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(57) Abstract

The invention relates to a method for obtaining an endoinulinase-producing microorganism, comprising the following steps: collecting
earth and/or tissue samples in the root area of inuline-storing plants; selecting microorganisms using inuline as the only carbon source,
by adding an inulin—containing agent during a determined period; separating and culturing said selected microorganisms. The invention
also relates to a microorganism having strictly an endoinulinase—activity, as well as a method for detecting such an activity, comprising
the following steps: marking said inulin with a marker substance; incubating the marked inulin with inulase during a determined period;
separating the non—converted marked inulin; determining the charge extinction at 592 nm.

(57) Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erzeugung eines Endoinulinase produzierenden Mikroorganismus. Erfindungs-
gemiB sind folgende Verfahrensschritte vorgesehen: Sammeln von Erdproben und/oder Gewebeproben aus dem Wurzelbereich inulinspe-
ichernder Pflanzen, Selektion von Mikroorganismen, die Inulin als einzige Kohlenstoffquelle nutzen, durch Zufiigen von inulinhaltigem
Medium liber einen definierten Zeitraum, Vereinzeln und Kultivieren der selektierten Mikroorganismen. Die vorliegende Erfindung betrifft
ferner einen Mikroorganismus mit reiner Endoinulinase-Aktivitit sowie ein Verfahren zur Detektion von Inulinase—Aktivitit mit folgenden
erfindungsgemiBen Verfahrensschritten: Markieren von Inulin mit einer Markierungssubstanz, Inkubation des markierten Inulins mit Inuli-

nase liber einen definierten Zeitraum, Abtrennung des nicht umgesetzten markierten Inulins, Bestimmung der Extinktion des Ansatzes bei
592 nm.
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VERFAHREN ZUR ERZEUGUNG EINES ENDOINULINASE PRODUZIERENDEN MIKROORGANISMUS UND
VERFAHREN ZUR DETEKTION VON ENDOINULINASE-AKTIVITAT

Die Erfindung betrifft ein verfahren zur Erzeugung eines Endoinulinase produzierenden
Mikroorganismus, den Mikroorganismus selbst, ein verfahren zur Herstellung von Endo-
inulinase, ein Verfahren zur Herstellung von Oligofructosiden aus Inulin sowie ein Verfah-
ren zur Detektion auf Endoinulinase-Aktivitat.

Inulin ist nach Starke das am haufigsten vorkommende pflanzliche Reservekohlenhydrat.
Es ist ein Fructosepolymer, das im Wesentlichen durch Beta-D-(2 -> 1)-fructosyl-fructose-
glycosidische Bindungen linear verknlpft ist. inutinmolekiile beginnen am nicht-reduzie-
renden Ende oft mit einer Glucoseeinheit. Ublicherweise sind zwei bis sechzig Einheiten
miteinander verknUpft. Die bekanntesten Inulinguelien sind Chicorée-Wurzeln sowie die
Knollen von Dahlien und Topinambur. Letztere werden von Diabetikern als Kartoffel- bzw.
Starkeersatz benutzt, da bei der Verdauung nicht Glucose, sondern Fructose entsteht, der
den Blutzuckerspiegel nicht erhdht. In der Diagnostik spielt Inulin eine Rolle zur Bestim-
mung der Nierenfunktion (giomerulare Filtrationsrate), da radioaktive Methoden zuneh-
mend auf Ablehnung stoB8en.

Inulin ist im Handel unter dem Namen Fibrulin oder Raftilin aus Chicorée-Wurzein isoliert
erhaltlich. Die Kettenldngen von Fibrulin und Raftilin schwanken zwischen 2 bis 60 Fructo-
seeinheiten. Diese Produkte enthalten einen gewissen Anteil an Oligofructosiden sowie
geringen Mengen an Glucose, Fructose und Saccharose.

inulinasen sind Enzyme, die inulin hydrolytisch, d.h. unter Einbau von Wassermolek{len
spalten. Nach der Art der Spaltung werden sie in Exoinulinasen und Endoinulinasen unter-
teilt. Exoinulinasen spalten inulin vom Ende her in Fructoseeinheiten. Endoinulinasen spal-
ten Inulin intramolekular, wobei klrzere inulineinheiten und Oligofructoside, aber keine
Fructose entsteht. in der Natur kennt man bisher beide Enzymtypen gemeinsam, sei es
aufgrund des gleichzeitigen vorkommens zweier Enzyme oder aufgrund gleichzeitigen
vorkommens beider Aktivitaten auf demselben Enzym. Die Einwirkung dieser Enzyme auf
inulin fahrt immer zu Fructose als Endprodukt. Bisher sind verschiedene Mikroorganis-
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men, vor allem Pilze, bekannt, die Enzyme synthetisieren, die sowohl Endo- wie auch Exo-
inutinase-Aktivitat besitzen.

