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Zusammenfassung 

 

Steviolglycoside sind natürliche Süßstoffe aus der südamerikanischen Pflanze 

Stevia rebaudiana. Abhängig vom Grad der Glycosylierung haben hochreine 

Steviolglycoside einen langanhaltenden, bitteren oder lakrizähnlichen Nachgeschmack. In 

der vorliegenden Arbeit wurden zwei miteinander kombinierbare enzymatische Möglichkeiten 

demonstriert, um diese Geschmacksnoten zu entfernen und die Akzeptanz bei Konsumenten 

zu erhöhen. 

Obwohl Steviosid der am stärksten vertretene Süßstoff in S. rebaudiana Blättern ist, 

bestimmen andere Steviolglycoside den Geschmack des Gemischs maßgeblich. Die 

Rhamnosteviolglycoside Dulcosid A und B vermitteln den stärksten bitteren Nachgeschmack. 

In dieser Arbeit ist die spezifische Hydrolyse von Dulcosid A zu Rubusosid mittels 

Aspergillus terreus 0-L-Rhamnosidase beschrieben. Die konstitutive Expression in Pichia 

pastoris und Kluyveromyces lactis erreichte hohe extrazelluläre Aktivitäten bis zu 17,6 und 

30,6 U1(�-1. In einer 12-h-Biotransformation wurde das Dulcosid A in einem Blattextrakt 

vollständig hydrolysiert. Das erzeugte Enzympräparat zeigte keine hydrolytische Aktivität 

gegenüber anderen Steviolglycosiden. Dieser Prozess bietet daher einen 

vielversprechenden Ansatz für die industrielle, enzymatische Entbitterung von 

Steviolglycosidgemischen. 

Fructooligosaccharide sind prebiotische und kalorienarme Süßstoffe, die 30�50% der 

Süßkraft von Saccharose aufweisen. Aufgrund ihrer prebiotischen Eigenschaften werden sie 

auch als funktionelle Lebensmittel eingesetzt; sie stimulieren beispielsweise das Wachstum 

und die Aktivität von Bifidobakterien im Verdauungstrakt. Fructooligosaccharide werden aus 

Chicorée extrahiert oder enzymatisch aus Saccharose hergestellt. In der vorliegenden Arbeit 

wird die zweistufige, enzymatische Produktion von Fructooligosteviolglycosiden beschrieben. 

Die Steviolglycoside wurden initial mittels einer Microbacterium saccharophilum 

Fructosyltransferase transfructosyliert. In der zweiten Stufe wurde die Fructosylkette mittels 

rekombinant erzeugter A. terreus Fructosyltransferase verlängert. Die so erzeugten 
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Fructooligosteviolglycoside kombinieren die prebiotische Wirkung der Fructooligosaccharide 

mit der hohen Süßkraft der Steviolglycoside. Die Hefe K. lactis wurde verwendet, um die 

rekombinante A. terreus Fructosyltransferase mittels einer synthetisch, Codon-optimierten 

Version der bis dahin putativen 2-Fructofuranosidase ATEG 04996 (XP 001214174.1) von 

A. terreus NIH2624 zu sekretieren. Die so erzeugte extrazelluläre Aktivität erreichte bis zu 

986 U1(�-1. Dies übersteigt die bislang beschriebenen, maximal erreichten Aktivitäten für 

verschiedene Aspergillen.  
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Abstract 

 
Steviol glycosides are naturally sweet constituents of Stevia rebaudiana, a plant species 

native to South America. But even highly purified steviol glycosides retain attributes such as 

bitterness, sweet aftertaste and liquorice flavour, which reflect their degree of glycosylation. 

Within this work two combinable enzymatic ways are presented to overcome these 

aftertastes that reduce the consumer acceptance.  

Although stevioside is the most abundant sweetener in S. rebaudiana leaves, other steviol 

glycosides determine its taste. The steviol glycosides dulcoside A and dulcoside B both 

���	�������(�
���0-L-rhamnose residue and are the bitterest compounds in steviol glycoside 

mixtures. The present work demonstrates that Aspergillus terreus 0-L-rhamnosidase 

specifically hydrolyses the glycosidic linkage of dulcoside A, and converts it to rubusoside. 

3����"
��	������#�����"
�"��0-L-rhamnosidase in Pichia pastoris and Kluyveromyces lactis 

achieved high protein yields of up to 17.6 and 30.6 U1(�-1, respectively. During a 12-h 

biotransformation, the dulcoside A from crude leaf extracts was completely converted into 

rubusoside. There was no hydrolytic activity against dulcoside A analogues. This process 

therefore offers a promising approach for reducing the bitterness of steviol glycoside 

mixtures. 

Fructo-oligosaccharides are prebiotic and hypocaloric sweeteners with 30�50% of the 

sweetness of sucrose. They are also used as functional food ingredients due to their 

prebiotic properties, i.e. they stimulate the growth and activity of lactobacilli and 

bifidobacteria in the digestive tract. Such compounds are normally extracted from chicory, 

but they can also be produced enzymatically from sucrose using fructosyltransferases. Here 

the enzymatic two-stage conversion of steviol glycosides to prebiotic fructo-oligosteviol 

glycosides is described. The steviol glycosides were initially transfructosylated by 

Microbacterium saccharophilum fructosyltransferase and in the second stage the fructosyl 

chain was elongated by A. terreus fructosyltransferase. The product combines the prebiotic 

functionality and palatability of fructo-oligosaccharides with the sweetness of native steviol 
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glycosides. The yeast K. lactis was used to secret a recombinant A. terreus 

fructosyltransferase. A synthetic codon-"#�(����� �����"
� "�� ��� #	����� 2-

fructofuranosidase ATEG 04996 (XP 001214174.1) from A. terreus NIH2624 was secreted 

as a functional protein into the extracellular medium. Activities of up to 986 U1(�-1 were 

achieved in high-level expression experiments, which is better than previous reports of 

optimised Aspergillus spp. fermentations. 
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