kohlenstoffquelle und unter Limitierung des Stickstoffegehaltes Erythritol in
beachtlichen Mengen zu produzieren. Die Erzeugung erfolgte in einem 3,5 Liter
Fermenter nach einer Fed-Batch Methode. Zu Beginn des Prozesses hatte das
Medium eine Glycerinkonzentration von 150 g/l, wurde im Laufe der
Fermentation jedoch auf 250 g/l erhoéht. Bei konstantem pH von 5,5 und bei
30°C wurde fur 168 Stunden fermentiert. Die maximale Erythritolkonzentration
betrug 81 g/l Fermentationsmedium und die maximale Produktivitat 0,6 g/I/h, als
beste Ausbeute wird 32% angegeben. Durch eine neuerliche Anderung des
Fermentationsmediums konnte die Entstehung von Zitronenséure verhindert
und die erzielten Ertrage gesteigert werden. So betrug die maximale
Erythritolkonzentration 170 g/l, die Produktivitat 1 g/l/h und die Ausbeute 56%
[RYMOWICZ et al., 2006, 2008, 2009]. Die hier erreichten Zahlenwerte blieben
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somit unter den anderen berichteten Werten fur die maximale
Erythritolkonzentration,  Produktivitdtt und  Ausbeute, welche mittels
Hefefermentation im Glucosemedium erzielt werden kdnnen. Da Roh-Glycerin
in der sich rasch entwickelnden Biodieselherstellung in betréachtlichen Mengen
anfallt, kann es jedoch als kostenglinstige Kohlenstoffquelle fir die
biotechnologische Herstellung von Erythritol in Betracht gezogen werden.
[RYMOWICZ et al., 2006, 2008, 2009]

Ein Grol3teil der Studien beschéftigt sich mit der Suche nach der optimalen
C-Quelle und deren Verwertung hinsichtlich maximaler Erythritolproduktion,
Produktivitat des Mikroorganismus und Ausbeute, sprich entstandenes
Erythritol pro eingesetztem Zucker. Am haufigsten wurde dabei Glucose
untersucht. Es stellte sich heraus, dass Glucose fiur viele
erythritolproduzierende Mikroorganismen eine vielversprechende
Kohlenstoffquelle darstellen kann. [HOOTMANN et al, 1991;
VEIGA-da-CUNHA et al., 1992,1993; KIM SY et al., 1997; YANG et al., 1999;
LIN et al., 2001; RICHTER et al., 2001; KOH et al., 2003; MOON et al., 2010;
SAVERGAVE et al., 2011]

Die Mutante Candida zeylanoides KY 6166 wurde zur Erythritolproduktion in
einem Medium fermentiert, das als Kohlenstoffquelle n-Alkane gelost hatte. Die
Lange der Ketten betrug zwischen 12 und 15 Kohlenstoffatome. Die
Zusammensetzung der Fermentationsldsung hatte eine Konzentration von 200
g n-Alkane pro Liter. Die Fermentation erfolgte in einem 5 und einem 300 Liter
Fermenter, wobei der pH-Wert unter 4 gehalten wurde. Die maximal erzielte
Erythritolkonzentration betrug 180 mg/g. Als Nebenprodukt konnten geringe
Mengen an Mannitol ausgemacht werden. Die Ausbeute an Erythritol betrug,
bezogen auf die verbrauchten Alkane, 90%. Das Produktionsverhéltnis von
Erythritol zu Mannitol war stark vom Phosphatgehalt des Mediums abhangig.
Bei einem hohen Niveau (0,04-0,2 mg/l) von Phosphor, in Form von
Kaliumdihydrogenphosphat, war das Produktionsgleichgewicht génzlich auf
Seiten des Mannitols. [HATTORI und SUZUKI, 1974]

Eine Studie aus dem Jahre 1964 [HAJNY et al., 1964] untersuchte die

Auswirkungen einer unterschiedlichen Zusammensetzung des Kulturmediums
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unter dem Blickwinkel Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei der Fermentation
der Hefe der Gattung Torula. Beim mikrobiellen Ansatz zeigte sich, dass sowohl
das Wachstum der Biomasse als auch die Produktion von Erythritol von der
Kohlenstoffquelle beeinflusst werden. Bei einer Konzentration von 5% des zu
untersuchenden Kohlenstoffs und 1% Hefeextrakt stellte sich heraus, dass das
Biomassewachstum bei Mannitol, Erythritol, Glycerin, Fructose, Mannose,
Maltose und Saccharose gut, am besten aber bei Glucose war. Kaum
Biomasse bildete sich bei der Fermentierung mit Inositol, Sorbit, Xylit,
Galactose, Xylose, Arabinose, Lactose, und Raffinose. Eine Erythritolproduktion
konnte lediglich bei Glucose, Fructose, Mannose, Maltose und Saccharose
nachgewiesen werden. Weiters stellte sich heraus, dass eine hohe
Ausgangskonzentration der Kohlenstoffquelle — im Gegensatz zu einer
niedrigen — eine hohere Erythritolkonzentration zulasst. Auf diese frihe Studie
wird in den nachfolgenden Publikationen immer wieder verwiesen und aus den
Erkenntnissen zitiert. [HAJNY et al., 1964]

Auch in weiteren Studien konnte bestatigt werden, dass bei der
Erythritolproduktion mittels Torula sp. Glucose die optimale Kohlenstoffquelle ist
[KIM KA et al., 1999; LEE JK et al., 2000, 2001; MOON et al., 2010], wobei sich
herausstellte, dass bei einer kontrollierten Glucosekonzentration im
Fermentationsmedium von 225 g/l die Lagphase der Hefen deutlich erniedrigt
ist und es somit zur hdchsten Produktivitdt kommt. Wird nur die
Ausgangskonzentration in Betracht gezogen, so ergibt sich aus einer
Konzentration von 300g Glucose pro Liter die maximale Produktivitat
[OH et al., 2001].

Allgemein kann gesagt werden, dass eine hohe Anfangskonzentration an
Glucose zu einer erhdhten Produktionsrate und Ausbeute an Erythritol bei der
Fermentation fuhren kann, sofern der Organismus den hohen osmotischen
Druck toleriert [MOON et al., 2010].

Bei einer anderen Untersuchung mit der Hefe der Gattung Torula
[KIM KA et al.,, 2000] stellte sich jedoch heraus, dass sich Saccharose am
besten fur die Produktion von Erythritol eignet. In einem Medium mit 40%

Saccharose und 2% Hefeextrakt konnten nach einer 120 stindigen
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Fermentation die folgenden Maximalwerte erreicht werden:
Erythritolkonzentration 20%, Produktivitat 1,67 g/l/h und Ausbeute 60%.
[KIM KA et al., 2000]

Bei der Fermentation mit der Hefe Trigonopsis variabilis stellte sich Glucose als
die effektivste Kohlenstoffquelle heraus. Infolge einer Steigerung des
osmotischen Drucks von 1,3 auf 3,9 kPa durch die Erhdéhung der
Glucosekonzentration, konnte auch die Produktionsrate von Erythritol mehr als
verdoppelt werden. Mit dem erhdéhten Druck sank jedoch die Wachstumsrate
der Hefen. Aufbauend auf diese Erkenntnisse wurde eine Zwei-Phasen-
Fermentation konzipiert, bei der zwischen einer Wachstums- und einer
Produktionsphase unterschieden wird. In ersterer wurde der osmotische Druck
auf 1,4 kPa eingestellt, damit sich Biomasse schneller bilden kann. In der 2.
Phase wurde der Druck auf 3,7 kPa erhoht, was in einer doppelt so hohen
Erythritolproduktion als in der  Ein-Stufen-Produktion resultierte
[KIM SY et al, 1997].

Auch der fur Insekten geféahrliche (entomopathogene) Pilz Metahizium
anisopliae  kann unter Wasserstress  Erythritol  produzieren. Die
Erythritolkonzentration in den Blastosporen nimmt bei einem AW-Wert zwischen
0,98 und 0,97 und mit steigendem Alter zu [YPSILOS und MAGAN, 2004].

Bei einer anderen Studie wurde mit dem Mikroorganismus Candida magnoliae
gearbeitet, wobei ebenfalls Glucose als Kohlenstoffquelle diente. Nach
Erreichen einer Trockenzellmasse von 75 g/l im Fermentationsmedium wurde
dem Wachstumsmedium Glucose in Pulverform beigemengt, bis die
Konzentration 40% betrug. Zugleich stellte diese Erhéhung des osmotischen
Drucks den Wechsel vom Wachstums- hin zum Produktionsmedium dar. Als
maximale Werte fir die Produktivitat werden 2.8 g/l/h und fur die Ausbeute 41%
genannt. Diese ermittelten Zahlenwerte stellen eine 5fache Steigerung im
Vergleich zu einer einfachen Batch-Fermentation dar. Ein Nachteil ergab sich
jedoch aus der hohen Glucosekonzentration im Produktionsmedium. So war die
Entstehung von organischen S&uren, wie Zitronen- und Buttersdure, gegeben.
[RYU et al., 2000]



28 Erythritolproduktion: Stand der Forschung

Auch in anderen Untersuchungen konnte bestatigt werden, dass Glucose als
Kohlenstoffquelle bei der Fermentation von Candida magnoliae dienen kann
[SEO et al., 2001].

Auch bei der Fermentation der Hefe Moniliella tomentosa var pollinis wurde
Glucose als Kohlenstoffquelle verwendet. Es spielt dabei keine Rolle ob die
Glucose aus chemischer oder enzymatischer Hydrolyse hergestellt wurde.
Mittels Batch Verfahren konnte im Fermentationsmedium eine maximale
Erythritolkonzentration von 90 g/l und eine Ausbeute von 36% erreicht werden.
Bei der Fermentation im Fed-Batch Modus konnte die maximale
Erythritolkonzentration auf 170 g/l gesteigert werden. Die hochsten Werte
dieser Studie konnten mittels Fermentation in einer 80 Liter Blasensaule erzielt
werden. Bei einer Ausgangskonzentration von 500g Glucose pro Liter Medium
wurde die maximale Trockenzellmasse von 65 g/l, eine maximale
Erythritolkonzentration von 175 g/l und eine Ausbeute von 43% gemessen
[BURSCHAEPERS et al., 2002].

3.1.2 Stickstoffquellen

Ein weiteres Teilgebiet der Mediumsoptimierung ist die Suche nach der
optimalen Stickstoffquelle. Stickstoff wird bei der Fermentation fur das
Wachstum des Mikroorganismus gebraucht. Ohne ausreichende Versorgung
mit Stickstoff kdnnen nicht gentigend Nukleinbasen gebildet werden und
infolgedessen kommt es zu keinem ausreichenden Wachstum der Biomasse,
was eine eingeschrdnkte Produktion von Erythritol zur Folge hat
[HANSSEN et al, 1972; LEE KJ und LIM JY, 2003;
EDLAUER und TRIMMEL, 2009; JEYA et al. 2009; und weitere].

Bei einer anderen Untersuchung mit der Hefe der Gattung Torula
[KIM KA et al., 2000; LEE JK et al; 2001] stellte sich heraus, dass nicht allein
die Menge an vorhandenem Stickstoff ausschlaggebend fur eine erfolgreiche
Fermentation ist. Es wurde ermittelt, dass das Verhaltnis von Kohlenstoff- zu
Stickstoffquelle wichtig fur eine erfolgreiche Produktion von Erythritol ist. Das
optimale Verhaltnis liegt bei 20 (C/N). In einem Medium mit 40% Saccharose
und 2% Hefeextrakt konnten nach einer 120 stiindigen Fermentation die
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folgenden Maximalwerte von Erythritolkonzentration, Produktivitat und
Ausbeute von 20%, 1,67 g/l/h und 60% erreicht werden.
[KIM KA et al., 2000; LEE JK et al; 2001]

Auch andere Studien stellen einen direkten Zusammenhang zwischen der
Konzentration der Kohlenstoffquelle und der fur die Fermentation bendtigten
optimalen Stickstoffmenge her. So gehen friihe Untersuchungen mit der Hefe
Moniliella tomentosa davon aus, dass bei einer hohen Glucosekonzentration
(30%) 1-2% Hefeextrakt bendtigt wird um erfolgreich Erythritol herstellen zu
konnen [HANSSEN et al., 1972].

Bei der Fermentation mit der Hefe Moniliella tomentosa var pollinis konnte
erkannt werden, dass die Komplexitat vieler eingesetzter Stickstoffquellen
Probleme nach sich ziehen kann. Als solch komplexe N-Quellen werden
Hefeextrakt, Peptone und Maisquellwasser genannt, aber auch andere
tierischen oder pflanzlichen Ursprungs. Es wurden Anstrengungen
unternommen diese komplexen Stickstoffquellen zu reduzieren. Als Ersatz
wurden organische Quellen, wie Harnstoff, oder anorganische Salze, wie
Ammoniumsulfat gefunden. Die komplexen oder organischen Verbindungen
konnen den pH-Wert des Mediums beeinflussen, sich aber auch negativ auf die
spatere Aufarbeitung des Produktes auswirken. In dieser Studie scheint die
Verwendung von nur einer anorganischen Stickstoffquelle das Mittel der Wahl
zu sein. Als geeignete N-Quellen werden Kaliumnitrat, Natriumnitrat und
Ammoniumnitrat beschrieben. [EDLAUER und TRIMMEL, 2009]

In einem Bericht wird erwahnt, dass der Einsatz von Harnstoff bei einer
Fermentation gesundheitsschadliche Folgen haben kann. Aus Harnstoff kann
sich die als kanzerogen (geltende Substanz  Urethan bilden.
[HASSELBECK und HENKE, 2007] Urethan hat bei oraler Aufnahme eine LDsg
von 1,810 g/kg Korpergewicht [PEREIRA et al., 1991].

Bei der Fermentation durch den Pilz Penicillum sp. KJ-UV29 konnte die
Erythritolproduktion durch die Zugabe von 0,5% Hefeextrakt, 0,5%
Ammoniumoxalat, 0,1% Kaliumnitrat und 0,1% Natriumnitrat zur 30%igen

Saccharoselosung signifikant erhoht werden. Durch die Optimierung der
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Stickstoffquellen konnte die maximale Erythritolkonzentration von 15,1 g/l auf
45,3 g/l gesteigert werden. [LEE KJ und LIM JY, 2003]

Es wurden auch Beobachtungen entgegen den Erwartungen gemacht. So
produzierte die acetat-negative Mutante Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 in
einem Medium mit Roh-Glycerin als Kohlenstoffquelle und unter Limitierung des
Stickstoffes  Erythritol in beachtlichen Mengen. In einem fir diesen
Mikroorganismus optimierten Fermentationsmedium betrug die maximale
Erythritolkonzentration schlie@Blich 170 g/l, die Produktivitat 1 g/l/h und die
Ausbeute 56%. [RYMOWICZ et al., 2008, 2009]

Bei der Fermentation mit einer Mutante von Candida magnoliae stellte sich
heraus, dass neben Glucose als Kohlenstoffquelle die Stickstoffquelle in Form
von Hefeextrakt von Bedeutung ist. Mittels einer Fed-Batch Fermentation
konnten mit einer Mediumszusammensetzung von 23,8% Glucose und 0,92%
Hefeextrakt die Maximalwerte an Erythritolkonzentration von 87,8 g/l und eine
Ausbeute von 31,1% erzielt werden. Die Reduktion der Nebenprodukte
Mannitol und Glycerin beinhaltet Optimierungspotential und wird Bestandteil
zukunftige Forschungen sein [SAVERGAVE et al., 2011].

Es wird an mehreren Stellen der Literatur beschrieben, dass sich Hefeextrakt
als geeignete Stickstoffquelle fur die Fermentation mittels Candida magnoliae
erweist [SEO et al., 2001].

In einer anderen Studie mit Candida magnoliae wurde ebenfalls Hefeextrakt als
die optimale N-Quelle beschrieben. Das verwendete Nédhrmedium hatte eine
Glucosekonzentration von 30% und beinhaltete Stickstoff in Form von 20g
Peptone und 10g Hefeextrakt pro Liter. Folgende Maximalwerte wurden
ermittelt: Erythritolkonzentration (200 g/l), Produktivitat (1,2 g/l/h) und Ausbeute
(43%). [KOH et al., 2003]

Die Verwendung von Peptonen oder Hefeextrakt als Stickstoffquellen wird in
weiteren Studien beschrieben, aber auch der Einsatz von getrockneter
Fleischbriihe [HIRATA et al., 1999; LIN et al., 2001].

Schon frihe Untersuchungen stellten fest, dass bei der biotechnologischen
Herstellung von Erythritol neben der Suche nach der optimalen

Kohlenstoffquelle auch das Finden einer optimalen Stickstoffquelle von
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hochster Bedeutung ist. In einer Studie wurde festgestellt, dass sich
Hefeextrakt, Maisquellwasser, schwarze Melasse, Malzkeimextrakt, Malzextrakt
und Trockenschlempe gut als Stickstoffquelle eignen. Es wurde erkannt, dass
der Einsatz von 1-2% Hefeextrakt zu einem Uppigen Wachstum der Biomasse
fuhrt und somit die Erythritolproduktion beeintréachtigt.

Um eine optimale Erythritolproduktion zu gewéhrleisten muss das Zellwachstum
limitiert werden, was mit der strengen Kontrolle der Stickstoffzufuhr erreicht
werden kann. Als optimale Menge werden 0,5% Hefeextrakt als Stickstoffquelle
bestimmt. Mit dem Einsatz von maximal 0,1% Harnstoff konnte die Menge der
eingesetzten N-Quelle deutlich gesenkt werden. Der ermittelte Maximalwert far
die Ausbeute betrugen 43%. Der hohe Preis von Hefeextrakt lasst vermutlich
keine industrielle Verwendung zu. Somit scheint Maisquellwasser das Mittel der
Wabhl zu sein [HAJINY et al., 1964; JEYA et al., 2009].

Weiters ist der Einsatz von einem Gemisch aus Stickstoff aus den
unterschiedlichsten Quellen eine Mdoglichkeit. So wird bei der Fermentation
mittels der Hefe Moniliela tomentaosa var. pollinis von einer Kombination aus
Harnstoff, Ammoniumsulfat, Maisquellwasser und Hefeextrakt berichtet. Unter
Fermentationsbedingungen, bei denen die Stickstoffzufuhr limitiert war, kam es
zu Schaumbildung. Durch den Schaum kam es zu einer Behinderung der
Erythritolproduktion. Unter der optimalen Zufuhr von Stickstoff konnte eine
Trockenzellmasse von bis zu 116 g/l, eine Erythritolkonzentration von bis zu
175 g/l und eine Ausbeute von bis zu 43% erreicht werden
[BURSCHAEPERS et al., 2002].

Des Weiteren wird auch der Einsatz von Stickstoffquellen tierischen Ursprungs
beschrieben. Bei der Fermentation mit Candida tropicalis stellte sich heraus,
dass sich Milchprotein (Casein) als Stickstoffquelle fur diesen Mikroorganismus
eignet [RAO et al., 2006].

3.1.3 Spurenelemente

In der Erythritolproduktion liegt ein weiteres Augenmerk auf dem Einfluss von
Mengen- und Spurenelementen auf die verwendeten Mikroorganismen. Diese

Elemente, oft sind es Metall-lonen, spielen vor allem als Zentralatome in den
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Enzymen und Proteinen der Fermentationskeime eine entscheidende Rolle
[LEE JK et al., 2000, 2001; und weitere].