Oligofructoside kommen in vielen Pflanzen, z. B. in Spargeln und Zwiebeln, natiirlich vor.
Dabei handelt es sich um kurze inulinmolekdile, die aus 2 bis 10 miteinander verbundenen
Fructoseeinheiten bestehen. im menschlichen Darm werden sie nicht verdaut und sind
deshalb, wie hoher polymerisiertes inulin auch, als kalorienarmer Ballaststoff in Diitetika
und Diabetika einsetzbar. Sie beeinflussen die Darmflora giinstig und sind von medizini-
schem Interesse, insbesondere hinsichtlich der Behandlung von Durchfallerkrankungen,
Verdauungsstorungen, Regenerierung der Darmfiora nach Antibiotika-Therapie. Sie solien
ferner eine lipidsenkende Wirkung haben, so daB sie zur Vorbeugung und Behandiung ko-
ronarer Herzkrankheiten eingesetzt werden kénnen.

Bestimmte Oligofructoside werden industriell aus Saccharose durch enzymatische Trans-
fructosylierung hergestellt (vgl. DE 31 12 842 A1). Dabei entsteht eine Mischung relativ kur-
zer Oligofructoside aus zwei bis vier miteinander verbundenen Einheiten, die enzyma-
tisch aus Saccharose durch wiederholtes Anknlipfen des Fructoserestes der Saccharose an
ein anderes Saccharose-Molekll hergestellt werden. Die Mischung dieser Oligofructoside
wird unter den Handelsnamen "Neosugar" oder "Actilight" vertrieben.

Die Anwendung des Neosugar wird erheblich eingeschrankt durch die abfiinrende Wir-
kung der enthaltenen sehr kurzen Oligofructoside. Es ist daher auf Dauer zur Nahrungser-
ganzung bei Adipositas und Diabetes nicht geeignet. AuBerdem ist bedingt durch den
Herstellungsprozess Saccharose ebenfalls enthalten, die abgetrennt werden mus, wenn
der als Lebensmittel verwendete Neosugar kalorienarm sein soll.

In der DE 40 03 140 A1 wird ein Verfahren zur Herstellung eines glucose-, fructose- und
saccharosearmen Inulo-Oligosaccharid-Produkts beschrieben, das auf enzymatischer Hy-
drolyse mittels einer von Pilzen produzierten Endoinulinase basiert. Das unter dem Na-
men Raftilose vertriebene Produkt ist eine Mischung aus Oligofructosiden mit einer Ket-
tenlange von zwei bis acht Einheiten. zur Senkung des Gehalts an Glucose, Fructose und
Saccharose wird Alpha-Glucosidase im Laufe des Verfahrens eingesetzt. Die verwendete
Endoinulinase muB auBerdem in einem aufwendigen Reinigungsschritt zuvor von Exoinu-
linase befreit werden.
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Aufgabe der Erfindung ist es, Mikroorganismen sowie Verfahren zu ihrer Isolierung bereit-
zustellen, die Enzyme mit ausschlieBlicher Endoinulinaseaktivitit produzieren. Aufgabe
der Erfindung ist es ferner, ein Verfahren zur Herstellung von Endoinulinase bzw. Oligo-
fructosiden aus Inulin sowie ein Verfahren zur Detektion der Endoinulinase-Aktivitit
bereitzustelien.

Die LOsung besteht in einem Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 1, einem Mikro-
organismus mit den Merkmalen des Anspruchs 17, sowie Verfahren mit den Merkmalen
der Anspriiche 19, 20 und 22.

Die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren isolierten Mikroorganismen stellen Enzyme
her, die eine reine Endoinulinase-Aktivitat entfalten. Diese Enzyme kdnnen auf bekannte
Weise z. B. chromatographisch isoliert und ggf. immobilisiert werden und zur Herstellung
von Oligofructosiden aus Inulin eingesetzt werden. Im einfachsten Fall gen(igt es, den
Uberstand ohne eine weitere Aufarbeitung durch zentrifugation abzutrennen, einzuen-
gen und zu lyophilisieren. Die aufwendige Abtrennung der Exoinulinaseaktivitit entfallt.
Die Behandlung mit Alpha-Glucosidase und die Abtrennung von Monosaccariden entfalit
ebenfalls.

