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"Even the most stupid of men, by some instinct of nature,
is convinced that the more observations [n] have been made,
the less danger there is of wandering from one’s goal."

FJacob Bernoulli, 1654 - 1705
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Gesamtprozess zur enzymatischen Her-
stellung von Fruktooligosacchariden (FOS) beschrieben werden. Hierzu wurde
zunichst die heterologe Expression einer Aspergillus terreus Fructosyltransferase
in Kluyveromyces lactis verbessert. Im Rahmen von Satzreaktor-Fermentationen
im Schiittelkolbenmaf3stab wurde ein chemisch definiertes Fermentationsmedium
speziell fiir die Anforderungen von K. lactis zur Erh6hung der Biotrockenmas-
se entwickelt. Diese Entwicklung schuf die Grundlage fiir eine Skalierung des
Prozesses von 0,5 auf 7 L. Die Kohlenstoffquelle wurde optimiert, indem Glucose
als Hauptkohlenstoffquelle und Inhibitor der Invertasebildung sowie Galactose
als sekundare Kohlenstoffquelle und Induktor der Enzymexpression verwendet
wurde. Eine Erh6hung der Kohlenstoffkonzentration fithrte zunéchst zu einer Sau-
erstofflimitierung. Die kritische Sauerstofftransportrate (OTR) wurde daher fiir
die Mafistabsiibertragung verwendet. Hieraus folgte eine geometrisch dhnliche
Maf3stabstibertragung mit identischer OTR. Dies fithrte zu dhnlichen Ergebnis-
sen in Bezug auf Biomasse, Proteinkonzentration und Transferaktivitit sowie
geldster Sauerstoff (DO) und Online-OTR. Die Transferaktivitiat wurde einge-
fihrt, um zwischen der erwiinschten Enzymaktivitit zum FOS Aufbau und einer
unerwiinschten Hydrolyseaktivitit zu Unterscheiden. Eine Einheit der Transferak-
tivitat ist nachstehend als Menge an Fructose definiert, die fiir die Synthese von
FOS pro Zeiteinheit verwendet wurde. Die OTR wurde erhéht, um die Bedingung
DO > 50 % beizubehalten. Diese Verdnderung spiegelte sich in einer 169%igen
Erhohung der Transferaktivitit des Standardprozesses mit 30 g L™! Glucose und
75¢ L~! Galactose wider. Die Deletion des nativen Invertase-Gens in K. lactis
fiihrte zu einer weiteren Steigerung der Transferaktivitat um 66,9 % in einem
Zulaufverfahren. Zur enzymatischen FOS Herstellung wurde im zweiten Schritt
ein Enzymmembranreaktorsystem fiir die kontinuierliche FOS-Produktion als
Funktion der Verweilzeit ausgelegt. Das Reaktorsystem wurde durch die Verbesse-
rung des Permeatflusses mittels eines D-optimalen Versuchsplanes etabliert, das
auch den Verlust an Enzymaktivitat reduzierte. Innerhalb des Versuchsraumes
konnte ein Arbeitspunkt in Abhingigkeit des Transmembrandruckes (0,5 bar) und
der Uberstromungsgeschwindigkeit (0,6 m s~!) identifiziert werden. Im dritten
Abschnitt wurde eine selektive Fermentation durch Bacillus subtilis betrachtet,
wodurch die Monosaccharide aus einer enzymatisch hergestellten FOS Losung
selektiv entfernt werden konnten. Als weiterfithrende Fallstudie wurde eine 2-
Enzym-Kaskade betrachtet, um die Wertigkeit der FOS Losung zu erhohen. Hierzu
wurde native Fructosyltransferase aus Xanthophyllomyces dendrorhous eingesetzt,
um Neokestose aus Saccharose herzustellen. Im zweiten Prozessschritt wurde die
Kettenlange von Neokestose verldngert, sodass putative neoFOS mit bis zu finf
zugesetzten Fructoseeinheiten (GF5) hergestellt werden konnten.
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Abstract

The present work describes an overall process for an enzymatic production of
fructooligosaccharides (FOS). For this purpose, the heterologous expression of an
Aspergillus terreus fructosyltransferase in Kluyveromyces lactis was improved first.
A chemically defined fermentation medium was developed specifically for the
requirements of K. lactis to increase the biomass in shake flask-scale fermentations.
This advancement formed the basis for scaling up the process from 0.5 L to reactor
fermentations in 7 L format. The optimized carbon profile in the medium was
generated by using glucose as the main carbon source and inhibitor of invertase
formation. Galactose functions as secondary carbon source and furthermore
induces the fructosyltransferase. Increasing the concentration of carbon sources
initially led to an oxygen limitation during the fermentation process. Therefore
the critical oxygen transfer rate (OTR) was used for the scale transfer . This, in
turn, led to similar results in terms of biomass, protein concentration, and transfer
activity, as well as dissolved oxygen (DO) and online OTR. The transfer activity
was introduced here to distinguish between the desired enzyme activity for FOS
assembly and the hydrolysis activity. A unit of transfer activity is defined as the
amount of fructose used to synthesize FOS per unit time. The OTR was increased
to maintain the DO > 50 % condition. This improvement was reflected in a 169 %
increase in transfer activity of the standard process with 30 g L™! glucose and
7.5 g L™! galactose. The deletion of the native invertase gene in K. lactis resulted
in a further 66.9 % increase in transfer activity in a feed process. For the enzymatic
FOS production, the second step was to design an enzyme membrane reactor
system for a continuous FOS production as a function of residence times. This
was established by improving the permeate flux using a D-optimal experimental
design, which also reduced the loss of enzyme activity. Within the experimental
space, a process point could be identified as the function of transmembrane
pressure (0.5 bar) and crossflow velocity (0.6 m s 1). In the third section, a selective
fermentation by Bacillus subtilis was considered, by which monosaccharides
could be selectively removed from an enzymatically produced FOS solution.
As a further case study, a 2-enzyme cascade was considered to increase the
valence of the FOS solution. For this purpose, native fructosyltransferase from
Xanthophyllomyces dendrorhous was used to produce neokestose from sucrose.
In a second process step, the fructosyltransferase, heterologously expressed in
K. lactis, was immobilized on enzyme carriers and the chain length of neokestose
was extended, so that putative neoFOS with up to five added fructose units (GF5)
could be produced.
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