Bei der Fermentierung mit dem Mikroorganismus Torula sp. konnte die
Erythritolproduktion und die Ausbeute durch den Zusatz von Metall lonen
gesteigert werden. Dem Fermentationsmedium wurden Cu?* lonen in Form von
2mg Kupfer- und Mn* in Form von 10mg Mangansulfat beigemengt. Die
Anwesenheit dieser lonen lie3 die Erythritolkonzentration im Medium sinken.
Weiters stellte sich eine gesteigerte Aktivitat der Erythrosereduktase ein, was
auf die Anwesenheit von Cu®* zuriick zu filhren war. Es kann gesagt werden,
dass die Supplementierung des Fermentationsmediums mit Mn®* zu einer
Anderung der Permeabilitat der Zellen filhrt und dass Cu®* zu einer erhéhten
Aktivitat der Erythrosereduktase in den Hefezellen beitragt. Durch einen Einsatz
beider Elemente kommt es aufgrund von Synergieeffekten zu einer gesteigerten
Erythritolproduktion. [LEE JK et al., 2000]

Bei einer weiteren Untersuchung mit dem Mikroorganismus Torula sp. wurde
mit dem Einsatz von Metall- und Nichtmetallionen die Produktion von Erythritol
zu steigern versucht. So wurde in einer Studie aus dem Jahr 2000
[KIM KA et al., 2000] das Fermentationsmedium bestehend aus Saccharose
und Hefeextrakt mit der Zugabe von Kupfer in Form von 10mg Kupfersulfat und
Phosphor in Form von 3g Kaliumdihydrogenphosphat optimiert. In Folge dieser
Verbesserung kam es zu einer vollkommenen Einschréankung der Produktion
der Nebenerzeugnisse Glycerin und Ribitol. [KIM KA et al., 2000] Auch in
anderen Studien konnten Mangan und Kupfer als wichtige Zuséatze zum
Fermentationsmedium ausgemacht werden [HATTORI und SUZUKI, 1974].
Aber auch Zink wird eine positive Eigenschaft in Bezug auf die
Erythritolproduktion zugeschrieben [HATTORI und SUZUKI, 1974].

Weiters konnte erkannt werden, dass Phytinsaure als Phosphorquelle bei der
biotechnologischen Herstellung von Erythritol mittels Torula sp. dienen kann.
Vor allem werden Zellwachstum und die Aktivitdt der Erythrosereduktase
gesteigert und in Folge dessen kommt es zu einer erhdhten Erythritolproduktion
[LEE JK et al., 2001; OH et al., 2001]. In der Literatur wird die Verwendung von

Phytinsdure  als Phosphorquelle haufig beschrieben. Es stellte sich
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heraus, dass auch bei der Fermentation durch die osmophile Hefe Candida
magnoliae Phytinsdure erfolgreich zur Steigerung der Erythritolproduktion
eingesetzt werden kann [KOH et al., 2003].

Auch der Einsatz von Kaliumdihydrogenphosphat und Magnesiumsulfat kann
bei der Fermentation mittels Candida magnoliae zu einer Steigerung der
Erythritolproduktion beitragen [SAVERGAVE et al., 2011].

In der Studie von KIM et al. [1999] wurde die Wirkung von den Salzen
Natriumchlorid und Kaliumchlorid untersucht. Die Spannweite der Konzentration
dieser Salze im Fermentationsmedium reicht von geringen Konzentrationen bis
hin zur hohen osmotischen Aktivitat. Es wurde beobachtet, dass sowohl das
Zellwachstum als auch der Verbrauch an Glucose beim Mikroorganismus
Torula sp mit zunehmender Konzentration von sowohl Natriumchlorid als auch
Kaliumchlorid sinkt. In einem Medium mit einer Ausgangskonzentration von 200
g/l Glucose wurde die optimale Menge der Salze ermittelt. Diese belauft sich fir
Natriumchlorid auf 17,5 g/l und fur Kaliumchlorlid auf 28,8 g/l. Nach einer 120
stindigen Fermentation konnte eine Erythritolkonzentration von 54,3 g/l
gemessen werden. Bei Salzkonzentrationen, welche tber den oben genannten
liegen, wird vor allem das Wachstum der Hefezellen eingeschrankt. Bei einer
weiteren Steigerung des osmotischen Drucks steigt auch die Ausbeute an
Erythritol an. So wurde bei einer Osmolalitat von 2,4mol mit 49% die hdchste
Ausbeute gemessen [KIM KA et al., 1999]. Bereits im Jahre 1964 waren die
Metallionen von Natrium und Kupfer Teil einer Untersuchung bei der
Fermentation mittels der Hefe Torula sp.. Es wurde festgestellt, dass sich das
Vorhandensein von Natrium nicht sonderlich auf die Fermentation und die
Erythritolproduktion auswirkt. Die Prasenz von Kalium verursacht hingegen eine
erhohte Produktion von Glycerin. Des Weiteren stellte sich heraus, dass mit
dem Zusatz von anorganischem Phosphor die Erythritolproduktion gesteigert
werden kann. Als Optimum wird ein Level von 70 mg/l angegeben, wobei eine
Ausbeute von 34,9% erzielt wurde. Konzentrationen, die dartber hinausgehen,
haben eine Reduktion der Erythritolproduktion zur Folge. [HAJINY et al., 1964]
Die Suche nach salztoleranten Hefen ist auch in anderen wissenschaftlichen
Untersuchungen dokumentiert [SEO et al., 2001].
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Bei der Fermentation mit der Mutante KY 6166 der Hefe Candida zeylanoides
stellte sich heraus, dass das Produktionsverhaltnis von Erythritol zu Mannitol
stark vom Phosphatgehalt des Mediums abhéngig ist. Bei einem hohen Niveau
(0,04-0,2 mg/l) an Phosphor, in Form von Kaliumdihydrogenphosphat, war das
Produktionsgleichgewicht ganzlich auf die Seite des Mannitols verschoben.
[HATTORI und SUZUKI, 1974]

Bei der Fermentation mit dem Pilz Penicilium sp. KJ-UV29 konnte die
Erythritolproduktion durch die Zugabe von 0,01% Eisensulfat zur 30%igen
Saccharoseldsung signifikant erhoht werden [LEE KJ und LIM JY, 2003].

Auch bei der Fermentation mi Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 stellte sich
heraus, dass mittels Zusatz von Metallen eine Steigerung der
Erythritolproduktion zu erzielen ist. In einem Medium in welchem Glycerin als
Kohlenstoff- und Hefeextrakt als Stickstoffquelle dienen, erwies sich die
Beimengung von 1 g/l Magnesiumsulfat und 0,2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat
als geeignet, um die Produktion von Erythritol zu steigern.
[RYMOWICZ et al., 2009]

Bei der Durchsicht der wissenschaftlichen Literatur zeigt sich, dass vor allem
mit lonen der Elemente Kalium, Kupfer und Mangan geforscht wird. Je nach
verwendetem Fermentationsstamm konnen diese Metallionen einen positiven
Einfluss auf die Erythritolproduktion haben. Eine allgemeine Empfehlung kann
man unter der Berlcksichtigung der vielen Parameter einer Fermentation

jedoch nicht aussprechen.

3.1.4 Vitamine

Ein anderer Teil der Mediumsoptimierung beschaftigt sich mit Einfluss von
Vitaminen auf den Stoffwechsel der Fermentationsstimme. Es werden
hauptsachlich Vitamine des B-Komplexes untersucht, da diese unter anderem
einen Einfluss auf den Kohlehydratstoffwechsel des Organismus haben kénnen
[HATTORI und SUZUKI, 1974; LEE JK et al.,, 2001; RICHTER et al., 2001;
EDLAUER und TRIMMEL, 2009; SAWADA et al., 2009].

In einer Studie von LEE et al. [2001] wurde der Einfluss vitamin&hnliche

Verbindungen auf die Erythritolproduktion des Stammes Torula sp untersucht.
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Es zeigte sich, dass Inosit die vielversprechendste unter den getesteten
Verbindungen mit Vitamincharakter ist. Inosit wurde jedoch nicht alleine
verabreicht, sondern in Verbindung mit Phosphor. Als organische
Phosphorquelle diente Phytinsaure, auch bekannt unter dem Namen Hexa-
Phospho-Inosit (IP6), welche 6 Phosphorreste bereitstellen kann. Bei der
alleinigen Verabreichung von Phytinsaure konnte diese die Erythritolproduktion
mehr steigern als die alleinige Gabe von Inosit. Ursache fur dieses Phanomen
sind Synergieeffekte zwischen dem Inosit und den Phosphatresten. Durch die
Zugabe dieser Substanzen kommt es vor allem zu gesteigertem Zellwachstum
und einer erhohten Aktivitat der Erythrosereduktase. Bei genauerer Betrachtung
wurde erkannt, dass Inosit das Zellwachstum und die Erythritolproduktion
deutlicher anregt, als Phosphate alleine. [LEE JK et al., 2001]

Des Weiteren wurde auch der Einfluss von Pyridoxin, in Form von
Pyridoxinhydrochlorid, auf die Erythritolproduktion untersucht. Bei der
Fermentation mittels Torula sp. wurde eine optimale
Pyridoxinhydrochloridmenge von 10 mg/l Medium ermittelt. Bei der
Gegenuberstellung der Fermentationsergebnisse zeigte sich, dass der positive
Einfluss von Inositol auf die Erythritolproduktion grof3er ist, als der von
Pyridoxin. Wurde dem Fermentationsmedium mit einer Konzentration von
200 g/l Glucose 100 mg/l Inositol beigemengt, zeigte sich eine
Erythritolkonzentration von 56,6 ¢g/l. Figte man dem Medium 10 mgl/l
Pyridoxinhydrochlorid hinzu, erreichte die maximale Erythritolkonzentration
50,5¢g/l. Ohne jeglichen Zusatz von Vitaminen wurde lediglich eine
Erythritolkonzentration von 46,2 g/l erreicht. Bei der optimalen
Zusammensetzung des Fermentationsmediums mit einer  Glucose
Ausgangskonzentration von 400 g/l konnten folgende Maximalwerte fir
Erythritolkonzentration von 182 g/l, Produktivitat von 1,35 g/l und Ausbeute von
45,5% erzielt werden. [LEE JK et al., 2001]

Bereits 1964 wurde vermutet, dass Vitamine des B-Komplexes einen Einfluss
auf die Erythritolproduktion mittels Hefen haben kdnnten. Bei der Fermentation
mit Hilfe des Stammes Torula sp. stellte sich heraus, dass der Einsatz von den

Vitaminen Biotin, Pyridoxamin, Calcium-Pantothenat, Nikotins&ure und Inositol
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zu einem leichten Rickgang (-2%) der Erythritolproduktion im Gegensatz zur
Fermentation in vitaminfreiem Medium fihrte. Bei den Proben in denen Thiamin
zugesetzt war, konnte keine Erythritolproduktion festgestellt werden
[HAJNY et al., 1964]. Andere Studien hingegen konnten eine positive
Auswirkung auf die Erythritolproduktion durch die Zugabe von Thiamin
nachweisen [HATTORI und SUZUKI, 1974, SAWADA et al, 2009;
EDLAUER und TRIMMEL, 2009].

Bei der biotechnologischen Herstellung von Erythritol durch das
Milchsaurebakterium Oenococcus oeni wurde festgestellt, dass es durch
Limitierung des Vitamins Pantothensdure zu einer erheblichen Produktion von
Erythritol kommt [RICHTER et al., 2001].

3.2 Optimierung der Fermentationsbedingungen

Die Literatur ~ beschaftigt  sich neben der Optimierung  des
Fermentationsmediums mit der standigen Verbesserung der
Fermentationsbedingungen. So werden die Fermentationen etwa in
unterschiedlich grofen Behaltern mit den verschiedensten Volumina
durchgefiihrt, wobei das Scale-up vom Labormafistab hin zu Anlagen von
industriellem Ausmal’} eine entscheidende Rolle spielt [KOH et al., 2003;
JEYA et al., 2009]. In grof3technischen Anlagen wird etwa mit Fermentern mit
Volumina von etwa  100.000 bis 200.000 Litern gearbeitet
[SAWADA et al., 2009; KOSUMI T et al., 1998 in MOON et al., 2010]. Diese
verschiedenartigen Gefal3e haben zur Folge, dass es zu unterschiedlich starker
Losung des zugefihrten Sauerstoffs kommt [JEYA et al., 2009].

3.2.1 Volumen, Umwalzung und O,

Bei einer Fermentation mittels Trichosporonoides megachiliensis SN-G42 in
einem 100.000 Liter Fermenter konnte nach einer Fermentationsdauer von
96 Stunden eine Produktivitdt von 2g Erythritol pro Liter pro Stunde und eine
Ausbeute von 47% erzielt werden [SAWADA et al., 2009].
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Fir die biotechnologische Herstellung von Erythritol mittels Hefen werden
durchwegs aerobe Prozesse beschrieben. Schon frih wird in der Literatur tber
die Auswirkungen der Beliftung berichtet. So wurde festgestellt, dass fur die
Erythritolproduktion durch die Hefe Torula sp. eine entsprechende
Sauerstoffversorgung notig ist. Nur  durch  eine  ausreichende
Sauerstoffversorgung seien hohe Ertrage vom Polyol Erythritol zu erwarten
[HAJNY et al., 1964]. Bei einer Unterversorgung mit Sauerstoff und in Folge
dessen anaeroben Stoffwechsels der Mikroorganismen wird anstelle des
Erythritol vor allem Ethanol produziert [HAIJNY et al., 1964]. Dass die
kontrollierte Zufuhr von Sauerstoff eine strikt zu beachtende Komponente bei
der Fermentation darstellt, wird in der Literatur immer wieder hervorgehoben.
Es ist wichtig ein Gleichgewicht einzuhalten. Wéahrend bei zu geringer Beliftung
Ethanol vermehrt produziert wird, kommt es bei einem zu viel an Luft zu einem
zu Uppigen Wachstum der Biomasse. Hierbei flie3t zu wenig
Stoffwechselenergie in die Produktion von Erythritol [KIM KA et al., 2000].

Die Bellftung der Fermentationsbehalter geschieht entweder aktiv durch Zufuhr
von Luft ins Medium oder, wenn keine Maoglichkeit zur externen Beliuftung
besteht, durch die Aufnahme von Sauerstoff aus der Luft. Hierzu wird die
Schittelfrequenz der Behéltnisse angepasst. Je hoher die Frequenz ist, desto
mehr Gasaustausch findet statt und desto besser ist die Beliftung.
[HAJNY et al., 1964]

In einer Studie von JEYA et al. [2009] wurde versucht eine erfolgreiche
Fermentation mit der Mutante der Hefe Pseudozyma tsukubaensis mit dem
Namen KN75 vom Labormalstab Uber einen Pilotversuch hin zur
grof3technischen Fermentation anzupassen. Bei einer
Mediumszusammensetzung von 30% Glucose und 1,5% Maisquellwasser
wurden die hochsten jemals erzielten Werte fur die maximale
Erythritolkonzentration von 245 g/, die Produktivitdt von 2,86 g/l/h und eine
Ausbeute von 61% im Vergleich zur eingesetzten Glucose erzielt. Diese
Ergebnisse konnten auch nach erfolgreichem Scale-up vom 7 Liter Fermenter
Uber einen Pilotversuch im 300 Liter Fermenter bis hin zum grof3technischen

50.000 Liter Fermenter bestatigt werden. Als der entscheidende Faktor flr das



38 Erythritolproduktion: Stand der Forschung

Scale-up vom Labormalfstab bis hin zur industriellen Form konnte der Gehalt
an geldstem Sauerstoff ausgemacht werden. [JEYA et al., 2009]

Im Gegensatz zur aeroben Fermentation wird auch die Erythritolproduktion
mittels anaeroben Organismen beschrieben. Es stellte sich heraus, dass bei der
Fermentation durch das Bakterium Leuconostoc oenos das Verhdltnis der
entstehenden Produkte stark von der Beliftung des Mediums abhéangt. Bei zu
starker Sauerstoffzufuhr kommt es zu einer Ubermafligen Produktion von
Glycerin, was nachteilig far die Erythritolproduktion ist
[VEIGA-da-CUNHA et al., 1992, 1993].

In einer Studie konnte festgestellt werden, dass Aspergillus niger unter
bestimmten Umstéanden Erythritol produzieren kann. Wird der Pilz auf Xylose
kultiviert und unter Sauerstofflimitierung gehalten, werden anstelle von
Apfelsaure und Succinaten vermehrt Polyole, wie Erythritol, gebildet
[MEIJER et al., 2007].

3.2.2 Batch, Fed-Batch und Repeated-Fed-Batch

Des Weiteren werden in der wissenschaftlichen Literatur Batch-Verfahren und
Fed-Batch-Verfahren unterschieden [SAVERGAVE et al., 2011;
MOON et al., 2010; und weitere]. Einer Fermentation, die mittels einmaligem
Ansatz und Beimpfen gestartet und beendet wird, bezeichnet man als Batch-
Verfahren. Bei der Erythritolproduktion in einem Fed-Batch-Verfahren wird die
Fermentation gestartet und bei Erreichen einer bestimmten Zusammensetzung
werden dem Medium weitere Zusatze beigemengt.

Es wird berichtet, dass bei der Fermentation mit Hilfe des Mikroorganismus
Trichosporon sp. bei einem Repeated-Fed-Batch-Verfahren eine Produktivitat
von 1,86 g/l/h und eine Ausbeute von 45% erreicht wurden. Die Produktivitat
liegt damit um 23% und die Ausbeute um 15% Uber den berichteten Werten der
Batch-Fermentation [PARK J et al., 1998].

In einer Untersuchung mit dem Standerpilz Basidiomycota Ustilago konnte in
einem Medium mit einer Glucosekonzentration von 20% und dem Zusatz von
1% getrockneter Fleischbrihe mittel Batch-Verfahren nach einer

Fermentationszeit von 950 Stunden der Maximalwert fir die



Erythritolproduktion: Stand der Forschung 39

Erythritolkonzentration von 75 g/l und eine Ausbeute von 37,5% ermittelt
werden. Nach Adaptierung zu einer kontinuierlichen Fed-Batch Fermentation
konnte durch eine kontinuierliche Zugabe von 6-7% einer Glucoselésung nach
530 stundiger Fermentation die maximale Erythritolkonzentration auf 100 g/l
und die Ausbeute auf 39,3% gesteigert werden [HIRATA et al., 1999].

In einer anderen Studie wurde ebenfalls an kontinuierlicher Fermentation
geforscht. Als Fermentationsstamm diente die Mutante SN-G42 des Hefepilzes
Trichosporoniodes megachiliensis. Uber einen Zeitraum von 55 Tagen wurde
kontinuierlich fermentiert, wobei man der aus dem Fermenter entnommenen
Bruhe die Hefezellen enthahm und wieder dem Fermentationsmedium zufiihrte.
Durch dieses Zellrecycling konnte eine Produktivitat von 3 g/l/h bei einer
Ausbeute von 55% erreicht werden [SAWADA et al., 2002].

Bei einer Studie mit der Hefe Torula sp. [OH et al., 2001] konnten mittels Fed-
Batch Verfahren hohe Mengen an Erythritol hergestellt werden. Zu Beginn hatte
das Fermentationsmedium eine Glucosekonzentration von 300 g/l, wobei
Phytinsdure als Phosphorquelle diente. Im Laufe des Prozesses wurde die
Konzentration von Glucose im Medium mittels Zufihrung auf 225 g/l reguliert,
wodurch sich die Lagphasen der Hefen verkurzten. In dieser Fed-Batch Kultur
mit einer Fermentationsdauer von 88 Stunden wurde schlief3lich eine
Erythritolkonzentration von 192 g/l und eine Produktivitdit von 2,26 g/l/h
gemessen. Die Erythritolausbeute belief sich auf 48%. [OH et al., 2001]

In einer weiteren Studie wird ebenfalls zwischen einer Wachstums- und einer
Produktionsphase unterschieden. Bei einer Zwei-Stufen Fed-Batch
Fermentation mit der Hefe Candida magnoliae wird dem Fermentationsmedium
Glucose in Pulverform beigemengt, sobald die Trockenzellmasse von 75 g/l
erreicht wird. Die Zugabe von reiner Glucose erfolgt bis im
Fermentationsmedium eine Konzentration von 40% herrscht. Diese Erh6hung
des osmotischen Drucks stellt den Wechsel vom Wachstums- hin zum
Produktionsmedium dar. Als maximale Werte fur die Produktivitat werden
2,8 g/l/h und fur die Ausbeute 41% genannt. Diese ermittelten Zahlenwerte
stellen eine b5fache Steigerung im Vergleich zu einer einfachen Batch-

Fermentation dar. Ein Nachteil ergab sich jedoch aus der hohen
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Glucosekonzentration im Produktionsmedium, so war die Entstehung von
organischen  Sauren, wie Zitronen- und Buttersdure begunstigt
[RYU et al., 2000].