Die hier beschriebene Endoinulinase wird von Inulin-abbauenden Bakterien produziert.
Durch Einwirken der bakteriellen Endoinulinase auf inulinhaltige Losungen oder geeigne-
ten Pflanzenextrakt entstehen bei 50 bis 60°C und pH 5 - 7 Oligofructoside. Fructose ent-
steht nicht oder nur in Spuren. Das Verfahren der enzymatischen Hydrolyse mit bakteriel-
ler Endoinulinase ist flr die biotechnologische Produktion von Oligofructosiden geeignet.
Durch Vvariation der Einwirkungszeit des Enzyms kann der Polymerisationsgrad der 0Oligo-
fructoside beeinflugt werden.

Vorteilhafte Weiterbildungen ergeben sich aus den Unteransprichen.

Im Folgenden wird ein Ausfiihrungsbeispiel des erfindungsgemasen Verfahrens anhand
der beigefligten Abbildungen naher beschrieben. ES zeigen:

Figur 1 eine dunnschichtchromatische Analyse des Inulinabbaus durch die erfindungs-
gemaBen Bakterienstdmme Bl (Spuren 1 - 6) und KJ (Spuren 13 - 16);
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Figur 2 eine dunnschichtchromatographische Analyse der Wirkung von Succinat auf
die Endoinulinase-Aktivitat des erfindungsgemagen Bakterienstammes MN
(Spuren 1 -4 und 9 -13),

Figur 3 eine diinnschichtchromatographische Analyse der Endoinulinase-Aktivitit des
erfindungsgemasen Bakterienstammes MN (Spuren 1 -4 und 9 - 12);

Figur 4 eine dunnschichtchromatographische Analyse der pH-Abhangigkeit der Endo-
inulinase-Aktivitat.

Zunachst wurden geeignete Mikroorganismen mit Hilfe Inulin-haltiger Anreicherungskul-
turen isoliert. Ausgangsstoff waren Erdproben, die in den Garten der Stadt Joinville, S.C.,
Brasilien gesammelt wurden. Die Erdproben wurden den Wurzelbereichen von Dahlien,
Chicorée, Agave und Topinambur entnommen. Die Erdproben wurden in Blumentdpfen
mit Wasser feucht gehalten und in Intervallen von drei bis finf Tagen mit einer inulin-
oder fibrulinhaltigen wagrigen Losung mit einer Konzentration von 1 Gew.-% Inulin bzw.
Fibrulin versetzt. Ferner wurde Pflanzengewebe aus zerfallenden Dahlienknollen in M-
Medium gegeben und geschittelt. Inulin kann von der Firma Serva, Heidelberg, Deutsch-
land; Fibrulin von der Firma Cosucra, Fontenoy, Belgien bezogen werden.

Fur die weitere Behandlung wurden folgende Medien verwendet (jeweils in Aqua bidest):

1. M-Medium, enthaltend 0,9 g/| Naz HPOs X 12 H20, 0,7 9/| KH2PQ4, 0,1 9/t MgS0a X 7 H20,
0,2 g/t CaClz x 2 H20, 0,5 g/l (NH4)2504, 1 mi einer Stammidsung von Spurenelementen.
Der pH-Wert wurde auf 6,5 eingestellt.

2. Stammildsung von Spurenelementen enthaltend 5,0 g/l FeS0a X 7 H20, 1,0 g/l HzBO4,
0,45 g/1 ZnS0a X 7 H20, 0,3 g/l MnClz X 4 H20, 0,3 g/ CoCl2 X 6 H20, 0,1 g/l CuSO4, 0,1 g/l
Kl, 0,04 g/l NaMo0Qa X 2 H20.

3. SM-Medium enthaltend M-Medium zuzlglich 1,0 g/l Bernsteinsaure bei einem pH
von 6,5.

4 YM-Medium aus M-Medium zuztiglich 0,5 g/l Hefeextrakt (Unipath Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England).
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5. SYM-Medium aus SM-Medium zuziglich 0,5 g/l Hefeextrakt.
6. FYM-Medium aus YM-Medium zuzlgiich 5 g/l Fibrulin.
7. FYSM-Medium aus SM-Medium zuziglich 0,5 g/l Hefeextrakt und 5 g/l Fibrulin.

Zur Herstellung der Medien wurden eine 4,5-prozentige Stammidsung tnulin und eine 10-
%-ige Stammlosung Fibrutin in Agua bidest angesetzt, separat sterilisiert und dem jeweili-
gen Medium zugefigt. Zur Herstellung von Plattenmedien wurden 1,5 - 2 Gew.-% Agar zu-
gesetzt. Alle Medien wurden fir 20 Minuten bei 121°C sterilisiert.

FUr die Dunnschichtchromatographie wurden folgende Ldsemittelsysteme benutzt:
I Essigsaure : Chloroform : Wasser (7/6/1, v/viv); val. Egge 171

il Ethylacetat : 65 % Isopropanol (1/3 v/v) unter Modifizierung des Verfahrens von
Stanht und Kaltenbach (8l.

. Butanol : Isoproponal : Wasser (3/12/4, viv/iv), vgl. [9].
Alle Losemittelsysteme wurden taglich frisch angesetzt.

Ferner wurde ein kolorimetrischer guantitativer Nachweis der Endoinulinase-Aktivitat
entwickelt. Dazu wurde zunachst ein mit dem Farbstoff RBB (Remazol Brilliant Blue R;
Sigma, St. Louis, USA) markiertes Inulin (im Folgenden: RBB-inulin) hergestellt. Zur Herstel-
lung dieses chromogenen Substrats analog bekannter Verfahren (4, 5, 61 wurden 5 g Inulin
in 50 ml H20 bei 50°C unter Schiitteln suspendiert und zu 50 ml einer waBrigen RBB-LOsuNng
(1 Gew.-% RBB in Wasser) zugefugt. Die Mischung aus Inulin und RBB wurde bei 50°C weiter
geschuittelt. AnschlieBend wurde innerhalb 45 min 10 g festes Na2S0: in kleinen Mengen
zugefligt. AnschlieBend wurden 5 mi 10 %-ige waBrige NasPOs-LOsung zugefugt. Die resul-
tierende Losung wurde weitere 75 min bei 50°C geschittelt und anschlieBend auf Eis ge-
kihit. RBB-Inuilin wurde durch Zentrifugation bei 4°C (20 - 30 min, 5.000 rpm) erhalten. Der
Niederschlag wurde zwei Mal mit eiskaltem wasser gewaschen, dann in etwa 20 bis 30 ml
kaltem Wasser suspendiert und gegen 5 Liter destilliertes Wasser bei Raumtemperatur
dialysiert. wahrend der Dialyse wurde das Wasser haufig gewechselt, bis die Extinktion bei
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592 nm bei etwa 0,006 lag. Das Produkt wurde mit 2 Vol. Ethanol gefillt, zentrifugiert und
bei Raumtemperatur getrocknet. Die Ausbeute betrug 2,25 g RBB-Inulin. Die Reinheit wur-
de dunnschichtchromatographisch (Lésemittelsysteme | und Ill) Gberpriift. Der Farbstoff-
gehalt wurde photometrisch zu etwa 5,7 % bei eses = 9,25 X 10> M cm™ und Mr etwa 5.000
fur Inulin bestimmt (val. (5.

Zur Isolierung inulin-abbauender Stamme wurden 50 ml M-Medium in 100 ml Erlenmeyer-
Kolben mit einer kleinen Menge Bodenprobe bzw. Gewebeprobe inokuliert und bei 50°C
und 160 rpm inkubiert. Dem M-Medium wurde 0,1 Gew.-% Inulin als einzige Kohlenstoff-
quelle bzw. Energiequelle zugeflgt. Hohere Anteile an Inulin (bis 10 Gew.-%) zur Verbesse-
rung der Wachstumsrate sind moglich. Jedoch ist der Selektionsdruck umso héher, je ge-
ringer der Inulin-Anteil ist. Bevorzugt ist ein Anteil von 0,1 - 2 Gew.-%. Jeden zweiten oder
dritten Tag wurde frisches Medium mit 0,5 bis 1 ml Uberstand der aiten Kultur beimpft.
Dieses sukzessive Kultivierungsverfahren wurde Uber drei Wochen fortgesetzt.

Einige wenige Tropfen jeder nach drei Wochen resultierenden Anreicherungskuttur wur-
de auf M-Agar-Platten mit 0,1 Gew.-% Inulin plattiert und bei 50°C kultiviert, bis Einzelkolo-
nien erhalten wurden. Einzelkolonien wurden gepickt und wieder auspiattiert. Dieser Zyk-
lus wurde mehrmais wiederholt, um sicherzustellen, daB eine Reinkultur vorlag. Die resul-
tierenden Reinkulturen wurden fr 2 - 3 Tage bei 50 ° C in Flissigmedium inkubiert. Die
Stamme wurden auf M-Agar mit 0,1 Gew.-% Inulin oder auf FYSM-Agar in Schragagar-Rohr-
chen bei Raumtemperatur aufbewahrt. in Abstinden von etwa einem Monat wurden die
Kulturen Uberimpft.