In einer Studie [BURSCHAEPERS et al., 2002] wird berichtet, dass eine
Fermentation mit Hilfe der Hefe Moniliella tomentosa var pollinis in einem
30 Liter Ruhrkessel durchgefuhrt wurde. Die Fermentationen erfolgten mittels
Batch und Fed-Batch-Verfahren. Bei der Batch Methode konnte im
Fermentationsmedium eine maximale Erythritolkonzentration von 90 g/l und
eine Ausbeute von 36% erreicht werden, wobei die Trockenzellmasse 65 g/l
betrug. Bei der Fermentation im Fed-Batch Modus konnten die maximale
Erythritolkonzentration auf 170 g/l und die Trockenzellmasse auf 126 g/l
gesteigert werden. Die hdchsten Werte dieser Studie konnten jedoch mittels
Fermentation in einer 80 Liter Blasensaule erzielt werden. Bei einer
Ausgangskonzentration von 500g Glucose pro Liter Medium wurde die
maximale Trockenzellmasse von 65 g/, eine maximale Erythritolkonzentration
von 175 g/l und eine Ausbeute von 43% gemessen.
[BURSCHAEPERS et al., 2002]

Nach Analyse der vorliegenden wissenschaftlichen Literatur kann festgestellt
werden, dass die Fermentation mittels Fed-Batch Variante eine hohere
Produktion von Erythritol zulasst als die Fermentation mittels ausschlief3lich
einmaliger Befillung des Fermenters (Batch) [HIRATA et al, 1999;
SEO et al.,, 2001; LIN et al., 2010].

3.2.3 Temperatur

Auch die Temperatur wahrend der Fermentation wird in den Studien immer
wieder erwahnt. Sie unterscheidet sich je nach Methode und verwendetem
Organismus. Die optimale Fermentationstemperatur wird in praktisch jeder
Untersuchung entsprechend den Umstanden ermittelt und muss daher jeweils
spezifisch angepasst werden. Daher ist es nicht moglich von einer allgemeinen
optimalen Temperatur zu sprechen. Die Bandbreite der Temperatur liegt aber

Ublicherweise in einem Bereich von ca. 28°C bis 35°C.
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Ein Beispiel fur eine Studie, die sich mit dem Einfluss der Temperatur auf die
Erythritolproduktion beschéaftigt hat, stammt bereits aus dem Jahr 1965
[HAJINY et al.,, 1965]. In der Untersuchung wurde mit der Hefe Torula sp.
gearbeitet. Es hat sich gezeigt, dass bei einer Temperatur von 25-30°C das
Hauptnebenprodukt Glycerin nur in geringem Mald synthetisiert wird. Mit
steigender Temperatur lasst sich auch eine Zunahme des Zuckerumsatzes
feststellen. Bei einer Temperatur von 35°C wird neben Erythritol auch eine
grof3e Menge an Glycerin produziert. Eine optimale Temperatur wurde mit 30°C
ermittelt [HAJNY et al., 1965].

3.2.4 pH-Wert

In der Literatur wird auch auf den pH-Wert des Fermentationsmediums
eingegangen. Es ist nicht ungewdhnlich, dass sich der pH-Wert des Mediums
wahrend der Fermentation &ndert. Je nach Studie sind die Berichte Uber den
pH-Wert des Fermentationsmediums unterschiedlich. Einerseits wird der
pH-Wert einmalig vor der Fermentation eingestellt, bei anderen Studien wird der
Wert auch wahrend der Fermentationsdauer mittels Zusatzen streng reguliert.
Je nach pH-Wert im Medium und verwendetem Mikroorganismus sind die
entstehenden Produkte unterschiedlich [HATTORI und SUZUKI, 1974;
KIM KA et al., 2000; LEE JK et al., 2000; RYMOWICZ et al., 2009].

Eine Studie aus dem Jahr 1972 beschaftigte sich mit der Produktion von
Polyolen mit Hilfe der Hefe Moniliella tomentosa. Es stellte sich heraus, dass
die Erythritolausbeute in einem Fermentationsedium mit einem pH-Wert von 3,4
hoher ist als bei einem pH von 6,4. [HANSSEN et al., 1972]

Bei der Erythritolproduktion mit Hilfe die Mutante Candida zeylanoides KY 6166
stellte sich heraus, dass durch die externe Regelung des pH-Wertes die Art der
Produkte verandert werden kdnnen. Die Hefe wurde in einem Medium kultiviert,
welches 12 bis 15 C-Atome lange Alkane als Kohlenstoffquelle beinhaltete und
eine  Konzentration von 200 g/l aufwies. Der pH-Wert des
Fermentationsmediums wurde unter 4 gehalten, wodurch es zu einer praktisch
vollstandigen Hemmung der Zitronensauresynthese kam und dementsprechend

mehr Erythritol produziert werden konnte. Dies konnte sowohl fir Fermenter mit
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einem Volumen von 5 Litern als auch fur Volumina mit 300 Litern bestatigt
werden. Die maximal erzielte Erythritolkonzentration betrug 180 mg/g, als
Nebenprodukt konnten geringe Mengen an Mannitol ausgemacht werden. Die
Ausbeute an Erythritol betrug, bezogen auf die verbrauchten Alkane, 90%
[HATTORI und SUZUKI, 1974].

Untersuchungen mit dem acetat-negativem Bakterium Yarrowia lipolytica
zeigten, dass der pH-Wert des Fermentationsmediums  sowohl
Erythritolproduktion als auch Ausbeute beeinflussen kann. Bei einem pH-Wert
von 3 konnte eine Erythritolkonzentration von 170 g/l und eine Ausbeute von
56% ermittelt werden. [RYMOWICZ et al., 2009]

Eine Studie mit dem Mikroorganismus Pseudozyma tzukubaensis ermittelte
einen fur dieses Erythritolproduktionsvorhaben geeigneten pH-Bereich.
Aufgrund der Temperaturabhéngigkeit des pH-Wertes wird fur eine
Fermentationstemperatur von 34°C ein optimaler Wert von 6 angegeben.
[JEYA et al., 2009]

Auch in den Konidien von Beauveria bassiana konnte Erythritol nachgewiesen
werden. Bei einem pH-Wert von 5-6 und einem AW-Wert von 0,999 wurde ein
Erythritolgehalt von 3 mg/g Konidien gemessen. Dieser Wert stieg auf das
33fache an, als man Beauveria bassiana in einem Medium mit pH 4,5 und
einem AW-Wert von 0,95 kultivierte [TAROCCO et al., 2005].

3.3 Untersuchungen zu Enzymen der verwendeten
Organismen

Im Zuge der Forschungstatigkeit zu Erythritol erkannte man, dass man, nach
Entschlisselung der Stoffwechselvorgange in den erythritolproduzierenden
Organismen, gezielt auf die beteiligten Enzyme einwirken kann. In den Studien
werden dabei immer wieder die Enzyme Transketolase und vor allem die
Eryhrosereduktase genannt. Diese beiden Enzyme haben eine entscheidende
Rolle in der Erythritolproduktion. Sie erfillen ihre Aufgaben vor allem im

Pentosephosphatweg, in welchem im letzten Schritt Erythritol entstehen kann.
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3.3.1 Erythrosereduktase

Die Erythrosereduktase ist eine NAD(P)H-abhangige Aldose-Reduktase und
wird in der Literatur haufig als ein beziehungsweise das Schlisselenzym bei der
biotechnologischen Herstellung von Erythritol bezeichnet. So findet man in der
wissenschaftlichen Literatur Studien die sich mit der Extraktion von
Erythrosereduktase aus den unterschiedlichsten Organismen beschaftigen.
[BRAUN und NIEDERPRUEMER, 1969; ISHIZUKA et al., 1992;
TOKUOKA et al., 1992; LEE JK et al, 2002; OOKURA et al.,, 2005;
OOKURA und KASUMI, 2007].

Bereits im  Jahr 1969 konnten Braun und Niederpruemer
[BRAUN und NIEDERPRUEMER, 1969] bei der Untersuchung des
Stoffwechsels in Schizophyllum commune eine Reduktase erkennen, die in
Gegenwart von D-Erythrose ihr Maximum an Aktivitat erreichte. Als pH-Wert
mit der hochsten Aktivitdt der Erythrosereduktase wurde 7 ermittelt. Bei der
Kultivierung in einem Medium mit Kohlenstoffquelle entstanden die beiden
Produkte Erythritol und NADPH. [BRAUN und NIEDERPRUEMER, 1969]

Im Jahr 1992 isolierte Ishizuka [ISHIZUKA et al., 1992] eine Erythrosereduktase
aus den Zellen eines fur seine hohe Erythritolproduktion bekannten Stammes.
Dieser Mikroorganismus war eine Mutante des Schimmelpilzes Aureobasidium
sp.. Die Erythrosereduktase wurde mittels chromatographischer und anderer
Trennverfahren aufgereinigt. Beschrieben wird sie mit einem Molekulargewicht
von 37 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 4,8. Die reduzierende Aktivitat
wurde mithilfe von D-Erythrose bestimmt und weist bei einem pH von 6,5 und
einer Temperatur von 45°C ihr Maximum auf. [ISHIZUKA et al., 1992] Eine
andere Untersuchung im gleichen Jahr kam zu ahnlichen Ergebnissen
[TOKUOKA et al., 1992]. Bei der Untersuchung des Stammes Aureobasidium
sp. SN-G42 konnten 3 Formen von Erythrosereduktasen gefunden und isoliert
werden. Diese 3 Iso-Formen hatten leicht verschiedene Eigenschaften bzw.
Optima. Das Molekulargewicht wurde mittels SDS-PAGE (Natriumdodecyl-
Sulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ermittelt und betrug fir Ery-Red-1 38
kDa, fur Ery-Red-2 und Ery-Red-3 jeweils 37 kDa. Die ermittelten

isoelektrischen Punkte der einzelnen Erythrosereduktasen betrugen fur Ery-
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Red-1 5,2, fur Ery-Red-2 5,0 und fur Ery-Red-3 4,8. Die 3 Formen der
Erythrosereduktase verhielten sich in Bezug auf pH und Temperatur Optima
ahnlich und wurden mit pH 6,5 und 45°C ermittelt. Die gréf3ten reduzierenden
Aktivitdten  zeigten sich bei allen 3 Enzymen auf Erythrose.
[TOKUOKA et al., 1992]

Bei der Fermentierung mit dem Mikroorganismus Torula sp. konnte die
Erythritolproduktion und die Ausbeute durch den Zusatz von Metallionen
gesteigert werden. Dem Fermentationsmedium wurden Cu?* lonen in Form von
2mg Kupfer- und Mn* in Form von 10mg Mangansulfat beigemengt. Die
Anwesenheit dieser lonen lie3 die Erythritolkonzentration im Medium sinken.
Weiters stellte sich eine gesteigerte Aktivitat der Erythrosereduktase ein, was
auf die Anwesenheit von Cu®" zuriickzufitlhren war. Es kann gesagt werden,
dass die Supplementierung des Fermentationsmediums mit Mn®* zu einer
Anderung der Permeabilitat der Zellen fiihrt und dass Cu?* zu einer erhdhten
Aktivitat der Erythrosereduktase in den Hefezellen beitragt. Durch einen Einsatz
beider Elemente kommt es aufgrund von Synergieeffekten zu einer gesteigerten
Erythritolproduktion. [LEE JK et al., 2000]

Bei der fermentativen Produktion von Erythritol mit Hilfe des Stammes Torula
sp. wurde eine groBe Menge von sich anhaufenden Nebenprodukten
beobachtet. Zur genaueren Untersuchung dieser Produkte setzte man eine mit
UV-Detektor gekoppelte HPLC ein. Die Nachforschungen ergaben, dass es sich
dabei um Fumarséure oder Fumarate, welche die Salze der Fumarséure sind,
handelte. Es stellte sich heraus, dass bei steigender Supplementierung mit Cu?*
lonen die Konzentration an Fumaraten sinkt, die an Erythritol jedoch zunahm.
Aufgrund dieser Tatsachen wird vermutet, dass es bei der fermentativen
Produktion von Erythritol zu einer Entstehung von Fumaraten kommt, diese
aber mit der Zugabe von Cu®* lonen gesenkt werden kann. Somit kann gesagt
werden, dass die Fumarsaure und ihre Salze (Fumarate) als starker Hemmer
der Erythrosereduktase gelten. Der Mechanismus, wie die Fumarsaure die
Erythrosereduktase beeinflusst oder behindert ist nicht genau bekannt und
bedarf weiterer Untersuchungen. [LEE JK et al., 2002] Im Detail zeigte sich,

dass his zu einer Fermentationsdauer von 70 Stunden kaum ein Unterschied in
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der Erythritolproduktion zwischen dem Einsatz von Cu® lonen und der
Fermentation ohne Cu®* lonen besteht. Erst ab einer Fermentationsdauer von
70 Stunden wird in dem mit Cu?* versetzten Fermentationsmedium deutlich
mehr Erythritol produziert. Die Trockenzellmasse verhalt sich hingegen bei
beiden Versuchen lber die gesamte Fermentationsdauer von 150 Stunden
ahnlich. Kupfer wurde in Form von 2mg Kupfersulfat (CuSO4) pro Liter
zugesetzt. [LEE JK et al., 2002] In der wissenschaftlichen Literatur findet man
haufig Hinweise auf die Entstehung von betréchtlichen Mengen an Fumaraten
bei der oxidativen Fermentierung von Glucose
[MARGULIES und VISHNIAC, 1961; LEE JK et al., 2002]

Die Forschung zur Erythritolproduktion beschaftigt sich auch mit
enzymkinetischen Parametern, mit denen eine Erythrosereduktase beschrieben
werden kann. So wurden etwa fir den Stamm Torula corallina die Messgro3en
Kmn (Michaelis-Konstante) und die Vnax (maximale Umsatzgeschwindigkeit)
ermittelt. Fir die K, wurde ein Wert von etwa 7,12mM bestimmt, die Vmnax Wurde
mit 26 mmol/min/mg Protein beziffert. [LEE JK et al., 2002] Fur die Hefe
Candida magnoliae wurden ein Kn-Wert von 7,9mM und eine Kkatalytische
Effizienz von 0,73katal ermittelt [LEE JK et al., 2003a]. Weiters zeigte sich, dass
die Erythrosereduktase mit Co-Enzymen unterschiedlich reagiert. So wurde mit
NADH (450 katal) eine deutlich héhere katalytische Effizienz als mit NADPH
(5,5 katal) erreicht. [LEE JK et al., 2003a] Bei der Untersuchung der Mutante
JH110 der Hefe Candida magnoliae stellte sich hingegen heraus, dass NADPH
gegenuber NADH das favorisierte Co-Enzym ist [LEE DH et al., 2010]. Es
wurde ermittelt, dass die Erythrosereduktase fiir die optimale Aktivitat
Verbindungen bendtigt, die eine Schwefel-Wasserstoff-Gruppe (R-SH)
enthalten [LEE JK et al.,, 2003a]. Des Weiteren stellte sich heraus, dass die
Erythrosereduktase  durch  Cu?®*  und  Quercetin  gehemmt  wird
[LEE JK et al., 2003a]

In einer anderen Studie wurde die Erythrosereduktase aus der Mutante KFCC-
11023 der Hefe Candida magnoliae isoliert. Die Molekulargewichte wurden
mittels SDS-PAGE und GPC (Gel-Permeations-Chromatographie) ermittelt. Die
detektierten Molekulargewichte betrugen 38,8 kDa und 79 kDa. Das Verhéltnis
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dieser beiden Molekulargewichte lasst auf ein Homodimer schlie3en. Die
Erythrosereduktase von Candida magnoliae katalysiert die Reduktion von
verschiedenen Aldosen, jedoch ist die Erythrose jene mit der grofdten Affinitat.
[LEE JK et al., 2003a]

Bei der Untersuchung der Mutante KCCM-10171 der Hefe Torula corallina
konnten Molekulargewichte der Erythrosereduktase von 35,4 kDa und 71 kDa
ermittelt werden. Diese Verteilung der Molekulargewichte kdonnte ebenfalls die
auf ein Dimer der Erythrosereduktase hindeuten. Dieses Enzym kann unter
NAD(P)H Verbrauch sowohl Erythrose reduzieren, als auch Erythritol oxidieren.
Fur die Reduktion liegen die Optima fur Temperatur und pH-Wert bei 40°C und
6,0. Fur die Oxidation bei 45°C und einem pH-Wert von 8,0. Die Affinitat der
Erythrosereduktase fur Erythrose wird mit 7,12 mmol/l (K,) angegeben.
Aufgrund der Tatsache, dass die Spezifitat dieses Enzyms so hoch ist und
keine anderen Polyole synthetisiert werden, kénnte die hohe Erythritolausbeute
des untersuchten Stammes erklart werden. [LEE JK et al., 2003c]

Eine andere Studie beschéftigt sich ebenfalls mit einer Mutante der Hefe
Candida magnoliae. In dieser Untersuchung wurden die Gensequenz und die
funktionellen  Eigenschaften  dieser neuen  NAD(P)H  abhangigen
Erythrosereduktase der Mutante JH110 vertffentlicht. Das Gen dieser neu
erforschten Erythrosereduktase hat eine Lange von 849 Nukleotiden und
codiert ein Polypeptid mit einem errechneten Molekulargewicht von 31,4 kDa.
Die ermittelte Aminosauresequenz der Erythrosereduktase zeigt ein hohes Mald
an Ahnlichkeit gegenuber den anderen Aldo-Keto-Reduktasen. So auch
gegenuber den 3 Erythrosereduktase-lso-Enzymen von Trichosporonoides
megachiliensis SNG-42°. Die Optima fiir Temperatur und pH-Wert dieser neuen
Erythrosereduktase liegen bei 42°C und bei 5,5. [LEE DH et al., 2010] In einer
weiteren Studie konnte das gesamte Genom von Candida magnoliae
entschlusselt werden. Man erstellte eine Art ,Ubersichtskarte“ vom Proteom der
Hefe und analysierte die Proteine mittels zweidimensionaler Elektrophorese,

Matrix-unterstitzter Laser-Desorption/lonisation und Massenspektrometrie mit

® Die Erythrosereduktase dieses Mikroorganismus wird in der Studie von Ookura et al., Primary
Structure Analysis and Functional Expression of Erythrosereduktase from Erythritol-producing
Fungi (Trichosporonoides megachiliensis SNG-42) beschrieben [OOKURA et al., 2005].
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Flugzeitanalysator (MALDI-TOF-MS), Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)
und dem Abgleich mit bestehenden Datenbanken. [KIM HJ et al., 2004] Die
Entschlisselung des Proteoms von erythritolproduzierenden Organismen
ermdglicht es den Kohlehydratstoffwechsel genauer zu erklaren und eventuelle
Stoffwechselwege vorauszusagen. [PARK YC et al., 2005]

Es stellte sich heraus, dass es bei der Fermentation mit dem Stamm Torula
corallina zu einer Anreicherung des Mediums mit Melanin kommt. In Folge
dessen kann es bei der Gewinnung und Aufreinigung von Erythritol zu
Problemen kommen. In Studien [LEE JK et al., 2003b; MOON et al., 2010]
wurden Stoffe untersucht, die die Biosynthese von Melanin behindern. Als
solche wurden 3,4-Dihydroxyphenylalanin  und 1,8-Dihydroxynaphtalen-
Melanin-Hemmer verwendet. Nur der Zusatz von DHN-Melanin-Hemmern
zeigte einen hindernden Effekt. Unter den DHN-Melanin-Hemmern war
Azocyclotin (Tricyclazol) der wirkungsvollste Zusatz. Mit dem Einsatz von
Azocyclotin  konnte die Produktion von DHN-Melanin signifikant gesenkt
werden. Die Erythrosereduktase war von Azocyclotin nicht beeinflusst, wodurch
sich eine erhohte Erythritolproduktion messen lie8. [LEE JK et al.,, 2003b;
MOON et al., 2010]