Der Abbau von Inulin und das Auftreten von Zwischenprodukten wanhrend des Zellwachs-
tums in den verschiedenen Kultivierungsschritten wurde mit Hilfe diinnschichtchromato-
graphischer Analyse verfolgt.

Zur Herstellung von Endoinulinase wurden mit Bakterien bewachsene Schragagar-Réhr-
chen (FYSM) mit 2 mi sterilem FYSM-Medium versetzt und heftig geschuittelt. Die resultie-
rende bakterielle Suspension wurde zur inokulierung von 50 ml FYSM-Medium in 100 ml-
Erlenmeyerkolben benutzt. Die inkubation erfolgte bei 50°C und 160 rpm. Der Fibrulin-
abbau wurde taglich diinnschichtchromatographisch Gberprift.
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Durch die beschriebenen Verfahrensschritte konnten drei Endoinulinase-produzierende

Mikroorganismenstamme BI, MN und KJ isoliert werden. Die drei Stimme wurden am 15.
April 1997 bei der Deutschen Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1 b, 38124 Braunschweig, gemaB den Vorschriften des Budapester Ver-
trags hinterlegt. Die Eingangsnummern sind:

Stamm BIl: DSM 11508

Stamm KJ: DSM 11509

Stamm MN: DSM 11510.
Kopien der Empfangsbestatigungen sind beigefiigt.

Die Auswahl erfolgte danach, ob die selektierten Stimme ein Inulinabbau-Muster zeigten,
das sehr niedrige Fructose-Anteile enthalt und auch wahrend des Wachstums in inulin-hal-
tigem Medium oOligofructoside im Uberstand nachweisbar war. Die Zugabe von Hefeex-
trakt erwies sich als vorteithaft fur die Wachstumsrate der selektierten Mikroorganismen.
Die selektierten Stamme wuchsen sowohl auf FYM- bzw. FYSM-Medium als auch auf SYM-
Medium mit 2 Gew.-% Inulin unabhangig von der Kohienstoffquelle (inulin oder Fibrulin)
gut. In flissigem FYM-Medium kann eine ODso von 0,3 bis 0,4 innerhalb von einem oder
zwei Tagen erreicht werden. Bei Verwendung eines FYSM-Mediums liegt der Wert bei 0,6
bis 0,75.

Die Dunnschichtchromatographie wurde durchgefiihrt mittels manueller dreifacher Ent-
wickiung analog zu den bekannten automatisierten verfahren in einem Iosemittelgesat-
tigten Tank; vgl. [10, 111. Es wurden DC-Aluminiumbeschichtete Silicagelkartchen 60 Fasa
(Merck, Darmstadt) verwendet. Drei Laufe zu 5, 10 und 20 Minuten wurden durchgeflinrt.
Zwischen jedem Lauf wurden die Kartchen getrocknet. Die Oligofructoside wurden durch
Besprihen der Kartchen mit Anilin-Diphenylamin-Phosphorsaure-Reagenz (121 und Erhit-
zen flr einige Minuten bei 100°C sichtbar gemacht. Als Referenzen dienten je 2 ng Neosu-
gar (Meiji Seika Kaisha Ltd., Kawasaki, Japan) und Raftilose P 95 (Orafti S.A., Tienen, Belgien)
bzw. je 1 ug Fructose und Saccharose.