3.3.2 Transketolase

Eine Studie [SAWADA et al., 2009] untersuchte den Stoffwechsel einer Mutante
(SN-G42) des in der groRRindustriellen Erythritolproduktion verwendeten
Mikroorganismus Trichosporonoides megachiliensis. Um die
Produktionsmechanismen und eventuelle Schlisselenzyme herauszufinden
wurde der Stamm mit verschiedenen Kultivierungsmethoden untersucht. Bei der
Analyse stellte sich heraus, dass viele der gefundenen Enzyme Bestandteile
des Pentosephosphatwegs sind. So wurden etwa die Enzyme Hexokinase,
Glucose-6-Phopsphat-Dehydrogenase, Gluconat-Dehydrogenase,
Transketolase, Transaldolase und Erythrosereduktase erkannt. Es zeigte sich,
dass nach Beendigung des Zellwachstums die Enzyme des
Pentosephosphatweges deutlich aktiver waren als die des Zitronensaurezyklus
(Tricarbonsaurezyklus, TCA). Es stellte sich ein direkter Zusammenhang
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zwischen der Aktivitdt der Transketolase und der Produktion von Erythritol
heraus. Diese Untersuchungen lassen darauf schlie3en, dass Erythritol
hauptséachlich Uber den Pentosephosphatweg synthetisiert wird, in welchem die
Transketolase ein Schlisselenzym sein kénnte. [SAWADA et al., 2009] Auch
Pichia farinosa kann unter Glucoseverbrauch Polyole, wie Erythritol bilden. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die bei der Synthese beteiligten Enzyme,
wie Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase,
Transaldolase und eine  Polyol-Dehydrogenase, Bestandteile des
Pentosephosphatweg sind. [HOOTMANN et al., 1991]

3.4 Suche nach neuen Mikroorganismen, Isolierung aus der
Umgebung

Eine weitere bedeutende Mdoglichkeit, die Erythritolproduktion effizienter und
letztlich wirtschaftlicher zu gestalten, stellt die Suche nach neuen
erythritolproduzierenden Mikroorganismen dar. In der Literatur findet man
mehrere Ansatze fir das Suchen und Finden neuer erythritolproduzierender
Stamme. [ISHIZUKA et al., 1989; PARK YC et al., 2005] Da Erythritol in vielen
Mikroorganismen nachgewiesen werden konnte, gestaltet sich auch die Suche
nach den begehrten Mikroorganismen vielfaltig. Hat man Mikroorganismen
gefunden, gilt es diese aus ihrem Umfeld zu isolieren und in Reinkultur zu
bringen. In speziellen ,Aufzuchtmedien® wird ausreichend Biomasse erzeugt um
gezielte Forschungen anzustellen. Zum Teil wird in den Studien auch versucht
den isolierten Stamm einer Gattung zuzuordnen [SEO et al.,, 2001]. Dies
geschieht hauptséchlich durch Untersuchungen von DNA Sequenzen
[JEYA et al., 2009]. Aber auch durch Untersuchungen mittels Phylogenese und
der Physiologie der neu isolierten Stamme [JEYA et al., 2009].

In einer Studie wurde Schlamm aus einer Region in Korea untersucht. Dabei
wurden 1037 Stamme von Mikroorganismen aus der Umwelt isoliert. Die
Mikroorganismen wurden auf einem speziellen Kartoffel-Dextrose-Agar-
Nahrmedium (PDA) kultiviert und fir 3 Tage inkubiert. Danach wurden die sich
morphologisch unterscheidenden Kolonien in ein Nahrmedium mit 400g

Glucose und 10g Hefeextrakt pro Liter Gberfuhrt und fir 5 Tage bei 30°C und
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einer Schuttelfrequenz von 200 rpm bebrutet. Es stellte sich heraus, dass von
den 1037 Stammen 21 in der Lage waren Erythritol zu produzieren. Einer dieser
Stdmme vermochte auch in einem Medium mit hohem osmotischen Druck zu
wachsen und Erythritol zu produzieren. Beschrieben werden kann der Stamm
durch seine Fahigkeit sich asexuell durch ,Budding” (Knospung) zu vermehren
und dadurch, dass er auf die Anfarbung mit Diazonium Blau B negativ reagiert.
Durch phylogenetische und physiologische Analysen zeigte sich, dass der
Stamm zur Spezies Pseudozyma tsukobaensis gehort. Benannt wurde er mit
KN75. Unter aerober Kultivierung in einem Glucosemedium konnte mittels Fed-
Batch-Verfahren eine Produktivitat von 2,869 Erythritol pro Liter pro Stunde und
eine Ausbeute von 61% erreicht werden. Diese Werte stellen die hdchsten
jemals berichteten Ergebnisse in Bezug auf Erythritolproduktion dar.
[JEYA et al., 2009]

In einer anderen Studie wurden Mikroorganismen aus Honig isoliert. Es stellte
sich heraus, dass es sich bei einem gefundenen osmophilen Mikroorganismus
um einen hefeahnlichen Pilz von Moniliella sp. mit dem Namen 440 handelt. Bei
der Fermentation in einem Medium mit 40% Glucose und 1% Hefeextrakt
konnte eine Erythritolkonzentration von 113 g/l erreicht werden. Dieser neu
isolierte Stamm wurde in weiterer Folge erfolgreich mutiert. Die entstandene
Mutante erhielt den Namen N61188-12. Bei der Fermentation im oben
genannten Medium konnte eine maximale Erythritolkonzentration von 237,8 g/l
gemessen werden, was eine Steigerung von 110% gegeniber dem
Ausgangsstamm bedeutet. [LIN et al., 2010] Auch andere Studien beschreiben
die Isolierung erythritolproduzierender Keime aus Honig. [LIN et al., 2001;
PARK YK et al., 1996]

Dass erythritolproduzierende Stamme auch von Pollen und Bienen isoliert
werden konnen, beschreibt z.B. eine Studie aus Taiwan. Es wurden 26
unterschiedliche Mikroorganismen isoliert, von denen 6 Erythritol produzierten.
Das beste Fermentationsmedium setzte sich aus 30% Glucose und 1%
Hefeextrakt zusammen. Nach einer Fermentationsdauer von 144 Stunden

konnten Erythritolkonzentrationen zwischen 90,9 und 116,4 g/l ermittelt werden.
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Die jeweilige Ausbeute der einzelnen Stamme wird mit mehr als 30%
angegeben. [LIN et al., 2001]

In einer weiteren Untersuchung beschaftigte man sich mit einem von Pollen
isolierten Mikroorganismus. Wahrend der Kultivierung in einem Glucosemedium
stellte sich heraus, dass der neue Mikroorganismus Erythritol produzieren
konnte. Bei einer Glucosekonzentration von 20% und dem Zusatz von 1%
getrockneter Fleischbrihe konnten aus dem Fermentationsmedium nach 950h
die Maximalwerte fur Erythritolkonzentration von 75 g/l und eine Ausbeute von
37,5% ermittelt werden. Nach der Untersuchung der gesamten rRNA des neu
isolierten Stamms konnte mit 99,5%iger Sicherheit gesagt werden, dass es sich
um einen Mikroorganismus der Gattung Ustilago vom Stamm Basidiomycota
handeln misse. Durch eine kontinuierliche Gabe von 6-7% einer
Glucoselésung konnte nach 530 stiindiger Fermentation die maximale
Erythritolkonzentration auf 100 g/l und die Ausbeute auf 39,3% gesteigert
werden. [HIRATA et al., 1999] Auch eine andere Studie [PARK YK et al., 1996]
beschreibt das Isolieren erythritolproduzierende Keime von Pollen und auch aus
Honig. Von 1753 untersuchten Stammen konnten 43 Polyole, wie Erythritol,
fermentativ herstellen. Mit 6 von diesen lie3en sich hohe Ausbeuten erzielen.
[PARK YK et al., 1996]

Bereits im Jahr 1964 [HAJNY et al., 1964] wurde in einer Studie von der
Isolierung neuer erythritolproduzierender Stamme berichtet. In der angeflhrten
Untersuchung erfolgte die Isolierung der Stamme aus Bienensttcken, aus
Honig aus Brutbienenwaben, aus Pollen, die auf Bienenwaben gefunden
wurden und aus frischen Kleebliten in der naheren Umgebung der
Bienenstocke. [HAJNY et al., 1964]

Auch in einer anderen Untersuchung wird die Isolierung von potentiellen
Mikroorganismen aus Bienenwaben beschrieben. Unter den
vielversprechendsten wurden auch Hefen der Gattung Candida magnoliae sp.
erkannt. [SEO et al., 2001] Auch der hochproduktive osmophile Hefestamm
Candida magnoliae JH110 wurde urspringlich aus Honigwaben isoliert
[LEE DH et al., 2010]. Des Weiteren wurden auch die beiden sehr erfolgreich
Erythritol produzierenden Stdmme Trichosporonoides sp. 150-5 und 331-1 von
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Honigwaben isoliert. Bei der Fermentation in einem Glucose- oder
Saccharosemedium konnte Erythritol als einziges Polyol nachgewiesen werden;
Glycerin entstand nur in Spuren. [AOKI et al., 1993]

Eine andere Studie zeigt, dass man erythritolproduzierende Mikroorganismen
auch am Boden finden kann. Lee und Lim isolierten vom Boden unter
Getreidegarben den Schlauchpilz Penicilium sp. KJ81, welcher im
Saccharosemedium Erythritol produzieren konnte. [LEE KJ und LIM JY, 2003]
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Analyse der
wissenschaftlichen Literatur zur Isolierung neuer erythritolproduzierender
Stamme zeigt, dass vor allem Mikroorganismen, die aus der n&heren
Umgebung von Bienen — sei es Bienenhonig, Bienenwaben, Pollen oder Bluten
einzelner Pflanzen — erfolgreich isoliert werden konnten und sich fur die
fermentative Erythritolproduktion eignen. In anderen Studien wird jedoch auch
von der erfolgreichen Isolierung von Keimen aus Schlamm oder Bdden
berichtet.

3.5 Mutation und Selektion

Eine wichtige Methode die Erythritolproduktion zu steigern liegt darin neu
isolierte oder bereits vorhandene Stdmme durch Mutation produktiver zu
machen. Diese Mutation wird mittels chemischer Substanzen, sogenannter
Mutagene oder durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht erreicht
[ISHIZUKA et al., 1989; LEE KJ und LIM JY, 2003; LIN et al.,, 2010;
MOON et al., 2010; SAVERGAVE et al., 2011]. Hierbei erfolgt die Mutation rein
zuféllig. Es kann nicht eine bestimmte Eigenschaft des Mikroorganismus gezielt
verandert werden. Eine Mutationsrunde ist daher nicht immer erfolgreich und
bendtigt deshalb auch immer ein passendes Screening. Die Mutanten werden
nach erwinschten Eigenschaften ausgewdahlt und weiter optimiert. In der
Literatur findet man gewiinschte Eigenschaften beschrieben. So soll eine
Mutante gegenuber dem Wildstamm bei gleichen Bedingungen mehr Erythritol
erzeugen. Andere erwinschte Eigenschaften sind z.B. eine erhohte
Osmotoleranz oder die Reduktion von Nebenprodukten. [YANG et al., 1999;
LEE KJ und LIM JY, 2003; KOH et al., 2003; MOON et al., 2010]
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Um die Erythritolproduktion durch Penicillium sp. KJ81 zu erhdhten wurde in
einer Studie der verwendete Stamm durch Behandlung mit NTG (auch MNNG;
N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitroso Guanidine) und UV (ultraviolett) Bestrahlung
mutiert. Unter den gescreenten Mutanten zeigte ein Stamm keine
morphologischen Veradnderungen und hatte gegeniber dem Wildstamm 3
entscheidende Vorteile. Die entstandene Mutante mit dem Namen Penicillium
sp. KJ-UV29 war ihrem Ausgangsstamm in punkto Erythritolproduktion,
Schaumbildung und Nebenproduktbildung Gberlegen. So produzierte
Penicillium sp. KJ-UV29 bei gleichen Fermentationsbedingungen deutlich mehr
Erythritol als der Wildstamm. Des Weiteren bildete sich bei der Fermentation
kein hinderlicher Schaum und schliel3lich entstand bei der Fermentation mit der
neuen Mutante signifikant weniger Glycerin. Die Produktion von Erythritol und
Glycerin betrugen bei Penicillium sp. KJ-UV29 15,1 g/l und 6,1 g/l. Unter den
gleichen Bedingungen produzierte der Wildstamm nur 11,7g Erythritol pro Liter
und jedoch 19,4g Glycerin pro Liter. Es zeigte sich, dass Saccharose die
wirkungsvollste Kohlenstoffquelle unter optimalen Bedingungen darstellte. Die
hochste Produktivitat wurde in einem Medium mit 30% Saccharose erreicht,
jedoch vermag die Mutante auch bei einer Saccharosekonzentration von 70%
Erythritol zu produzieren. Durch den Zusatz von Ammoniumcarbonat und
Kaliumnitrat konnte die Erythritolproduktion signifikant gesteigert werden. Unter
optimalen Bedingungen synthetisierte die Mutante Penicillium sp. KJ-UV29
schliel3lich 45,29 Erythritol pro Liter. [LEE KJ und LIM JY, 2003

Bereits im Jahr 1989 versuchte man bekannte erythritolproduzierende
Mikroorganismen erfolgreich zu mutieren. So mutierte man den Stamm
Aureobasidium sp. SN 124A mittels NTG und UV Behandlung. Als
erfolgreichste Mutante wurde SN G42 gescreent. Auch diese neue Mutante
wies in mehreren Punkten gegenuber dem Ausgangsstamm verbesserte
Eigenschaften auf. Zum einen konnte in einem Medium mit 22,5% Glucose eine
Ausbeute von 47,6% erzielt werden, die des Ausgangsstammes belief sich
lediglich auf 41,8%. Zum anderen konnte auch in einem Medium mit 47%
Glucose eine hohere Ausbeute von 37,3% im Gegensatz zu 14,2% erreicht

werden. Weiters belief sich die maximale Erythritolkonzentration durch die neue
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Mutante auf 164,8 g/l. Der Elternstamm erreichte lediglich 110g Erythritol pro
Liter. SchlieBlich war das Schdumen im Fermentationsmedium der Mutante
deutlich unterdrickt. [ISHIZUKA et al., 1989]

Auch in einer weiteren Studie [SAVERGAVE et al., 2011] wird beschrieben,
dass durch Mutation eine Verbesserung der erythritolproduzierenden
Eigenschaften eines Keims erreicht wurde. So screente man nach der NTG
Behandlung und UV Bestrahlung der Hefe Candida magnoliae eine osmophile
Mutante mit vielversprechenden Eigenschaften. In einem Medium aus Glucose
und Hefeextrakt vermochte die Mutante R23 60,3g Erythritol pro Liter zu
produzieren, der Elternstamm dagegen lediglich 14 g/l. Mittels Fed-Batch-
Verfahren und in einem optimalen Medium bestehend aus 23,8% Glucose,
0,92% Hefeextrakt, 0,516% KH,PO,4 und 0,023% MgSO, konnte eine maximale
Erythritolkonzentration von 87,8 g/l und eine Ausbeute von 31% erreicht
werden, wobei keine Nebenprodukte gefunden wurden. Diese Werte stellen
eine 6,2fache Steigerung in der Erythritolproduktion und eine 3,4fache der
Ausbeute gegeniiber dem Ausgangsstamm dar. [SAVERGAVE et al., 2011]

In einer anderen Studie konnte ebenfalls die Hefe Candida magnoliae
erfolgreich mutiert werden. In dieser Untersuchung konnte vielversprechend
vom Labormalistab upgescaled werden. Unter optimalen Bedingungen wurde
eine Erythritolkonzentration von 200 g/l, eine Produktivitat von 1,2 g/l/h und eine
Ausbeute von 43% erreicht. [KOH et al., 2003]

Von der erfolgreichen Mutation der Hefe Moniliella sp. 440 mittels NTG wird in
einer anderen Studie berichtet. Bei der Fermentation in einem Medium mit 40%
Glucose und 1% Hefeextrakt wurde mit der Mutante N61188-12 eine maximale
Erythritolkonzentration von 237,8 g/l erreicht. Im Gegensatz dazu produzierte
der Wildstamm lediglich 113g Erythritol pro Liter. Die Erythritolproduktion
konnte mit Hilfe der neuen Mutante daher um 110% gesteigert werden.
[LIN et al., 2010]

In den Studien zur Verbesserung der erythritolproduzierenden Mikroorganismen
durch Mutationen wird auf die Steigerung der Erythritolproduktion, die
Produktivitat und Ausbeute, auf die Verminderung der Nebenprodukte, das

Vermogen bei hohem osmotischem Druck zu produzieren und auf eine geringe
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Neigung zu Schaumbildung hingearbeitet. Zahlreiche Studien kénnen von
erfolgreichen  Mutationsversuchen  bewahrter oder neu isolierter
Mikroorganismen  berichten, die diese Kriterien erflllen konnten
[BRAUN und NIEDERPRUEMER, 1969; ISHIZUKA et al., 1992;
TOKUOKA et al., 1992; YANG et al., 1999; SEO et al., 2001; RAO et al., 2006;
RYMOWICZ et al., 2008, 2009; MOON et al., 2010].



Fragestellung 55

4  Fragestellung

Die vorliegende Forschungsarbeit untersteht der Fragestellung, wie die
Produktion von Erythritol optimiert werden kann.

Die Optimierung der Erythritolproduktion muss in diesem Fall jedoch in Relation
zu den Bedingungen begriffen werden, unter denen die Produktion stattfindet.
Durch die Kooperation mit einem Unternehmen, das Erythritol grol3technisch
herstellt, und das die Diplomarbeit begleitet, konnte ein Set an Mdglichkeiten
definiert werden, in dem die Produktion verstanden werden muss. Auf Basis der
gegebenen Voraussetzungen wird der Begriff ,optimal® relational definiert.

So muss bedacht werden, dass im vorliegenden Fall nicht ausschlieR3lich das
Erreichen bestmoglicher Zahlenwerte bzgl. Produktivitat, Ausbeute oder
maximale Erythritolkonzentration zur Bilanzierung einer optimalen Produktion
herangezogen werden darf. Dies wirde wirtschaftliche Aspekte aul3er Acht
lassen, die bei industrieller Produktion eine gewichtige Rolle spielen.

In Studien zur Erythritolproduktion wird haufig Hefeextrakt als Zusatz zum
Fermentationsmedium verwendet. Es wird hinsichtlich Ausbeute und
Produktivitat als ,optimale” Stickstoffquelle bei Versuchen im Labormal3stab
gehandelt. Trotz der hervorragenden Eigenschaften von Hefeextrakt bei
geringen Mengen, eignet es sich nicht fur die industrielle Produktion von
Erythritol, da es zu hohe Kosten verursacht.

Ein weiteres Beispiel fir den Rahmen, innerhalb dessen die Schritte zur
Annaherung an die Fragestellung gesetzt werden konnten, bezieht sich auf die
Kohlenstoffquelle. In der wissenschaftlichen Literatur wurden die Eigenschaften
von reiner Glucose als Kohlenstofflieferant gelobt. Glucose kann fir die
vorliegende Forschung aber nicht als einzige C-Quelle dienen. Statt von einem
synthetisch hergestellten Fermentationsmedium muss von einer grof3technisch
wirtschaftlichen Alternative, namlich einem Hydrolysat aus dem ganzen
Maiskorn, ausgegangen werden, das im Unternehmen als Standard eingesetzt
wird.

Zur Erreichung des Ziels, die Erythritolproduktion zu optimieren bzw. zu
steigern, stand unter den gegebenen Voraussetzungen einerseits die

Erzeugung einer vielversprechenden Mutante eines erythritolproduzierenden
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Organismus’ zur Verfliigung. Andererseits konnte auf das Fermentationsmedium
eingewirkt werden, indem mdgliche Zuséatze zu der bereits verwendeten

Rezeptur auf ihre Wirtschaftlichkeit und Produktivitat hin untersucht wurden.
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5 Material und Methoden

In diesem Kapitel wird der empirische Forschungsablauf in seiner tatsachlichen
Gestaltung erlautert. Es wird auf die Rahmenbedingungen sowie auf die
konkreten Methoden wund auf das Material eingegangen, das im

Forschungsverlauf zur Anwendung kam.

5.1 Rahmenbedingungen der Forschung

Die vorliegende Untersuchung wurde unter spezifischen Rahmenbedingungen

vorgenommen, die im Folgenden im Detail ausgefuhrt werden.

5.1.1 Forschungskontext

Die Forschung fand im Rahmen einer Zusammenarbeit mit dem Unternehmen
Jungbunzlauer Austria AG in Pernhofen im Jahr 2011 statt. Das Unternehmen
ermdglichte dem Diplomanden ein Forschungspraktikum mit permanenter
Anwesenheit im Jungbunzlauerwerk in Pernhofen, in dessen Rahmen die
externe Betreuung der Diplomarbeit itbernommen wurde. Veranschlagt war ein

Forschungszeitraum von 7 Monaten.

5.1.2 Aussagenreichweite

Ziel der Erkenntnisproduktion war es die innerhalb der Kooperation mit der
Firma Jungbunzlauer Austria AG genannte Aufgabenstellung zu erfillen. Im
Rahmen der Forschungsarbeit wurden offerierte Fragestellungen bearbeitet.
Dies ermdglichte dem Diplomanden eine gezielte Ausrichtung der
Arbeitsschritte und somit eine stufenweise Annaherung an die Aufgabe der

Forschungsarbeit.

5.1.3 Forschungsbedingungen

Die Firma Jungbunzlauer Austria AG produziert Erythritol im grof3technischen
Malstab. Die Forschungsarbeit wurde in den Raumlichkeiten der Abteilung

Produktentwicklung im Jungbunzlauerwerk Pernhofen durchgefihrt. Im
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Rahmen dieses Praktikums war der uneingeschrankte Zugang zu umfassender
Laborausstattung, was sowohl Geratschaften, Chemikalien und Raumlichkeiten
betrifft, gegeben. Ebenso bestand die Mdglichkeit auf bereits bestehendes
Wissen und vorhandene Ressourcen aufzubauen. Die hervorragende
Unterstutzung durch den externen Betreuer beinhaltete sowohl Vorschlage und

Anleitungen zu Versuchen als auch Hilfestellungen bei Problemen.
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5.2 Forschungsablauf

59

Monat Tatigkeit Beschreibung Dimension
Versuche zu unterschiedlichen Mikrotiterplatten;
; Glucosekonzentrationen des Kolben
1 Versuche zu Medium Ganzkornmais-Hydrolysat

Monat

und Bellftung;

(GKMH); Versuche zu Beliftung

Dokumentation der Uber das Fullvolumen der
Daten Fermentationseinheit
(Mikrotiterplatte, Kolben)
Mutationsrunde; Erste Mutantionsrunde; ein Mikrotiterplatten;
Screenen von neuen vorhandener Keim (Moniliella Kolben
Mutanten; pollinis) wird mittels N-Methyl-N'-
2. nitro-N-nitrosoguanidin (NTG,
Monat MNNG) mutiert; Bestimmung der
; Generationszeit einer neuen
Dokumentation der Mutante
Daten
Vergleich der Mutanten Bewahrte, vorhandene Keime Mikrotiterplatten;
3 mit bewéahrten Keimen werden mit den Kolben
Monat im Hauptkulturmedium; welversprechendstt_en Mutanten
Dokumentation der im Hauptkulturmedium (GKMH
Daten inkl. N-Quelle) verglichen
Vergleich der Mutanten | Vergleiche finden unter Kolben
mit bewéahrten Keimen verschiedenen Bedingungen
4, unter verschiedenen statt: Vorkultur (VK);
Monat |Bedingungen; Glucosekonzentration, pH-Wert
Dokumentation der und Bellftung der Hauptkultur
Daten (HK)
Vergleich der Mutanten | Vergleiche finden unter Kolben
mit bewahrten Keimen verschiedenen Bedingungen
unter verschiedenen statt: Vorkultur;
5. Bedingungen; Glucosekonzentration, pH-Wert
Monat |Versuche zu Vorkultur und Bellftung der Hauptkultur;
und Hauptkultur; Versuche zu VK und HK:
Dokumentation der Konzentration der VK, Menge des
Daten Inoculums
Mutationsrunde; Weitere, deutlich umfangreichere |Kolben
Screenen von neuen Mutationsrunde, diesmal
Mutanten; unterscheidliche Konzentrationen
6. Versuche zu Zuséatzen an NTG; deutlich
Monat |zum umfangreicheres Screenen der
Fermentationsmedium; Mutanten; Versuche zur
Dokumentation der Optimierung des HK-Mediums
Daten durch div. Versuchsreihen
Vergleich der Mutanten | Bewahrte, vorhandene Keime Kolben;
mit bewé&hrten Keimen werden mit den Fermenter
unter verschiedenen vielversprechendsten Mutanten
7 Bedingungen; der 2. Mutationsrunde im
Monat Versuche zu Zuséatzen Hauptkulturmedium (GKMH inkl.

zum
Fermentationsmedium;
Dokumentation der
Daten

N-Quelle und anderer Zusatze)
verglichen; Versuche zur
Optimierung des HK-Mediums
durch div. Versuchsreihen
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5.3 Bestimmung der Generationszeit von Moniliella pollinis

Als eine wichtige MalRnahme im Vorfeld eines Mutantionsversuches gilt die
Ermittlung der Generationszeit des verwendeten Hefestammes. Mit der
Generationszeit wird der Zeitraum bezeichnet, in welchem sich die
Mikroorgansimen einmal teilen und es in Folge dessen zu einer Verdoppelung
der Biomasse kommt. Durch das Bestimmen der Generationszeit kann das
Alter einer Kultur vorausgesagt werden. Diese Erkenntnis ist vonndten, da
gewahrleistet werden muss, dass sich eine am Vortag beimpfte’ Kultur am
Folgetag noch in der Wachstumsphase befindet. Es wurde von der Annahme
ausgegangen, dass die Hefen beim Zusatz des Mutagens in einem moglichst
Jitten® Zustand sein sollen. Eine als ,fit“ bezeichnete Kultur hat die anfangliche
Lag-Phase® im neuen Medium bereits tiberwunden und befindet sich noch in
der Wachstumsphase. Es wurde angenommen, dass eine sich im Wachstum
befindende Kultur | fitter" sei als eine, die sich in der folgenden
Produktionsphase befindendet. Das vermehrte Vorkommen von jungen Hefen
soll das Uberleben einiger Zellen nach der Behandlung mittels NTG
gewabhrleisten.

Die Ermittlung der Generationszeit eines Stammes soll in einem mdglichst
klaren und wenig triben Medium erfolgen, da zur Bestimmung der Biomasse
neben dem Auszahlen mittels Neubauer-Zahlkammer vor allem die Messung
der optischen Dichte (OD) zum Einsatz kommt. Das Messen der OD hat den
Vorteil, dass es schnell und unkompliziert vonstattengeht. Die Analyse der OD
wird bei einer Wellenlange von 600nm durchgefiihrt (ODegoo).

Zur Bestimmung der Generationszeit der Hefe Moniliella pollinis wurde ein
Medium bestehend aus 10% Glucose und 1% Hefeextrakt hergestellt. Als

Wasser wurde Mischbettwasser (entionisiert) verwendet. Die Losung wurde bei

" Beimpfen: Kulturmedien wurden wie VK-Medien mit 1ml Inoculum beimpft. Versuche, bei denen mit
einem anderen Volumen beimpft wurde, werden extra ausgewiesen.

® Als Lag-Phase wird der Zeitraum nach dem Beimpfen bezeichnet, in dem die Zellen weder wachsen
noch Erythritol produzieren, sondern sich ,an das neue Medium gewdhnen“. Erkennen kann man eine
Lag-Phase am anfanglich verzdgerten Wachstum der Biomasse.
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121°C fir 30 min. autoklaviert®. Nach der Abkiihlung des Wachstumsmediums
wurde dieses mit einer einen Tag alten Kultur beimpft. Die Probenahmen
fanden in den ersten 8 Stunden alle 2 Stunden statt. Die letzte Probe wurde
nach 24 Stunden genommen. Bei jeder Probenahme wurde dem Medium 1
Milliliter entnommen. Nachdem das gewonnene Medium 1:20 verdunnt wurde,
wurde die ODeggo bestimmt und mittels Neubauer-Zahlkammer wurden die
Keime ausgezahlt.

Es wurde ermittelt, dass die Generationszeit von Moniliella pollinis im oben
genannten Medium knapp unter 4 Stunden betragt.

Aus den gewonnen Daten konnte fur die vorliegende Forschung geschlossen
werden, dass sich eine am Nachmittag des Vortages beimpfte Kultur am
folgenden Vormittag noch in der Wachstumsphase befindet und somit fit*

genug fur eine Mutation unter den oben genannten Gesichtspunkten ist.

Wachstumskinetik der Hefe Moniliella pollinis
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Abb. 5 Wachstumskinetik der Hefe Moniliella pollinis

° Autoklavieren: Alle verwendeten KulturgefaRe, Geratschaften, welche in Kontakt mit einer zu

untersuchenden Kultur kamen, sowie Nahrmedien (VK, HK) und Chemikalien wurden bei 121°C fir 30min
im gesattigten Dampf autoklaviert. Wurde eine Chemikalie nicht autoklaviert, sondern etwa sterilfiltriert,
wird dies jeweils beim entsprechenden Versuch angefilhrt. Wurde ein Schiittelkolben autoklaviert, so
wurde dieser nicht nur mit Filmulin, sondern auch mit handelstblicher Aluminiumfolie verschlossen. Dieser
Zusatz sollte ein volliges Durchnéssen des unterhalb liegenden Zellstoffs verhindern.
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In Abbildung 5 lasst sich der Generationszeit der Hefe Moniliella pollinis
erkennen. Sie betragt nach Uberwindung der Lag-Phase (nach etwa 4 Stunden)
knapp unter 4 Stunden. Zwischen Stunde 8 und 24 wurde keine Probe
genommen. Daher lasst sich der tatsédchliche Verlauf der Kurve (exponentiell)

nicht naturgetreu wiedergeben.

5.4 Mutieren mittels NTG (MNNG)

Im die Forschungsarbeit begleitenden Unternehmen wird Erythritol mit
Mutanten der Hefe Moniliella pollinis grofdtechnisch erzeugt. Das verwendete
Fermentationsmedium wurde bereits fur die verwendeten Mutanten angepasst.
In einem ersten Schritt zur Optimierung der Erythritolproduktion musste daher
eine neue Mutante aus einem bestehenden und bewahrten Stamm erschaffen

werden.

5.4.1 Vorbereitungen zum Mutieren

Fir das Mutieren mittels N-Methyl-N'-Nitro-Nitrosoguanidin (NTG oder MNNG)
sind einige Vorbereitungen zu treffen. Neben der oben erwahnten Bestimmung
der Generationszeit des zu mutierenden Stammes und folglich dem
Bereitstellen einer im Wachstum befindlichen Hefekultur gilt es mehrere
Losungen herzustellen. So muss etwa eine NTG Stocklosung hergestellt
werden, um die gleichmallige Verdinnung des Mutagens zu gewabhrleisten.
Weiters wird neben einem Natriumcitrat- auch ein Kaliumphosphatpuffer

bendtigt.
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Vorbereiten einer Kultur, deren Zellen mutiert werden sollen

Am Vortag wird ein Nahrmedium mit 10% Glucose und 1% HE hergestellt.
100ml dieser Lésung werden in einen 500ml Weithalsschiittelkolben®® tiberfiihrt
und mit Filmulin und handelsublicher Silberfolie verschlossen. Das
Wundauflagematerial sorgt spater dafur, dass der Gasaustausch des
inkubierten Schuttelkolbens gewahrleistet ist. Die Silberfolie soll hingegen
verhindern, dass sich das Filmulin beim Autoklavieren vollstdndig mit Wasser
ansaugt. AnschlieRend wird der verschlossene Kolben bei 121°C fur 30min
autoklaviert. Nach Abkuhlen des Mediums wird der Kolben mit 1ml einer Kultur
eines bewahrten Stammes der Hefe Moniliella pollinis beimpft. Am Vormittag
des Folgetages steht somit eine optimale, sich im Wachstum befindende Kultur

zur Verfugung.

Herstellen eines Natriumcitratpuffers (0,1 M)

Das Molgewicht von Zitronensaure betragt 192,13g, das von NaOH 40g. Der
pH Wert des Natriumcitratpuffers soll auf ca. 5,5-5,7 eingestellt werden. So
wurden 1,93g CAA (Zitronensaure Anhydrat) eingewogen, das entspricht ca.
0,1 mol/200ml. Um das gewiinschte Gesamtvolumen von 100ml nicht
nennenswert zu Uberschreiten, wird die bendétigte Menge an NaOH errechnet,
die gebraucht wird um einen pH von 7 einzustellen. Der pH-Wert soll mit einer
1,0 M NaOH eingestellt werden. Tats&chlich wurden 27,38ml der 1 M NaOH
verbraucht um einen pH Wert von 5,6 zu erreichen. Die Pufferldsung wurde mit
Mischbettwasser (entionisiert) auf 100ml aufgefillt und anschlieRend in einer
100ml Laborglasflasche autoklaviert.

Fur das Waschen der Hefezellen wurden fir die Mutation 3ml pro Ansatz dieses
Puffers bendtigt. Im vorliegenden Fall waren es 12 Ansatze, welche sich aus

1 schiittelkolben: Wahrend der gesamten Forschungszeit dienten Weithalsschuttelkolben mit einem
Volumen von 500ml als das Mittel der Wahl. Wurde bei einem Versuch ein anderer Schiittelkolben
verwendet, so wird das fur jeden Versuch separat angefiihrt. Beispielsweise wurden beim Screenen nach
dem Mutieren aufgrund der groBen Anzahl an bendétigten Schittelkolben auf jene mit 100ml
zuruckgegriffen. Verschlossen wurden die verwendeten Kolben durch in passende Quadrate
geschnittenes Filmulin. Dieser Zellstoff, welcher eigentlich als Wundauflage dient, gewahrleistete einen
passenden Gasaustausch zwischen dem Kolbeninneren und der Umgebung. Mikroorganismen und
Schmutz konnten dadurch hingegen nicht in den Kolben eindringen. Befestigt wurde der Zellstoff mittels
handelstblichen Gummiringen. Vor dem Autoklavieren wurde zusatzlich noch eine handelsibliche
Aluminiumfolie tber das Filmulin gegeben.
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der Anzahl der Zeitpunkte der Probenahmen (0°-30°-60°-100°) und der Anzahl
der unterschiedlichen NTG Konzentrationen ergaben. Es waren 4 Zeitpunkte
bei 3 unterschiedlichen NTG Konzentrationen (40, 50, 60pg NTG/ml), was
gesamt 12 Ansatze ergab. Gesamt wurden also 36ml Natriumcitratpuffer fir das
Mutieren und weitere 45ml fur das dreimalige Waschen der Hefezellen vor dem
Mutieren bendtigt.

Anzumerken ist, dass auch fir die Herstellung der NTG-Ldsung ein
Natriumcitratpuffer benétigt wird. (Siehe dazu Herstellen der NTG-L6sung,
Seite 64)

Herstellen eines Kaliumphosphatpuffers (0,1 M)

Das Molekulargewicht von Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO,) ist 174,18g,
das Molekulargewicht von Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4) betragt
136,09g. Von den beiden Salzen werden jeweils 0,01mol eingewogen und mit
100ml Mischbettwasser aufgefillt, wodurch ein Puffer mit pH 7 hergestellt
wurde. Die Einwaagen (EW) betragen fiur K;HPO, 1,7481g und fir KH,PO4
1,3603g. Die EW wird auf 100ml aufgefillt suspendiert und anschlielend
autoklaviert. Fur das Waschen der Hefezellen wurden fur die Mutation 2ml pro
Ansatz dieses Puffers benétigt. Was bei 12 Ansatzen in Summe 24ml

Kaliumphosphatpuffer ausmacht.

Herstellen der NTG-L6sung

Zur Herstellung der NTG-Stocklosung wird NTG in 0,1M Natriumcitratpuffer
geldst. Die NTG Konzentration sollte etwa 1mg/ml Natriumcitratpuffer betragen.
Es wurden 18,24mg NTG eingewogen, da das NTG aber, um Staubentwicklung
zu vermeiden, leicht benetzt ist, enthélt die Einwaage nur zu 97% reines NTG.
Die gelb-orange erscheinenden Kristalle werden mit 20ml 0,1M
Natriumcitratpuffer suspendiert. Da sich NTG nur schwer in (kaltem) Wasser
l6st, wird der Losungsprozess mit Hilfe eines Magnetrihrers beschleunigt.

Sobald sich die Kristalle aufgeldst haben, wird die Lésung mittels Einwegspritze



Material und Methoden 65

und Spritzenvorsatzfilter sterilfiltriert (PorengréRe 0,22um) und in 40 Eppis™ zu
je 500ul abgefillt. Somit hat man fur folgenden Mutationsrunden immer die
gleiche Konzentration an NTG zur Verfigung. 500ul NTG-LOsung erscheint als
viel, da man bei den geplanten Mutationen, zu je 3 Ansatzen, 30-60-100min
jeweils nur 120-150ul (je Ansatz 40-60pl) benotigt. Jedoch soll man auf etwaige
Wiederholungen oder dergleichen vorbereitet sein und zusatzlich kann man
jederzeit, so es die Absterbekinetik erfordert, die Mutationsrunden auf 4 (20-40-
60-80 min) oder mehr Ansatze ausdehnen. Alle nicht sofort bendtigten NTG-

Eppis werden bei -40°C tiefgefroren.

Vorbereiten einer 10%igen Glucose und 1% Hefeextrakt (HE) Losung:

Fur die Herstellung von einem Kilogramm dieses Mediums werden 110g
Glucose-Monohydrat und 10g HE eingewogen. [Anmerkung: 1mol Glucose-
Monohydrat hat eine Masse von 198g; zusammengesetzt ist diese aus 1mol
Glucose (180g) und 1mol H,O (18g)]. Die beiden Feststoffe werden mit Hilfe
eines Magnetrihrers mit Heizfunktion in 880g Wasser geldst und anschliel3end
autoklaviert. Diese Losung dient einerseits als Medium der heranwachsenden
Hefen vor der Mutation und andererseits um die Hefezellen nach dem Mutieren
und Waschen mittels Kaliumphosphatpuffer wieder zu resuspendieren. In
weiterer Folge dient es auch als Hauptbestandteil der Verdinnungsreihen nach
dem Mutationsvorgang. Im Falle von Zeitmangel zwischen dem Waschen zu
den einzelnen Zeitpunkten an denen die Einwirkdauer des NTGs unterbrochen
werden muss, kénnen die Hefezellen nach dem zweimaligen Waschen mit
Kaliumphosphatpuffer fir eine gewisse Zeit in diesem Medium verbleiben, wo

sie sich dann ein wenig von der Einwirkung des Mutagens ,erholen” kbnnen.

5.4.2 Mutieren inkl. Absterbekinetik

Als Mutagen wurde NTG verwendet. Diese Chemikalie hat die Eigenschaft die

Nukleinbasen Guanin und Thymin zu alkylieren und wirkt daher mutierend.