Es zeigte sich, daB im Losemittelsystem | nur Inulin mit bis zu 30 Einheiten, Glucose, Fruc-
tose, Saccharose und die im Neosugar enthaltenden Oligofructoside der Kettenlange 2 bis
4 aufgetrennt werden konnten. Mit den Losemittelsystemen Il und Il konnten hdhere Rf-
Werte erzielt werden, so daB Oligomere mit mehr ais 4 Einheiten aufgetrennt werden
konnten.
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Figur 1 zeigt das Analyseergebnis der beiden Stamme BI (Spuren 1 - 6) und KJ (Spuren 13 -
16) wahrend des Wachstums in FYSM-Medium. Hierzu wurde je 1 pl des zellfreien Uberstan-
des im LOsemittelsystem Il wie beschrieben aufgetrennt. Die Proben wurden bei t=0
(Spuren 1,13), nach einem Tag (Spuren 2,14) und nach zwei (Spuren 3,15), drei (Spuren
4,16), vier (Spur 5) und finf (Spur 6) Tagen entnommen. Die Referenzsubstanzen sind Rafti-
lose (Spur 7), Neosugar (Spur 8), Fructose (Spur 9) und Saccharose (Spur 10). Die Spuren 11
und 12 zeigen die Sterilkontroilen zu Beginn bzw. bei Beendigung des Experiments. Man
erkennt eine kontinuierliche Zunahme der auf die Endoinulinase-Aktivitit zurtickzufih-
renden Abbauprodukte, jedoch keine auf Exoinulinase-Aktivitit hindeutende Fructose. Im
FYSM-Medium enthaltenes inulin wurde somit innerhalb von drei Tagen zu Oligofructosi-
den abgebaut. Der Stamm BI produzierte dariiber hinaus ein weiteres Abbauprodukt, wel-
ches angereichert wurde und auch nach langerer Inkubationszeit nicht verschwand. Da
der Anteil an generierter Fructose selbst nach einer Inkubationszeit bis zu 24 Stunden ex-
trem gering war, ist eine Exoinulinase-Aktivitat praktisch auszuschlieRen.

Alle drei isolierten Stamme BI, MN, KJ zeigten auch in den Enzymtests mit geléstem oder
suspendiertem Inulin oder Fibrulin und RBB-Inulin (siehe unten) signifikante
Endoinulinase-Aktivitat.

Figur 2 zeigt den EinfluB von Succinat auf die Endoinulinase-Aktivitit am Beispiel des
stammes MN wahrend des Wachstums in FYSM-Medium (Spuren 1 - 4) und FYM-Medium
(Spuren 9 - 11). Die Probenentnahme erfolgte bei t=0 (Spur 1), nach einem Tag (Spuren
2,9) sowie nach zwei (Spuren 3,10) und drei (Spuren 4,11) Tagen. Die Spuren 5 bis 8 zeigen
wiederum die Referenzsubstanzen Raftilose, Neosugar, Fructose, Saccharose. Die Spuren
12 und 13 sind die Sterilkontrollen zu Beginn und Ende des Experiments. Man erkennt,
daB im succinatfreiem FYM-Medium kein Inulin- oder Fibrulin-Abbau stattfindet. Enzym-
tests und weitere dinnschichtchromatographische Analysen bestatigten, das der zell-
freie Uberstand weder Exo- noch Endoinulinaseaktivitat aufweist. Daher scheint die Anwe-
senheit von Succinat wesentlich fur die Expression von Endoinulinase zu sein.

Die enzymatische Aktivitdt der zellfreien Uberstinde der Bakterienkulturen wurden wie
folgt bestimmt. 0,1 mt Inulin- oder Fibrulin-Lésung (4 % in Natriumactetatpuffer, pH 6,0)
und 0,1 ml Uberstand wurden gemischt und bei 50°C inkubiert. Aliquots von je 1 ul wur-
den dem Ansatz sofort und in definierten Zeitabstdnden entnommen und diunnschicht-
chromatographisch analysiert (Losemittelsysteme Il oder Il).
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Figur 3 illustriert das Ergebnis, namlich die enzymatische Gewinnung und Akkumulation
kurzer Oligofructoside aus Inulin mit etwa 30 Einheiten (Spuren 1 - 4) und Fibrulin (Spuren
9 - 12) mit Hilfe des Stammes MN. Zur dinnschichtchromatographischen Analyse wurde
das Losemittelsystem Il verwendet. Die Probenentnahme erfolgte bei t=0 (Spuren 1,9),
nach 30 min (Spuren 2,10), 3 h (Spuren 3,11) und 22,5 h (Spuren 4,12). Die Spuren 7 - 10 zei-
gen die Referenzen Raftilose, Neosugar, Fructose und Saccharose. Der Anteil der Oligo-
fructoside steigt mit der Zeit.

Zur Ermittlung der Endoinulinaseaktivitat in Abhangigkeit des pH-Werts wurden die fol-
genden Puffer verwendet: 0,1 M Natriumphosphat (pH 6 bis 8), Citratphospat (pH 3 bis 7)
und Glycin-NaOH (pH 9 bis 10). Die zellfreien Uberstinde wurden im Verhaitnis 1 : 10 mit
den jeweiligen Puffern verdinnt und wie oben beschrieben getestet. Die Reaktionszeit
betrug 3 Stunden.