1 Eppi ist die im Laborjargon gebréauchliche Kurzform fiir ein Mikroreaktionsgefal3 der Firma Eppendorf
Geratebau Netheler & Hinz. Die in der vorliegenden Forschungsarbeit verwendeten Eppis hatten ein
Volumen von 1,5ml.
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Vor Beginn des eigentlichen Mutationsvorgangs wird von der Kultur vom Vortag
unter sterilen Bedingungen die ODegoo bei verschiedenen Verdiunnungen
bestimmt. Empfohlen wird eine Bestimmung bei den Verdinnungen 1:1, 1:10,
1:20 und 1:50, wobei jeweils mit Mischbettwasser zu verdinnen ist. Die
Kulturldésung muss so verdinnt oder konzentriert werden, dass eine
Verdinnung mit einer ODggp Von 2 entsteht. In Vorversuchen wurde ermittelt,
dass 1ml einer Hefeldsung mit der ODgoo VONn 2 etwa 1*10° Keime enthalt. Mit

folgender Formel lassen sich die gesuchten Grol3en errechnen:

x = gewlnschter Wert fiir ODgg (in diesem Fall 2)
y = ODggpo-Wert, den die vorliegende Suspension hat
V = gewilnschtes Volumen (ml) von der Lésung der gewiinschten ODgqg (in diesem Fall x=2)

Vb = bendgtigtes Volumen (ml) der vorliegenden Suspension (mit ODggg VON Y)

Die Hefekultur vom Vortag wurde 1:50 verdinnt, wobei eine ODgy von 0,537
gemessen werden konnte. Fur den Mutationsversuch werden bei Probenahmen
zu 4 verschiedenen Zeitpunkten (0°, 30°, 60°, 100) bei 4 unterschiedlichen NTG
Konzentration (0, 40, 50, 60pug NTG/ml) mindestens 12ml einer Suspension mit
einer ODgyo von 2 benotigt (3*4+1=13), wobei es leichtsinnig ware keine
Reservemenge einzuplanen. Im konkreten Fall wurden 15ml dieser
Hefesuspension mit einer ODggp von 2 als fur noétig erachtet. In die oben

genannte Formel eingesetzt ergab das:

15

2* 0537

=Vb

Somit betrug das benétigte Volumen der vorliegenden Lésung aus der 1:50
Verdinnung 55,9ml, aufgerundet 56ml.

Diese 56ml der Hefesuspension (ODgpp=0,537) wurden unter sterilen
Bedingungen in ein Blue-Cap transferiert und bei 4000 rpm (revolutions per

minute) fir 4min zentrifugiert. Die Hefezellen finden sich zu einem Paket
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gepresst am unteren Ende des Blue-Caps. Der Uberstand wurde vorsichtig,
ohne die Hefezellen zu bertuhren, abgenommen. In weiteren Schritten wurde die
Biomasse zweimal mit je 15ml des oben erwéhnten Natriumcitratpuffers
gewaschen, wobei die ebenfalls oben erwahnte Zeit (4min) und Drehzahl
(4000) gleich blieben.

Nach dem 2. Waschen wurde das Zellpaket erneut mit 15ml des
Natriumcitratpuffers resuspendiert und fur etwa 1 Minute gevortext. Die so gut

vermischte Lésung wurde nun nach folgendem Plan in Eppis verteilt:

Zeit
Konzentration
0 min 30 min 60 min 100 min
oul NTG oul NTG Oul NTG oul NTG
Oul NTG Lsg. = = H H
Iml Iml Iml Iml
40pl NTG Lsg. 40ul NTG Lsg. 40pl NTG Lsg.
40ul NTG Lsg. & B = E & 8
960ul 960ul 960ul
50ul NTG Lsg. 50ul NTG Lsg. 50pul NTG Lsg.
50ul NTG Lsg. B = v & B :
950ul 950ul 950ul

|| 6OuINTGLsg. | 60uINTGLsg. | 60MINTGLsg.

| | otow | oW | osow

Abb. 6 Fullplan fir das Mutieren mittels NTG

Entsprechend dem Plan wurden die Eppis mit den entsprechenden Volumina
der vorbereiteten NTG-LOsung beflllt, so dass jedes Eppi einen Milliliter Inhalt
aufwies. Die Behaltnisse wurden noch unter sterilen Bedingungen verschlossen
und bei 30°C leicht schuttelnd inkubiert.

Das Eppi, welches fir Omin inkubiert wurde, wurde umgehend enthommen und
unter weiterhin sterilen Bedingungen weiterverwendet.

Der entnommene Behalter wurde bei 14000 rpm fir 3min zentrifugiert. Die
Hefezellen waren erneut gepackt am unteren Ende des Eppis zu finden. Der
Uberstand wurde sorgsam abgenommen und verworfen. Die im Behaltnis
verbliebenen  Zellen  wurden mit 1ml des oben genannten
Kaliumphosphatpuffers  resuspendiert und  kurz  gevortext.  Dieser
Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Danach wurde die verbleibende
Biomasse mit der oben genannten Glucoselosung (10% Glucose und 1% HE)

resuspendiert und kurz gevortext. Diese Wasch- und
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Resuspendierungstatigkeiten wurden auch mit den tbrigen Mutations-Gefalden
durchgefiihrt. Beim Verwerfen der Uberstande war jedoch auf die NTG-haltigen
Flissigkeiten zu achten. Diese wurden gesondert gesammelt, in den Abzug
gestellt und mit einer verdinnten HCI-Losung Uberdeckt, wodurch sich NTG
zersetzt und giftige nitrose Gase bildet.

Mit den Hefelésungen aus den Eppis wurden folgende Verdinnungsreihen

gemacht:

Verdiinnung| 1] [ 1zu10 ] [ 120100 ] [ 12u1.000 | [ 12u10.000 | [12u100.000] [12u 1.000.000

Probe Probe 0' | I | I
entn. Vol. 10ul 10ul 100ul 100ul
Vor-Fiillung | | 990ul | | 990ul 900ul 900ul

Probe Probe 30' | I
entn. Vol. 100ul 10ul 100ul 100ul
Vor-Fillung 900ul | | 990ul 900ul 900ul

Probe Probe 60' I I
entn. Vol. 10ul 100ul 100ul
Vor-Fiillung | | 990ul 900ul 900ul

Probe Probe 100' I I
entn. Vol. 10ul 100ul 100ul
Vor-Fiillung | | 990ul 900ul 900ul

[erw.zellzah] 108 | [0 ] [0 ] [ 05 ] [ ] [Cws ] [ w02 |

Abb. 7 Verdinnungsreihe nach dem Waschen der Hefezellen nach der Mutation

In der Abbildung wird schematisch dargestellt, wie die Verdinnung
vonstattenging. Die grauen Felder symbolisieren die Eppsi mit den Hefekulturen
nachdem sie mit Kaliumphosphatpuffer gewaschen und in der Glucoselésung
resuspendiert wurden. Die griinen Felder zeigen die Menge an Glucoselésung
die in die entsprechenden Eppis vorgelegt wurde, wohingegen die gelben
Felder das zu Uberimpfende Volumen darstellt. Die roten Felder zeigen die
gewunschten Verdinnungen mit der erwarteten Anzahl von Keimen pro
Milliliter. Zwischen den einzelnen Verdinnungsschritten galt es die Eppis
ausreichend zu vortexen.

Das oben dargestellte Schema zeigt die Probenahmen zu den gewahlten
Zeitpunkten (0, 30°, 60°, 100°). Dieses Muster war fir alle Mutationsansatze

(unterschiedliche NTG-Konzentration) gultig.
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Ermitteln der Abstertbekinetik mittels Koch’schem PlattenguBverfahren

Aus den Eppis [in Abb. 9 durch die roten Felder markiert], wurden 100ml
entnommen und mittels Drigalskispatel auf vorbereiteten Agarplatten®
gleichmafig verteilt. Durch die Entnahme von 100ml kam es erneut zu einer
1:10 Verdunnung, wodurch eine realistische und z&hlbare Anzahl von Kolonien
auf den Agarplatten zu erwarten war. Die bestrichenen Petrischalen wurden fur
3 Tage bei 30°C inkubiert.

Auf den ausgestrichenen Platten wurden 10" bis 10° Kolonien gefunden. Durch
dieses Ergebnis konnten einige Hypothesen aus der Vorbereitung bestétigt
werden. So zeigte sich, dass man mit der Annahme, dass sich bei einer ODgoo
von 2 etwa 10® Zellen in einem Milliliter Kulturmedium befinden, richtig lag.
Weiters bestétigte sich die Annahme, dass eine 30 mindtige Einwirkzeit einer
NTG-L6sung bis zu 90% der Hefezellen absterben lasst. Auch die Annahme,
dass nach sowohl 60 als auch 100 Minuten 99% der Keime abgestorben waren,
konnte bestatigt werden.

Ausgezahlt wurden nur Agarplatten auf denen sich zwischen 30 und 300
Kolonien befanden. Fiur die 3 unterschiedlichen NTG-Konzentrationen konnten

folgende Absterbekurven ermittelt werden:

12 Agarplatten: Die verwendeten Agarplatten wurden selbst hergestellt. Der Nahrboden bestand aus dem
zur Verfigung stehenden Maissirup, welcher mittels Rotavapor aufkonzentriert wurde, sodass er 30%
Glucose enthielt. Aufgrund des hohen Gluckosegehaltes und des niedrigen pH-Wertes von 4, mussten 2%
Agar-Agar zum polymerisieren des Sirups verwendet werden. Die Bestandteile wurden unter leichtem
Erwdrmen mittels Magnetrihrer gemischt. Das flissige Medium wurde in Laborflaschen aus
Borosilikatglas gefillt und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde das heil3e und somit noch fliissige
Agar im sterilen Umfeld mittels Dispenser in Petrischalen mit einem Durchmesser von 9cm gefllt. 20ml
dieses Agars reichten aus um den Boden einer Petrischale angemessen zu bedecken. Nach dem
Festwerden wurden die Platten mit dem Néhrboden nach oben im Kuhlraum gelagert.
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Absterberate bei 40pug/ml Hefelosung

10.000 100%
- 85%
)
2 - 70%
£
= 1.000
< Zellzahl
S - 55%
(V]
N
= Absterberate
- 40%
100 T T T 25%
0 30 60 100
Zeit (min)

Abb. 8 Absterberate bei 40ug/ml Hefelésung

Absterberate bei 50ug/ml Hefel6sung
10.000 100%
- 85%
5
2 - 70%
£
< 1.000
< Zellzahl
S - 55%
(]
N
= Absterberate
- 40%
100 . . . 25%
0 30 60 100
Zeit (min)

Abb. 9 Absterberate bei 50ug/ml Hefelésung
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Absterberate bei 60pug/ml Hefelosung
- 100%

50.000

- 85%

5.000 70%

Zellzahl
- 55%

Zellzahl (in Tsd.)

500 — Absterberate
- 40%

50 T T T 25%
0 30 60 100

Zeit (min)

Abb. 10 Absterberate bei 60pg/ml Hefeldsung

In den oben dargestelliten Abbildungen lasst sich deutlich erkennen, dass
sowohl durch den Einsatz einer hoheren NTG-Konzentration, als auch durch die
Verlangerung der Einwirkzeit von NTG eine hohere Absterberate erreicht
wurde. Das Abflachen der Kurven zwischen der 60. und 100. Minute lasst
darauf schlieBen, dass Zellen, die bis zur 60. Minute tberlebt haben eher auch
bis zur 100. Minute Uberleben, als jene zwischen der 30. und 60. Minute ist. In
allen 3 Abbildungen lasst sich erkennen, dass, dass die allermeisten Zellen bis

zur 30. Minute absterben.

5.4.3 Screenen und Selektieren der Mutanten

Nachdem die Kolonien auf den relevanten Platten ausgezahlt waren, wurden
sie erneut auf Agarplatten ausgestrichen und fur weitere 3 Tage bei 30°C
inkubiert. Durch diese MalRnahme konnte man ausschlief3en, dass eine Kolonie
aus zusammenklebenden Zellen entstanden ist. Durch das weitere
Ausstreichen konnte gewéahrleistet werden, dass eine sich bildende Kolonie nur
aus einer Zelle hervorgegangen war. Aufgrund der Vielzahl an Petrischalen ist

ein genauer und sorgsamer Umgang damit sicherzustellen, wobei vor allem auf
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die genaue Bezeichnung der Platten zu achten war. Diese MalRnahmen
mussten ergriffen werden, um eine eventuell erfolgreiche Mutante zu einem
spateren Zeitpunkt eindeutig zuriickverfolgen zu kénnen. Nach dem Bebriten
wurden die Agarplatten gekihlt bei 5°C gelagert.

Nach den 3 Tagen wurden Kolonien ohne System gewahlt und in einen 100ml
Schittelkolben mit Vorkulturmedium®® tiberfiihrt. Die Kolben waren mit 16ml des
VK-Mediums gefiillt. Die beimpften Kulturen wurden bei 32°C fir 2 Tage mit
einer Schuttelfrequenz von 200rpm bebrutet.

Nach den 2 Tagen wurden die Kulturen erneut in ein VK-Medium tiberimpft',
Bei diesen Kolben handelte es sich wieder um 100ml Schittelkolben mit 16ml
Fullung, inokuliert wurden jeweils 0,5ml.

Nach zweitagiger Bebriitung wurden mit den Vorkulturen Hauptkulturkolben®®
beimpft. In diesem Fall setzte sich das HK-Medium aus dem zur Verfligung
stehenden Maissirup (GKMH) mit einer Glucosekonzentration von 21%,
Glucose-Monohydrat, mit welchem die Glucosekonzentration auf 25%
aufgestockt wurde, 0,265% KNO3 und 3ppm Thiamin-Hydrochlorid zusammen.
Die HK-Kolben wurden fir 4 Tage bei 32°C und 200rpm bebritet. Pro Woche
wurden 2 Chargen zu je 21 Kulturen bearbeitet. 20 dieser Kulturen waren mit

13 vorkultur: Als Vorkultur bzw. Vorkulturmedium (VK) wird in dieser Untersuchung ein

Fermentationsmedium bezeichnet, welches sich ausschlieBlich aus dem zur Verfigung stehenden
Ganzkornmais-Hydrolysat (GKMH, Maissirup) zusammensetzt und keine Zuséatze enthalt. Aufgrund des
unterschiedlichen Starkegehaltes der Maiskérner konnte bei der Hydrolyse keine konstante
Glucosekonzentration eingestellt werden. Somit betrug die Konzentration von Glucose in etwa 21%, war
jedoch leichten Schwankungen von etwa 1% unterworfen. Der pH-Wert des Maissirups wurde bereits bei
der Hydrolyse auf 4 eingestellt. Die VK dient dem Heranziichten der Hefen. Nicht die Erythritolproduktion
steht im Vordergrund, sondern das Heranwachsen und Vermehren der Biomasse.

1 Uberimpfen und Stammhaltung: Parallel zu den Versuchen musste das Uberleben der sich in
Verwendung befindenden Hefekultur gewéhrleistet werden. Durch das tagliche Uberimpfen der Stamme
konnte sichergestellt werden, dass die bendtigten Hefeldsungen jederzeit vorhanden waren. Als
Nahrmedium dieser Kulturen wurde das VK-Medium ohne jegliche Zuséatze verwendet. Das Volumen mit
dem dberimpft wurde betrug, wenn nicht anderes erwahnt immer 1ml, also etwa 1,25% des zu
beimpfenden Mediums. Aufgrund der geringen Stickstoffmenge im VK-Medium war die Kultur auch nach 3
Tagen noch nicht am Ende der Fermentation angelangt d.h. es war noch geniigend Restglucose im
Medium vorhanden.

" Hauptkultur: Als Hauptkultur bzw. Hauptkulturmedium (HK) wird in dieser Untersuchung ein

Fermentationsmedium bezeichnet, welches sich vor allem aus dem zur Verfiigung stehenden
Ganzkornmais-Hydrolysat (GKMH) zusammensetzt aber Zuséatze enthalt. So bei einem Versuch nicht
spezifisch anderes erwdhnt, hat das HK-Medium eine Glucosekonzentration von etwa 25%. Diese
Erhdhung der Glucosekonzentration wurde durch Aufkonzentrierung mit Hilfe eines Rotavapors erzielt. Ein
weiterer wichtiger Bestandteil des HK-Mediums ist eine Stickstoffquelle. Ist kein spezieller N-Zusatz
genannt, so waren dem Medium 0,265% KNO3 zugesetzt. Fir die Berechnung der Ergebnisse wurde von
jedem Ansatz eine Probe zum Zeitpunkt Null genommen und mittels HPLC analysiert. Dadurch lie3 sich
die genaue Glucosekonzentration ermitteln, welche etwa fir die genaue Berechnung der Ausbeute von
No6ten war.



Material und Methoden 73

Mutanten beimpft, eine Kultur pro Charge war als Referenz vorgesehen. Als
Referenzstamm diente der Ausgangsstamm des Mutationsversuchs. Insgesamt
wurden im Laufe der Mutationsrunde 160 Mutanten gescreent, wobei sich vor
allem eine als interessant erwies. Dieser Mutante wurde der Name DCR417
gegeben. Im Folgenden ist der Ansatz abgebildet, in welchem der DCR417
entdeckt wurde. In der unteren Abbildung ist die Mutante noch mit dem Namen
M4 1-7 bezeichnet. Als Referenzkeim diente der Ausgangstamm der Mutation

mit der Bezeichnung als M4 1-21.

45% 1,27
Ansatz in dem DCR417 entdeckt wurde = Ausbeute (%) L 117
40% O Produktivitat (g/l/std) | 1 o7
35% . I B M+ 097
[ i
30% Hf — —I~ —.JT.— B 087
I - 0,77
20% 4 Lt - A |- 057
- 0,47
15% HH- L L L L A o5
10% T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0,27
T M e 0 o 3 0083383533
oo B o B o SR SR SR SR R D R SO >
AR S~ S~ S~ S~ (L~ (L~ L~ S~ L~ L~ o
=2 2 2222 2225555555555 53553>5->s

Abb. 11 Ansatz, in dem DCR417 entdeckt wurde

5.5 Vergleich von Mutanten mit bewahrten Stdmmen

Verschiedene bewéahrte Fermentationsstdamme, die vom Unternehmen zur
Verfligung gestellt wurden, sowie die vielversprechendsten Mutanten wurden in
Versuchsreihen unter gleichen Bedingungen hinsichtlich ihrer Ausbeute und
Produktivitat bezuglich der Erythritolproduktion verglichen. Aus diesen
vergleichenden Ministudien sollte eine Aussage Uber den Erfolg des

Mutationsversuchs moglich werden. Ebenso dienten die Vergleiche dazu, die
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erfolgversprechendste Mutante fiur die weitere Mediumsanpassung zu
identifizieren. Hauptaugenmerk lag auf der Erythritolproduktion im HK-Medium.
Einerseits wurden unterschiedliche Zusatze zum Fermentationsmedium
beigemischt, wie etwa Vitamin Bl in Form von Thiamin-Hydrochlorid, zum
anderen wurde untersucht, welche Auswirkungen es hat, wenn die Hefen in

einem VK-Medium ohne zusatzliche N-Quelle herangezogen werden.

5.6 Versuchsreihen zur Optimierung des Mediums mit
gewahlter Mutante

Es wurden zahlreiche Versuchsreinen zur Ergrindung optimaler
Fermentationsbedingungen unternommen. Zum Einsatz kamen vor allem
Versuche mittels Schuttelkolben, welche sich aufgrund des geringen Bedarfs an
Medium und der Tatsache, dass man mehrere parallel durchfuhren kann, als

praktisch erwiesen.

5.6.1 Schuttelkolbenversuche

Versuche mit Schuttelkolben folgten immer demselben Muster. Aufgrund
empirischer Erkenntnisse empfahl es sich, das eingeflllte Volumen des
Mediums von 100ml auf 80ml zu reduzieren. Dadurch konnte eine bessere
Beluftung des Mediums garantiert werden, was sich in einer vermehrten
Erythritolproduktion aulerte.