Das Ergebnis ist in Figur 4 dargestellt. Sie zeigt die dinnschichtchromatographische Ana-
lyse der Reaktionsansatze mit Citratphosphat (Spuren 1 - 5), Natriumphosphat (Spuren 6 -
8) und Glycin-NaOH (Spuren 9,10) bei pH 3 (Spur 1), pH 4 (Spur 2), pH 5 (Spur 3), pH 6 (Spuren
4,6), pH 7 (Spuren 5,7), pH 8 (Spur 8), pH 9 (Spur 9) und pH 10 (Spur 10). Spur 11 zeigt als Re-
ferenz Raftilose.

AUS Figur 4 wird sichtbar, daB sich die enzymatische Aktivitdt auf einen pH-Bereich von 5
bis 7 beschrankt. Bei einem pH = 3 bzw. pH = 10 war keine enzymatische Aktivitit zu
beobachten.

Die Thermostabilitdt wurde Uberpriift, indem der endoinulinasehaltige Uberstand 20 Mi-
nuten in einem Wasserbad zwischen 50 und 90°C inkubiert, anschlieBend auf Raumtempe-
ratur abgeklihlt und wie beschrieben getestet wurde.

Die Endoinulinasen aller drei Stamme sind bis zu einer Temperatur von etwa 60°C aktiv.

Diese Thermotoleranz kann bei biotechnischer Gewinnung reiner Endoinulinase von Vor-
teil sein.

Zur kolorimetrischen Bestimmung wurde 0,1 ml RBB-Inulin (4 % in Natriumacetatpuffer,
0,1M, pH 6,0, X ul Uberstand und (100 - X) ul Natriumacetatpuffer bei 50°C inkubiert. Um

die enzymatische Reaktion zu stoppen, wurde 1,0 ml eiskaltes Ethanol zugefligt und die



WO 98/49277 PCT/EP98/02426

10

Mischung fUr 10 Minuten bei - 20°C stehen gelassen, um die Fillung des nicht umgesetzten
Substrats zu vervollstandigen. Nach zentrifugation bei 10.000 rpm fir 5 Minuten wurde

die Extinktion des Uberstands bei 592 nm bestimmt. Fiir die Negativproben wurde die in
den Uberstanden enthaltene Endoinulinase hitzeinaktiviert (20 min, 80°C).

Die Produkte der Enzymreaktion im Uberstand wurden wie folgt diinnschichtchromato-
graphisch Uberpruft. 6 ul der die blauen Oligofructoside enthaltenden ethanolischen L6-
sung wurden auf DC-Kartchen mit Konzentrationszone aufgebracht, im Lésemittelsystem
Il entwickelt und wie oben beschrieben sichtbar gemacht. Fir die Berechnung der Endo-

inulinaseaktivitat wurden relative Einheiten (arbitrary units, au) definiert, wobei 1 au
Agsss/fmin = 1,0 entspricht.

Bei den kolorimetrischen Tests stelite es sich heraus, daB RBB-Inulin als Substrat genauso
gut angenommen wird wie unverandertes Inulin oder Fibrulin. Die blau markierten 0Oligo-
fructoside zeigen in der DUnnschichtchromatographie daBelbe Verhalten wie ihre nicht
markierten Gegensticke. Mit dem Enzymtest kann auch Exoinulinase-Aktivitit bestimmt
werden. Die Unterscheidung zwischen Exo- und Endoinulinase-Aktivitat ist diinnschicht-
chromatographisch maglich durch Untersuchung der ethanolischen Uberstande mit ei-
nem der erwahnten Losemittelsysteme. Dabei wird eventuell entstandene Fructose abge-
trennt. Der Enzymtest flr die Bestimmung der Endoinulinase-Aktivitit ist einfacher und
leichter zu handhaben als die in der Literatur bisher bekannten Tests {7, 13.

Die kolorimetrischen Tests zeigten, daB die enzymatische Aktivitit in den ersten 50 Minu-
ten der Reaktion linear ist und anschlieBend eine Sattigung zeigt. Flir Routinemessungen
wird eine Inkubationszeit von 30 Minuten mit 0,018 > A ese2 > 0,120 bevorzugt. In diesem
Bereich kann der Test modifiziert werden, z. B. durch Vervielfachung der Aliguotmengen
und der Probenentnahme in Intervallen von 5 bis 10 Minuten innerhalb der ersten 50
Minuten.

Bei der Produktion von Endoinulinase kann eine Aktivitat nach dreitigiger inkubation bei
50°C von 0,1 bis 0,5 au/ml erreicht. Dieser Wert kann durch Optimierung der Zlichtungsbe-

dingungen bzw. durch Inkubation in groBtechnischem Rahmen gesteigert werden.