In Versuchen wurden den HK-Medien Zusatze in Form von Ldsungen, etwa
Mangan, Calcium oder Thiamin beigemischt. Entstanden in Bezug zu anderen
Ansatzen der Versuchsreihe dadurch Volumsunterschiede, wurden diese durch
den Zusatz von Mischbettwasser ausgeglichen, um in allen Kolben das gleiche
Fallvolumen zu haben.

Die Kolben wurden bereits vor dem Autoklavieren mit dem
Fermentationsmedium beflllt. Einzige Ausnahme bildete eine Versuchsreihe
mit Thiamin, die den Unterschied zwischen der Zugabe von Vitamin B1 vor und

nach dem Autoklavieren untersuchte.
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In dieser Form wurden Versuche mit den Zusatzen: Kaliumnitrat, Natriumnitrat,
Ammoniumnitrat, Calciumchlorid, Mangan(ll)-Sulfat-Monohydrat, Thiamin-
Hydrochlorid und Pyridoxin-Hydrochlorid vorgenommen.

Die Kolben wurden Uber die gesamte Fermentationsdauer mit 200rpm in
Bewegung gehalten. Gleichzeitig belief sich die Fermentationstemperatur tber
die gesamte Versuchszeit konstant auf 32°C.

Die jeweiligen Probenahmen der einzelnen Kolben verliefen nach dem jeweils
gleichen Schema. Im sterilen Umfeld wurde dem Kolben der Verschluss
entfernt und mittels Kolbenhubpipette eine Probe von 1ml entnommen. Der
uber die Versuchsreihen entstandene Volumsverlust des
Fermentationsmediums wurde in den Berechnungen von Ausbeute,
Produktivitat und Erythritolkonzentration beriicksichtigt. Die Probe wurde in
einen zuvor abgewogenen Erlenmeyerkolben uberfiihrt. Der Schuttelkolben
wurde wieder verschlossen und zurick in den Kolbenschiittler gestellt. Nun
wurde die Masse des Erlenmeyerkolben inkl. der Probe gemessen. Danach
wurde der Kolben mit einer 0,01 N H,SO,4 bis zur Ringmarke aufgeftllt und
erneut die Masse gemessen. Dadurch liel3en sich sowohl die Einwaage der
Probe als auch jene der Verdinnung ermitteln. Der Erlenmeyerkolben wurde
geschuttelt und mithilfe einer Einwegspritze mit Spritzenvorsatzfilter wurden
etwa 1,5ml der Verdinnung in ein HPLC'® Vial gefiillt. Die Vials wurden
gebordelt und, um den Innendruck abzubauen, fur gewohnlich mit einer Nadel

beim Septum angestochen.

'® Der Standard der HPLC setzte sich aus folgenden Einwaagen zusammen:

Substanz soll 0,25% soll 0,5% soll 0,75%
Maltose 0,2397g 0,48069 0,7327g
CAA 0,2259¢g 0,5153g 0,7580g
Glucose 0,2569g 0,45629g 0,7003g
Fructose 0,2469¢g 0,52769g 0,7681g
Ribitol 0,2522g 0,5105g 0,7318g
Erythritol 0,3368¢g 0,50669 0,7613¢g
Glycerin 0,26769g 0,5200g 0,76369g
Ethanol 0,2375¢g 0,5277g 0,75069
Die dargestellten Zahlenwerte beriicksichtigen bereits die Konzentration der

eingewogenen Substanzen.
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Im Folgenden wurden die Vials auf den Sampler gestellt, Probenmasse und
Masse der gesamten Verdunnung des Erlenmeyerkolbens eingegeben und die
HPLC gestartet. Von den mittels HPLC gewonnenen Daten uber die jeweilige
Erythritolkonzentration der Verdinnung konnte auf die Konzentration an
Erythritol in einem Schiittelkolben rickgerechnet werden.

Die Versuche erstreckten sich tber einen Zeitraum von etwa 4 Tagen. Wobei
vor allem das Vorhandensein der Restglucose im Fermentationsmedium als
Anzeiger fur die Beendigung der Versuche herangezogen wurde. Waren
beispielsweise am 4. Tag der Fermentation in irgendeinem Ansatz nur mehr 1%
oder weniger Glucose in der Kultur vorhanden, wurde der Versuch beendet.
War hingegen noch reichlich Glucose vorhanden, wurde der Versuch
fortgesetzt. Wenn sich herausstellte, dass ein Ansatz auch nach mehr als einer
Woche nicht fertig werden wiirde, wurde der Versuch ebenfalls abgebrochen.
Folgende Daten wurden nach der Beendigung des Versuchs erhoben: die
Masse des Schuttelkolbens inklusive Eigenmasse des Kolbens und die Masse
des Fermentationsmediums; das Volumen des verbleibenden Mediums.

Zum Ermitteln der genauen Masse des verbliebenen Mediums wurde das
Gewicht des gereinigten und geséuberten Kolbens von der zuvor ermittelten
gesamten Masse (Kolben, Inhalt) wieder abgezogen. Auf Basis der durch die
HPLC festgestellten Konzentration an Erythritol und der dokumentierten Masse
eines Kolbens lie3 sich die Masse an Erythritol im jeweiligen Schuttelkolben
ermitteln. Davon ausgehend war es moglich Aussagen zu Ausbeute und
Produktivitat der Mikroorganismen unter den jeweiligen Versuchsbedingungen

zu treffen.
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6 Ergebnisse

Das vorliegende Kapitel liefert einen Uberblick tber die einzelnen Ergebnisse
die im Lauf der empirischen Forschungstatigkeit ermittelt werden konnten.

Am Anfang der Versuchstatigkeit stand eine Vielzahl an Untersuchungen die
der Einarbeitung in die Thematik dienten. Die Handhabung der spezifischen
Laborgeratschaft sowie der optimale Ablauf von Untersuchungen musste in
Basisversuchen gezielt herausgefunden und gefestigt werden. Da
labortechnische Erfahrungswerte, etwa was Bellftung oder Verschlussarten mit
Folien betraf, fehlten, halfen anfangliche Orientierungsversuche diesem Mangel
Abhilfe zu schaffen und ihn durch praktische Sicherheit zu ersetzen. Ergebnisse
dieser Versuche werden in diesem Kapitel nicht extra dargestellt.

An dieser Stelle ebenso ausgespart bleiben die Erkenntnisse, die bei der
Bestimmung der Generationszeit sowie in den Mutationsrunden produziert
werden konnten. Diese Versuche brachten Ergebnisse, die Bedeutung fur das
weitere Vorgehen im Forschungsverlauf hatten. Die Resultate dieser ersten
Versuche wurden im Forschungsprozess berucksichtigt und verarbeitet. Sie
wurden daher bereits im Methodenkapitel abgehandelt.

Im Zentrum dieses Ergebniskapitels stehen Erkenntnisse, die aus den
Vergleichen der gefundenen  Mutanten mit  bereits  bewahrten
erythritolproduzierenden Stdmmen resultierten. Des Weiteren soll an dieser
Stelle berichtet werden, welche Wirkung die Beimischung unterschiedlicher
Zusatze zum Fermentationsmedium auf die Erythritolproduktion hatte. Die hier
aufbereiteten Ergebnisse stellen eine Auswahl der unternommenen
Untersuchungen dar. Sie bilden jeweils eine Zusammenfassung vollzogener
Versuchsreihen ab, wobei die Versuchsbedingungen identisch waren. Nicht
relevante Untersuchungen werden nicht extra dargestellt.

Aus den ermittelten Daten wurden Ausbeute und Produktivitdt unter
Bertcksichtigung der Verdunstung ermittelt. Bei Probennahmen zum Zeitpunkt
O wurde pro Versuch die genaue Glucosekonzentration des Mediums
festgestellt. Die Grobeinschéatzung erfolgte mittels eines Refraktometers. Auf
Basis des Brechungsindex‘ wurde der Glucosegehalt der Fermentationslésung
vor Beginn der Versuchreihen grob auf 25% eingestellt. Die Ermittlung der
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tatsachlichen Glucosekonzentration bei der ersten Probennahme zum Zeitpunkt
0 mit der HPLC ergab jedoch meist einen Wert zwischen 23% und 25%. Der
Grund hierfur lag in der Tribe des verwendeten Mais-Hydrolysats. Der mittels
HPLC ermittelte Glucosegehalt diente als Grundlage fir die genauen
Berechnungen von Ausbeute, Produktivitdt und Erythritolkonzentration.

Wichtig ist anzumerken, dass jeder Versuch mindestens in doppelter
Ausfuhrung erfolgt ist. Die in den Grafiken veranschaulichten Ergebnisse stellen

einen gemittelten Wert aus den erhobenen Daten dar.

6.1 Vergleich von Hefestammen

In den Versuchen zum Vergleich von Hefestdmmen wurden zwei im Rahmen
dieser Diplomarbeit gescreente Mutanten (DCR01 und DCR417) mit bewahrten
und zum Teil in Produktion befindlichen erythritolproduzierenden Keimen
verglichen. Weiters wurde die Auswirkung der Zugabe von Thiamin auf die
Erythritolproduktion untersucht.

Das Fermentationsmedium setzte sich in diesem Versuch aus dem HK-Medium
mit einer Konzentration von 23% Glucose und 0,265% KNO3; zusammen. Bei
den parallel durchgefuihrten Versuchen wurden jeweils 3ppm Thiamin-
Hydrochlorid vor dem Autoklavieren zugegeben, das entspricht 0,24mg Thiamin
pro Kolben. Die Fermentationszeit betrug 115 Stunden.

Bei der Fermentation ohne Thiamin kann man erkennen, dass die Stamme
BC95 und 30G019 weder bei der Produktivitdt noch bei der Ausbeute mit den
anderen Hefestammen mithalten konnten. Bei der Fermentation mit Thiamin
konnte bei den Stammen BC95 und 30G019 eine Steigerung von Produktivitat
und Ausbeute erkannt werden. Die Erythritolproduktion der Stamme 90K014,
DCRO1 und DCR417 blieben von der Thiaminzugabe praktisch unbeeinflusst,
jedoch auf hohem Niveau. Erfolgreichster Stamm in der Versuchsreihe mit
Thiamin war die Mutante DCR417 mit einer Produktivitat an Erythritol von 1,025
g/l/h und einer Ausbeute von 46%.

Aus den Ergebnissen des vorliegenden Versuchs muss geschlossen werden,
dass Thiamin keinen nennenswerten Einfluss auf Ausbeute und Produktivitat

der untersuchten Stamme hat. Die Bedeutung von Thiamin blieb dabei unter
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den Erwartungen. Als mdgliche Erklarungen dafir wurde gemutmalfit, dass das
Thiamin die Temperaturen des Autoklavierens nicht schadlos Uberstanden hat.
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Abb. 12 Stammvergleich ohne und mit Thiamin
6.2 Thiaminreihe

Bei der Thiaminreihe wurde versucht zu klaren, ob es eine optimale
Konzentration an Thiamin im HK-Medium gibt. Der verwendete
Fermentationsstamm war die Moniliella pollinis Mutante DCR417. Das
Fermentationsmedium setzte sich aus dem HK-Medium mit einer
Glucosekonzentration von 25% und einer KNO3; Konzentration von 0,265%
zusammen. Die Thiaminzugabe erfolgte vor dem Autoklavieren. Den Kolben
wurde Thiamin in steigender Konzentration beigemengt, von Oppm bis 30ppm,
was einer Konzentration von 0-2,4mg pro Kolben entsprach. Der Versuch
wurde nach 93 Stunden beendet.

Die Untersuchung konnte keine klaren Ergebnisse beziglich eines optimalen
Thiaminwertes liefern. Zwar zeigten die Maximalwerte an Ausbeute zwischen 6
und 9ppm einen leichten Anstieg, dieser kann aber nicht als ausreichend
beschrieben werden, sodass von keinem eindeutigen Ergebnis gesprochen
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werden konnte. Noch weniger Einfluss als auf die Ausbeute scheint Thiamin auf
die Produktivitat der Hefen zu haben. Die ermittelten Werte unterlagen
zwischen der minimalen und maximalen Thiaminkonzentration nur geringen
Schwankungen. Der Kolben mit den hoéchsten gemessenen Werten enthielt
6ppm Thiamin (Ausbeute 36%, Produktivitat 1,09 g/l/h). Auch hier konnte kein
eindeutiger Zusammenhang zwischen der Thiamenkonzentration und der

Produktivitat des erythritolproduzierenden Stammes festgestellt werden.
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Abb. 13 Thiaminreihe mit Reihe mit der Mutante DCR417

6.3 KNO; Reihe

Die Versuchsreihe mit Kaliumnitrat sollte zeigen, welche die optimale
Konzentration der Stickstoffquelle KNOg fir das verwendete Medium sei.

Die Fermentation fir den Versuch wurde in einem HK-Medium mit einer
Glucosekonzentration von 25% durchgefuhrt. Der Zusatz von KNOj3 erfolgte in
gel6ster Form, wobei 2ml der KNO3-Ldsung 0,265% der Masse entsprachen.
Dem Medium wurden 10 unterschiedliche Volumina von der Kaliumnitratldsung
in steigendem Ausmal beigemengt. Beginnend bei Oml wurden verschiedene
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Konzentrationen in 0,5ml KNO3.Zugabe-Schritten hergestellt. Im letzten Ansatz
der Versuchsreihe erhielt das Medium 10ml KNOs-LOsung, im Versuch davor
wurden 4ml der Lésung beigemengt. Nach der Zugabe der Lésung wurden alle
Kolben mit Mischbettwasser auf das gleiche Volumen aufgefillt. Beimpft
wurden die Kolben mit 0,5ml einer VK der Mutante DCR417. Die Fermentation
wurde nach 67 Stunden beendet.

Die Versuchsreihe liel3 eine optimale Konzentration von KNOj; erkennen. Es
zeigte sich, dass die Optimalwerte fir Ausbeute und Produktivitat voneinander
abweichen. Fur die Ausbeute scheint die optimale Konzentration von KNO3 bei
etwa 0,13% zu liegen. Vor und nach diesem Wert nimmt die Ausbeute ab. Die
optimale Menge an KNOg liegt fir die Produktivitat bei 0,265%. Vor und nach

diesem Wert nimmt die Produktivitat ab.
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Abb. 14 KNO3 Reihe mit der Mutante DCR417
6.4 NaNO; Reihe

Eine Versuchsreihe mit Natriumnitrat wurde gestartet um zu klaren, welche
Konzentration der Stickstoffquelle NaNOs; optimale Ergebnisse fur die

Erythritolproduktion im verwendeten Medium zuliel3.
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Die Fermentation wurde in einem HK-Medium mit einer Glucosekonzentration
von 25% durchgefuhrt. NaNO; wurde dem Medium in geldoster Form
beigemengt, wobei mit 2ml der NaNO3-Losung die gleiche Menge an Stickstoff
eingebracht wird, wie mit 0,265% KNO3. Die Einwaage an NaNO3 wurde unter
Berucksichtigung des Molekulargewichtes vorgenommen. Somit entsprachen
2ml dieser Losung 0,227% des Fermentationsmediums. Nach der Zugabe der
Losung wurden alle Kolben mit Mischbettwasser auf das gleiche Volumen
aufgefullt. Die Kolben mit 0,5ml einer VK der Mutante DCR417 beimpft. Die
Versuchsreihe wurde nach 67 Stunden abgeschlossen.

Die Auswertung der Versuchsreihe mit Natriumnitrat zeigte eine optimale
Konzentration von NaNOs flir das verwendete Medium. Jedoch wichen auch in
diesem Fall die Optimalwerte fir Ausbeute und Produktivitét leicht voneinander
ab. FUr die Ausbeute lag die optimale Konzentration von NaNO;3; bei etwa
0,17%. Die Versuchsgrafik verdeutlicht, dass die Ausbeute mit der Mutante
DCRA417 bis zu diesem Wert steigt. Nach der Konzentration von 0,17% beginnt
die Ausbeute wieder zu sinken, was darauf hinweist. Die optimale Menge an
NaNO; im verwendeten Medium liegt fur die Produktivitat bei einer
Konzentration von 0,227%.
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Abb. 15 NaNO3 Reihe mit der Mutante DCR417



Ergebnisse 83

6.5 NH;NO; Reihe

Eine weitere Versuchsreihe zur Ermittlung der optimalen Konzentration einer
Stickstoffquelle wurde durchgefuhrt. Bei der beforschten Stickstoffquelle
handelte es sich um Ammoniumnitrat.

Die Fermentation wurde in einem HK-Medium mit einer Glucosekonzentration
von 25% durchgefuhrt. Dem Medium wurde stufenweise NH4NOg3 in geloster
Form zugesetzt, wobei 2ml der NH4NOs;-Losung der Menge an Stickstoff
entsprachen, die 0,265% an KNOgs lieferten. Die Stickstoffquelle wurde in 0,5ml
Schritten beigemengt. Auf diese Weise konnten 10 unterschiedliche
Versuchsansétze fur einen Vergleich gemacht werden. Bei der Einwaage von
NH4NO3; wurde das Molekulargewicht bericksichtigt, wodurch 2ml der Lésung
0,107% des Fermentationsmediums entsprachen.

Nach Zugabe der Losung wurden alle Kolben mit Mischbettwasser auf das
gleiche Volumen aufgefillt. Beimpft wurden die Kolben mit 0,5ml einer VK der
Mutante DCR417. Nach 67 Stunden wurde die Versuchsreihe beendet.

Im Zuge der Versuchsreihe mit Ammoniumnitrat konnte fur diese
Stickstoffquelle eine optimale Konzentration fir das verwendete Medium
ermittelt werden. Wiederum stimmten die Optimalwerte fir Ausbeute und
Produktivitat nicht Uberein. Fir die Ausbeute ergab sich eine optimale
Konzentration von NH4NO3 bei etwa 0,027%. Die Produktivitat des DCR417 im
ammoniumnitrathaltigen Medium erreichte bei einer Konzentration von 0,054%

der NH4NO3-L6sung einen optimalen Wert.
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Abb. 16 NH4sNO3; Reihe mit der Mutante DCR417

6.6 Manganreihe

Eine Versuchsreihe wurde mit dem Schwermetall Mangan unternommen. Es
sollte geklart werden, ob es eine optimale Konzentration an Mangan im HK-
Medium gibt. Der verwendete Fermentationsstamm flr die Versuchsreihe war
die Moniliella pollinis Mutante DCR417. Das Fermentationsmedium setzte sich
aus dem HK-Medium mit einer Glucosekonzentration von 23% und einer KNO3
Konzentration von 0,265% zusammen. Mangan wurde in Form von
Mangansulfat zugegeben. Der Zusatz von Mangan erfolgte mittels einer
Losung, wobei 1ml dieser Mangan-Losung 5ppm Mangan entsprachen. Den
Kolben wurde die Manganldsung in steigender Konzentration zugesetzt, von
Oppm bis 50ppm. Der Versuch wurde nach 69 Stunden beendet.

Die Untersuchung konnte keine klaren Ergebnisse bzgl. einer optimalen
Mangankonzentration liefern. Die Ausbeute war zwischen 20 und 35 ppm leicht
erniedrigt, jedoch kann nicht von einer klaren Tendenz gesprochen werden.
Ebenso lieRen die Werte fur die Produktivitdt der Hefen keine eindeutigen
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Aussagen Uber einen Zusammenhang von Mangan und der Erythritolproduktion
des DCR417 im verwendeten Medium zu. Sowohl fur die Ausbeute als auch fir
die Produktivitat unterlagen die ermittelten Daten zwischen der minimalen und
maximalen Mangankonzentration zu unterschiedlichen Schwankungen, als

dass daraus klare Erkenntnisse abgeleitet werden konnten.
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Abb. 17 Manganreihe mit der Mutante DCR417
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7 Diskussion

Die Versuchsreihen zum Stammuvergleich der erythritolproduzierenden Stamme
sollte einerseits Uberprufen, ob die Mutanten brauchbar seien und sollten
andererseits zeigen, ob sie eine langfristige Alternative zu den vorhandenen
bewéhrten Stammen sein kdnnen.