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnten also Bakterienstimme isoliert werden,
die reine Endoinulinaseaktivitat produzieren und thermotolerant sind. Die Selektion er-



WO 98/49277 PCT/EP98/02426

11

folgt durch Minimalmedien, die Inulin als einzige Kohlenstoffquelle enthalten. Die selek-
tierten Stamme produzieren in FYSM-Medium in zufriedenstellenden Ausbeuten Endoinu-
linasen bei 50° C, wenn den Medien hdhere Inulinkonzentrationen, Hefeextrakt und Succi-
nat zugeflhrt werden. Flr biotechnologische Prozesse kann der zellfreie Uberstand ohne
weitere Reinigung benutzt werden. Die bakteriellen Endoinulinasen sind bis zu 60 ° C kata-
lytisch aktiv.
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Patentansprliche

Verfahren zur Erzeugung eines Endoinulinase-produzierenden Mikroorganismus,
gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte:

- Sammeiln von Erdproben und/oder Gewebeproben aus dem Wurzelbereich inu-
linspeichernder Pflanzen,
Selektion von Mikroorganismen, die Inulin als einzige Kohlenstoffquelle nutzen,
durch Zufugen von inulinhaltigem Medium Uber einen definierten Zeitraum,

- Vereinzeln und Kultivieren der selektierten Mikroorganismen.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Medium inulinhaltiges
Minimal-Medium verwendet wird.

vVerfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
daB der Inulingehalt des Mediums auf 0,05 bis 10, vorzugsweise 0,1 - 2 Gew.-% ein-
gestelit wird.

vVerfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dag das Minimal-Medium anorganische Salze, Spurenelemente und Inulin als einzige
Kohlenstoffquelle enthiit.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daB als inulinhaltiges Medium Minimal-Medium zzgl. weiterer C-Quellen (Bernstein-
saure, Zitronensiure) und/oder Hefeextrakt verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daB die Inkubationstemperatur 50° C betragt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daB der definierte zeitraum 2 bis 3 Wochen betragt.
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verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
daB die selektierten Mikroorganismen auf Platten vereinzelt werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
daB die vereinzelten Mikroorganismen auf Endoinulinase-Produktion getestet wer-
den, vorzugsweise durch Test des Kulturmediums auf Endoinulinase-Aktivitit.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivitat mittels DC
getestet wird.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB als Laufmittel Butanol :
Isopropanol : Wasser (3/12/4, v/v/v) verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivitat kolorime-
trisch getestet wird.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB zum Test markiertes
Inulin, vorzugsweise RBB-Inulin verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet,
daB die Erdproben aus dem Wurzelbereich von Dahlie, Chicorée, Agave und Topi-
nambur bzw. die Gewebeproben aus den Knollen von Dahlie, gewonnen werden.

Mikroorganismus, gekennzeichnet durch die Produktion reiner Endoinulinase-
Aktivitat.

Mikroorganismus nach Anspruch 15, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der
Anspruche 1 bis 15.

Mikroorganismus nach Anspruch 16 oder 17, hinterlegt bei der Deutschen Sammiung
fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Eingangs-Nr. DSM 11508, 11509, 11510.

Verfahren zur Herstellung von reiner Endoinulinase, gekennzeichnet durch die Kulti-
vierung eines Mikroorganismus nach Anspruch 15 oder 16 mittels eines Verfahrens
nach einem der Anspriche 1 bis 14, Abtrennung der bei der vermehrung des Mikro-
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organismus freigesetzten Stoffwechselprodukte und Isolierung einer Fraktion mit
Endoinulinase-Aktivitat.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB zur Isolierung der Endo-
inulinaseaktivitat der Uberstand durch zZentrifugation abgetrennt, eingeengt und
Ivophilisiert wird.

Verfahren zur Herstellung von Oligofructosiden, gekennzeichnet durch die verwen-
dung reiner Endoinulinase, gewonnen gemas Anspruch 19.

Verfahren zur Detektion von Inulinase-Aktivitdt, gekennzeichnet durch folgende
Verfahrensschritte:

- Markieren von Inulin mit einer Markierungssubstanz

- Inkubation des markierten Inulins mit inulinase Uber einen definierten zeitraum
- Abtrennung des nicht umgesetzten markierten Inulins

- Bestimmung der Extinktion des Ansatzes bei 592 nm.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB Inulin mit RBB markiert
wird.

Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 22 oder 23 zur Aktivitdtsbestimmung
von Exoinulinase oder Endoinulinase.
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