Es zeigte sich, dass die Mutanten DCRO1 und DCR417 unter den
verschiedensten Bedingungen eine gute Alternative zu den verwendeten
Stammen darstellten. Nach der Mutation wurden die Mutanten vor allem auf
eine hohe Osmotoleranz hin gescreent. Weiters wurden die Mutanten danach
ausgewahlt, ob sie mit weniger Stickstoff auskommen und vor allem im
Ganzkornmais-Hydrolysat gut wachsen konnten. Folglich bestand der
Néahrboden der verwendeten Agarplatten, mittels denen die erste Auswabhl
getroffen werden sollte, zwar aus aufkonzentriertem GKMH mit einer
Glucosekonzentration von 30%, jedoch wurde keine externe N-Quelle
zugesetzt. Es konnte daher davon ausgegangen werden, dass die
angewachsenen und koloniebildenden mutierten Hefezellen neben dem hohen
osmotischen Druck und der wahrscheinlichen N-Knappheit auch die anderen im
GKMH vorliegenden und ebenfalls aufkonzentrierten Substanzen aktzeptieren
wirden.

Die Versuchsreihen zum Stammvergleich hatten einen gemeinsamen Start,
indem am Vortag des Versuchsbeginns alle verwendeten Stamme in das
gleiche VK-Medium dberimpft wurden. Dieses VK-Medium bestand
ausschlief3lich aus dem zur Verfiugung stehenden Hydrolysat aus dem ganzen
Maiskorn, welches von Charge zu Charge leicht schwankend etwa 20-21%
Glucose beinhaltete. Es wurde keine externe N-Quelle zugesetzt. Im
anschlieBenden HK-Versuch zeigte sich, dass die Mutanten der DCR-Reihe
einen Vorteil gegentiber den sich in Verwendung befindenden Stammen hatten.
Sowohl Ausbeute als auch Produktivitat lagen in der Versuchsreihe teilweise
weit Uber denen der verglichenen Stamme.

Aus den beobachteten Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die im
Rahmen der Forschungstatigkeit in oben beschriebener Weise gescreenten

Mutanten einen leichten Vorteil gegentber anderen Stammen haben kénnen,
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wenn sie in einer gewohnlichen Ganzkornmais-Hydrolysat Vorkultur, ohne
jegliche Zusatze, herangezichtet worden sind.

Bei den Versuchen zur Thiaminreihe sollte geklart werden, ob ein Zusatz von
Thiamin im Umfang von 5 bis 50ppm vor dem Autoklavieren die
Erythritolproduktion steigern kann. In der Literatur wird haufig auf einen
positiven Einfluss von Thiamin auf die Entstehung von Erythritol hingewiesen.
Die Steigerung der Erythritolproduktion durch einen Zusatz von Vitamin Bl liegt
in der Tatsache begriindet, dass Thiamin einen malfgeblichen Anteil am
Stoffwechsel der Kohlehydrate hat. Das in der vorliegenden Forschung
verwendete Fermentationsmedium bestand aus dem Hydrolysat von
Maiskornern. Im Gegensatz zu einem synthetisch hergestellten Medium konnte
im Mais-Hydrolysat der genaue Thiamingehalt nicht festgelegt werden. Durch
die Versuchsreihen wurde versucht eine optimale Konzentration an Thiamin zu
finden. In den Versuchen zeigte sich aber, dass der Zusatz von Thiamin zum
verwendeten Maissirup keinen klaren Vorteil hatte. Diese Resultate kdnnen
darin begriindet sein, dass Thiamin bei der Hydrolyse der Maisstarke und beim
Autoklavieren durch die thermische Einwirkung zerstort wird. Die
GroRRenordnung dieser Zerstorung konnte jedoch nicht ermittelt werden. Somit
kann gesagt werden, dass der Zusatz von Thiamin zum Fermentationsmedium,
welches aus dem Hydrolysat des ganzen Maiskorns besteht, fur die Moniliella
pollinis Mutante DCR417 keinen entscheidenden Vorteil bringt.

Die Versuchsreihen mit den Stickstoffquellen KNOs;, NaNOs; und NH4NOj;
sollten zeigen, ob es ein fur die Mutante DCR417 eine optimale Konzentration
einer der untersuchten Stickstoffquellen gibt. Alternativ konnte erkannt werden,
ob eine der beforschten N-Quellen gegenitber den anderen einen Vorteil
beziglich Ausbeute oder Produktivitat hat. Da sowohl NaNOs3 als auch NH4NO;
beziglich des angebotenen Stickstoffs eine geringere Molmasse aufweisen,
kobnnen sie als gute Alternative zu KNOj3; gesehen werden. Bei den
unternommenen Versuchsreihnen konnten jeweils Peaks sowohl fir die
Ausbeute als auch fur die Produktivitat dokumentiert werden. Es stellte sich
heraus, dass der Zusatz von KNOj3; gegentber NaNOsz und NH4NOg3 leichte

Vorteile bei beiden relevanten Werten hat. Eine weitere Erkenntnis, die aus den
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Stickstoffversuchen gezogen werden konnte, war, dass ein Zuviel an Stickstoff
sich negativ auf die Erythritolproduktion der Hefen auswirkt. Aufgrund des
Uberschussigen Stickstoffs kommt es Zu einem vermehrten
Biomassewachstum, welches sich negativ auf sowohl Ausbeute als auch
Produktivitat auswirkt. Auf Basis der Daten dieser Untersuchung kann gesagt
werden, dass KNOj; bei einer Konzentration von etwa 0,2% bei der
Fermentation der Mutante DCR417 in einem Ganzkornmais-Hydrolysat eine
hervorragende N-Quelle ist.

Bei Versuchen, die den Einsatz von Mangan untersuchten, sollte geklart
werden, ob dieses Schwermetall einen positiven Einfluss auf die
Erythritolproduktion haben kann. In der wissenschaftlichen Literatur wird auf
einen positiven Einfluss von Mangan auf die Produktion von Erythritol
hingewiesen [LEE JK et al., 2000]. Mangan soll eine positive Wirkung auf die
Permeabilitdt der Hefezellen haben, wodurch das Erythritol leichter durch die
Zellwand ausgeschleust werden kann. Die Mangankonzentrationen im Versuch
waren bewusst hoch angesetzt, da das Ganzkornmais-Hydrolysat geringe
Mengen an Mangan beinhaltete und auch ein mdglicher negativer Effekt einer
sehr hohen Mangankonzentration ermittelt werden sollte. In den Ergebnissen
konnte mit steigender Mangankonzentration eine geringe Abnahme von sowohl
Erythritolausbeute als auch Produktionsrate von Erythritol erkannt werden. Die
Ansatze mit 40 und 50ppm Mangan zeigen hohe Werte fir Ausbeute und
Produktivitat. Diese Ergebnisse Uberraschen angesichts des bis dahin
beobachteten negativen Zusammenhangs zwischen der Zugabe von Mangan
und der Ausbeute und Produktivitatsrate von Erythritol. Schenkt man den hohen
Werten bei den letzten beiden Ansatzen Glauben, wirde dies bedeuten, dass
die Ausbeute und Produktivitdt von Erythritol ab einem Zusatz von 40ppm
Mangan zu einem Fermentationsmedium wieder stark ansteigt. Da es sich bei
Mangan um ein Schwermetall handelt und auch in der wissenschaftlichen
Literatur nichts Uber einen derart hohen Einsatz von Mangan zu finden ist, muss
jedoch an dieser These gezweifelt werden. Eher kann bei den beiden
beobachteten Werten von Ausreif3ern ausgegangen werden. Hier kdnnte eine

Versuchswiederholung Klarheit bringen.
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Unter der Annahme, dass es sich bei den Anséatzen mit 40 und 50ppm Mangan
um Ausreil3er handelt, kann gesagt werden, dass der Einsatz von Mangan bei
der Fermentation mittels der Moniliella pollinis Mutante DCR417 zu keiner
Steigerung der Erythritolproduktion fuhrt. Mit zunehmender Konzentration ist
eher mit einer Abnahme von sowohl Ausbeute als auch Produktivitat zu
rechnen.

Unter die unternommene Forschungstatigkeit zur Optimierung der
Erythritolproduktion mit einer Mutante der Hefe Moniliella pollinis im
Ganzkornmais-Hydrolysat kann das Restiimee gezogen werden, dass vor allem
das Mutieren erythritolproduzierender Stamme Ressourcen bietet, um groRRere
Schritte in Richtung einer erfolgreicheren Ausbeute und Produktivitat machen
zu kdonnen. Das Medium aus Ganzkornmais-Hydrolysat scheint hinsichtlich der
Stickstoffquelle und der Glucosekonzentration in seiner Verwendung zum
Zeitpunkt des Praktikums optimal eingestellt. Der Weg mittels unterschiedlicher
Zusatze zum Fermentationsmedium ,Meilensteine“ in der Produktions-
steigerung zu erzeugen, erwies sich als langwierig und nicht immer
aussichtsreich. Diese Methode scheint fur eine Feinabstimmung der
Produktionsoptimierung geeignet. Bedeutendere Ergebnisse kdnnen mit Hilfe
von Mutationsrunden erzielt werden. Bringt eine erfolgreiche Mutante gute
Eigenschaften hinsichtlich der Produktion von Erythritol mit, vermag sie die
Ergebnisse bei gleichem Fermentationsmedium auf ein anderes Niveau zu
heben. Erschwerend ist, dass im Gegensatz zur gentechnischen Verénderung
eines Organismus, das Mutieren mittels NTG zufallig passiert. Es ist nicht
madglich in einer Mutationsrunde gezielt Eigenschaften der Hefen zum Besseren
hin zu verandern. Als Fazit aus den unternommenen Versuchen kann daher
gesagt werden, dass dem Screenen von Mutanten in der Optimierung der
Erythritolproduktion eine wichtige Rolle zukommt. Wenn es mdglich ist, wie es
die Ergebnisse aus den Stammvergleichen nahe legen, im Screenverfahren auf
die Eigenschaften der Mutanten indirekt — durch die Kultivierungsbedingungen
vermittelt — einzuwirken, scheint in dieser Vorgehensweise Potential fur die
Optimierung der Erythritolproduktion durch eine Mutante der Hefe Moniliella

pollinis im Ganzkornmais-Hydrolysat zu liegen.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der fermentativen Herstellung von
Erythritol. Ziel war es die Ertrage in der Herstellung zu optimieren. Zum Erreichen
des Ziels wurden zwei unterschiedliche Ansatze unternommen. Zum einen wurde
versucht aus einem bestehenden und ertragreichen Stamm der Hefe Moniliella
pollinis eine Mutante mit besseren Eigenschaften zu erzeugen. Mutiert wurde
mittels NTG. Im Screening-Verfahren konnten vielversprechende Mutanten
gesichtet werden. Die mutierten Stamme der Hefe Moniliella pollinis wurden
ausfihrlich mit dem Ausgangsstamm und anderen in Verwendung befindlichen
Hefen verglichen. Die neuen Stamme, mit den Namen DCRO1 und DCRA417,
zeigten Vorteile gegenidber den bewahrten Stammen. Vor allem bei
Versuchsansatzen, welche aus einer Vorkultur mit geringem Stickstoffgehalt
beimpft wurden, zeigten sich Vorteile sowohl in Ausbeute als auch in Produktivitat
im Vergleich mit den bewahrten Stammen. Zum anderen wurde versucht neben
dem Mutieren und Screenen einer erfolgreichen Mutante von Moniliella pollinis das
verwendete Fermentationsmedium zu optimieren. Das Medium bestand aus
Ganzkornmais-Hydrolysat. Wie der Name sagt, handelte es sich dabei um einen
Sirup, der die gesamten Bestandteile des Maiskorns beinhaltete und sich somit
von einem synthetischen Naéhrmedium unterschied. Es wurde versucht durch
Zusétze die Ergebnisse von Ausbeute und Produktivitat unter Beachtung der
wirtschaftlichen Machbarkeit zu erh6hen. So wurde versucht durch den Zusatz von
unterschiedlichen Stickstoffquellen die Ertrage zu steigern. Die Auswirkungen von
Thiamin und Mangan im Fermentationsmedium wurden ebenfalls beforscht. Es
stellte sich heraus, dass sich durch den Zusatz von KNOj als externe
Stickstoffquelle sowohl Ausbeute als auch Produktivitdt mehr steigern liel3en als
durch den Einsatz von NaNO3 und NhsNOs. Durch den Einsatz von Thiamin und
Mangan konnten keine deutlichen Produktionssteigerungen erzielt werden. Es
stellte sich jedoch heraus, dass die neu gescreenten Mutanten DCRO1 und
DCR417 der Hefe Moniliella pollinis, eine gute Alternative zu den bestehenden
Fermentations-stammen sein konnen. Als Fazit kann gesagt werden, dass im
Erzeugen einer erythritolproduzierenden Mutante mehr Optimierungspotential

steckt, als im Verbessern des verwendeten Fermentationsmediums.
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Abstract

The present work deals with the fermentative production of erythritol. The aim of
this study was to increase yield in production. In order to achieve that, two
different approaches were undertaken. On the one hand it was planned to
produce a mutant, which had better fermentation properties from an approved
high-yielding Moniliella pollinis strain. The mutation was executed with NTG. In
the following screening promising mutants could have been found. The new
mutant strains of the yeast Moniliella pollinis were compared in detail with the
original strain, and other in-use yeast. The new strains, which had been named
DCRO1 and DCR417, showed advantages in comparison to the approved
yeast. Especially in attempts, which were inoculated from a preculture which
contained low nitrogen. Advantages were shown in both yield and in productivity
compared with other erythritol forming strains. On the other hand one aim was
to optimize, in addition to the mutation and screening of a successful mutant
from the yeast Moniliella pollinis, the fermentation medium. The medium
consisted of whole corn-hydrolyzate. As the name suggests, the used syrup
contained all the properties of corn kernels and is therefore clearly different from
a synthetic fermentation medium. It was attempted to increase the results of
both yield and productivity based on economic feasibility by additives. For
example, it was attempted to increase yields by addition of different nitrogen
sources, but also the effects of thiamine or manganese in the fermentation
medium were investigated. It turned out that the increase of both yield and
productivity was higher after addition of KNO3 as an external nitrogen source,
than by the use of NaNO3; and NH4NOs;. Due to the use of both manganese and
thiamine no clear increase in production amount could be achieved. It turned
out, however, that the newly screened mutants DCR0O1 and DCR417 from the
yeast Moniliella pollinis could be a good alternative to the existing fermentation
strains. As a conclusion it can be said that creating an erythritol forming mutant

has more optimization potential than improving the fermentation medium.
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Gerate und Material

Gerate

Autoklav:
Brutschrank:
Eppischiittler:
Gefrierschrank:
HPLC:

HPLC-Laufmittel:

ICP-OES:

Kolbenschittler:
Magnetrihrer:
Mikroskop:
pH-Meter:

Photometer:
Pipetten:

Plattenschiittler:

Refraktometer:

Rotavapor:

Membranpumpe:

Titrator:

Vortex:

Waagen:

Wasserbad:

Zentrifugen:

Webeco GmbH, 82472 (1987)

Binder, BD115 #04-72634

EPPENDORF, Thermomixer comfort (1,5ml)

Thermo Electron Corporation, HFU 1185 SIBASIC-V35 (-80°C)

Dionex HPLC; Pumpe:P680 HPLC Pump; Sampler: ASI-100 Automated
Sampler Injector; Sdulenofen: Thermostated Column Compartment TCC-
100; Chromatographiesaule: BIO-RAID HPLC Column for Fermentation
Monitoring (150mm x 7,8mm); Detektoreinheit: Shodex RI-101;Software:
Chromeleon Client, Version 6.8. SR10 Build 2818(166959)

MMilipore, Synergy UV, Millipak Express (0,22um)

SpectroGenesis, Modell: Genesis FEX; Autosampler: CETAC Technologies
ASX-260; Software: Smart Analyzer of Spectro Smart Studie v. 3.01.0753,
Build 2600

Infors HAT (RC-TX); Sartorius, Certomat BS-1; Adolf Kiihner AG, ISF-4-V
IKAMAG, RET-G; IKAMAG, RCT

Reichert Diavar, 300416

Metrohm, 744 pH-Meter

Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 S UV-VIS Spectrometer

Eppendorf Research 5000ul; Eppendorf Research plus 1000ul; Eppendorf
Research 100ul

Infors HAT Microtron, Multitron 1l

ATAGO 1T, NAR 1T; ATAGO digital Thermometer

Bichi, Rotavapor R-215, Heating Bath B-491, Vakuumpumpe: ILMVAC,
4200 132-03; Bichi, Rotavapor EL130, Vacuumbrand,
Membranvacuumpumpe, MZ 2C

Metrohm, 665 Dosimat, 20ml; Metrohm, 682 Titroprocessor

Scientific Industries, Vortex-Genie 2

Sartorius, CP 324 S (d=0,1mg); Sartorius, CP 4202 S-ACE (d=0,019);
Sartorius, CP 423 S (d=0,001g); Sartorius, CP 8201 (d=0,19g)

Julabo, SW22

Thermo Electron Corporation, Heralus, Multifuge 1L (4.000rpm);
EPPENDORF, Centrifuge 5415C (14.000rpm)



94

Material

Bluecaps:
Impfésen:
Kivetten:
Mikrotiterplatten:
Petrischalen:

Spitzen:

Spritzen:
SpritzenvorsatZzfilter:

Vial-Caps:
Vials:

Chemikalien

Agar-Agar:

Ammoniumnitrat:

Gerate und Material

Greiner Bio-One 15 und 50m|

Carl Roth, Einmal Impfosen 1pl

Plastibrand, 1,5ml semi-micro

greiner bio one, Cellstar, 24 Well, sterile

Petrischalen mit Nocken, steril, DMR 90mm

250ul VWR 53503-610; 1-250ul 960 per refill, West. Chester, PA; 2-200ul
960 per refill, West. Chester; 50-1000ul universal blue tips, 5000 Stk.
SYRINGE without needle

PALL, Life science, Acrodisc 32mm, Syringe Filter with 0,2 pm
Super Membran

VWR international, Cap alu cl 11ml, Rub red-orange, TEF transp.

VWR International, Vial cr 1,5ml cl. gl. 32 x 11,6mm

Kobe I, pulv., Dichte 0,55, 1kg, Carl Roth GmbH + CoKG,
Karlsruhe
(reinst) 98,5%, 1kg, Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Calciumchlorid Dihydrat: >99% p.a., ASC, 1kg, Carl Roth GmbH + CoKG, Karlsruhe

Citronensaure Anhydrat:, fur Lebensmittel, 25kg, Jungbunzlauer

Dikaliumhydrogenphosphat:, Ph. Eur., BP, wasserfrei, 1kg,Carl Roth GmbH + CoKG,

Karlsruhe

D-Glucose-Monohydrat: 99,5%, 5kg, Carl Roth GmbH + CoKG, Karlsruhe

Hefeextrakt:

HPLC-Laufmittel:

technisch, 25kg, GISTEX Standard Powder AGGL (Primary
grown yeast extract)
0,01 N H,SO,4; H,SO, 2 N, 2,51, VWR Prolabo

Kaliumdihydrogenphosphat: >99% p.a., ASC, 5kg, Carl Roth GmbH + CoKG, Karlsruhe

Kaliumnitrat:

technisch

Mangan(I)-Sulfat-Monohydrat: (rein), 1kg, E. Merck, Darmstadt

NaOH:
Natriumacid:
Natriumnitrat:
NTG:

Pyridoxinhydrochlorid:

Thiaminhydrochlorid:

1N, 25I, Merck

reinst, 2509, Merck

>99% p.a. ACS, IS0, 1kg, Carl Roth GmbH + CoKG, Karlsruhe
1-Methyl-3-Nitro-1-Nitrosoguanidin ~ 97%, angefeuchtet mit
Wasser, 10g, Sigma-Aldich

>99% f. Biochemie, 100g, Carl Roth GmbH + CoKG, Karlsruhe
>98,5% f. Biochemie, 100g, Carl Roth GmbH + CoKG, Karlsruhe
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