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Spdemidlet bestdr af oligosaccharider med fra 1 til 4
fructosemolekyler bundet til sucrose, Det fremstilles
ved at omsatte sucrose i narvarelse af fructosyltrans-
ferase, hvorved der opnds en blanding af de ovennavnte
oligosaccharider samt fructose, glucose og sucrose.
Denne blanding kan eventuelt reduceres katalytisk til
omdannelse af glucose og fructose til sorbitol og
mannitol.

Sgdemidlet er lav-cariogent og har fremragende smag.
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Opfindelsen angdr et lav-cariogent sgdemiddel
(dvs. et sgdemiddel med ringe eller ingen tendens til
at forarsage nedbrydning af tenderne) bestdende i det

vesentlige af oligosaccharider af fructose og sucrose,
og opfindelsen angadr endvidere en fremgangsmdde til
fremstilling af sedemidlet.

Sucrose er hidtil udstrakt blevet anvendt i
konfekt og fgdevarer pd grund af dets fremragende
spdhed, smag, krystallinitet osv.. Sucrose kan imid-
lertid virke som substrat for dextransucrase, der
fremstilles af intraorale mikroorganismer, og som et
resultat fgrer hyppig indtagelse af sucrose til dannel-
se af uoplgseligt dextran i munden, hvorved dannelsen
af tandbelzgninger accelereres. Derfor siges sucrose
at vare cariogent.

Den mekanisme, der fgrer til caries i tanderne,
synes at omfatte de fglgende trin: (1) et trin, hvori
sucrose omdannes til uoplgseligt dextran ved pavirkning
fra dextransucrase fremstillet af cariogene mikroorga-
nismer af Streptococcus mutans eller lignende og
samtidig absorberer de cariogene mikroorganismer til
dannelse af tandbelzgninger, og (2) et trin, hvori
sukkerarter, der kan gares sdsom glucose og sucrose,
geres af mikroorganismerne i tandbelagningerne, der
er aflejret p& tendernes overflade til fremstilling af
organiske syrer (der i det vasentlige bestdr af mzlke-
syre), hvilket s@nker pH og frembringer et afkalknings=-
fenomen,

Polyoler sdsom xylitol og saccharin og synte-
tiske spdemidler sdsom cyclamat og aspartam kendes
som lav-cariogene sgdemidler. Men disse sgdemidler
har ulemper s&som f.eks.,at det fgrste let forirsager
diaré,og det sidste mangler smag. Det er derfor ¢nsk-
verdigt at udvikle et lav-cariogent sgdemiddel med

sucroses fremragende egenskaber og som ikke har de oven-

navnte ulemper.
I betragtning af sucrosescariogenicitet er det

formdlet med opfindelsen at tilvejebringe et sedemiddel
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med sucroses enskverdige egenskaber, men med lav cario-
genicitet.

Dette opnds med sedemidlet ifelge opfindelsen,
der er ejendommeligt ved, at der til hvert sucrosemole-
kyle er bundet 1 til 4 fructosemolekyler, sdledes at
forholdet mellem fructose og sucrose er mindst 1:1.

En hensigtsmessig udferelsesform for sedemidlet
ifelge opfindelsen er angivet i krav 2.

Opfindelsen angdr ogsd en fremgangsmade til
fremstilling af det omhandlede lav-cariogene sgdemiddel,
hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved, at fructose
omsattes i narverelse af fructosyltransferase.

Der kan benyttes forskellige hensigtsmassige ud-
ferelsesformer for fremgangsmdden ifelge opfindelsen
som angivet i krav 4-7.

Sedemidlet ifelge opfindelsen kan benyttes til
fremstilling af lav-cariogene spiselige produkter,
herunder bade faste spiselige produkter og drikkevarer.

Fra DE-patentskrift nr. 2.426.998 kendes en frem-
gangsmade til fremstilling af en stivelsessirup, der
som hovedbestanddel indeholder oligoglucosylfructose.
Nzrmere angivet er der tale om fremstilling af en (glu-
cose)n—glucose—fructose (hvor n = 1 til 15). I modsat-
ning hertil angdr den foreliggende opfindelse et sgde-
middel, der omfatter en glucose-(fructose)m—fructose
(hvor m = 1 til 4), samt en fremgangsmade til fremstil-
ling af dette sedemiddel. Det kendte produkt og produktet
ifelge opfindelsen er saledes vasentligt forskellige.
Desuden er der tale om anvendelse af forskellige enzymer
til fremstilling af de to produkter. Ved den kendte frem-
gangsmdde anvendes der sdledes glucosyltransferase,
medens der ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen anvendes
fructosyltransferase. Sedemidlet ifelge opfindelsen har,
som beskrevet nedenfor, en kombination af flere forskel-
lige fortrinlige egenskaber, der ikke er beskrevet til-
svarende for det navnte kendte produkt.

Opfindelsen er opstdet som resultat af grundi-
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ge undersggelser for at udvikle et lav-cariogent su-
crosebeslagtet materiale , der stadig har sucroses
fremragende egenskaber, ved hvilken undersggelse det
nu har vist sig, at oligosaccharider, der opnds ved
at omsatte sucrose i nervarelse af fructosyltransfera-
se og isar oligosaccharider sdsom det,hvori ét fruc-
tosemolekyle er bundet til sucrose (herefter betegnet
GF2), det hvori to fructosemolekyler er bundet til
sucrose (herefter benavnt GF3), det hvori tre fruc-
tosemolekyler er bundet til sucrose (herefter benavnt
GF4), og det hvori fire fructosemolekyler er bundet
til sucrose (herefter benavnt GFS)’ i det vaesentlige
ikke p&virkes af dextransucrase, der er fremstillet af
intraorale mikroorganismer ( sdsom Streptococcus mu-
tans) og formindsker dannelsen af uoplgseligt dextran
ud fra sucrose, hvilket forédrsages af dextransucrase.
Oligosacchariderne GF2, GF3, GF4 og GF5 ifglge opfin-
delsen kan isoleres og renses ved hjzlp af f.eks.
carbonchromatografi (dvs. chromatografi under anvendel-
se af aktivt pulveriseret trakul), ionbytterchromato-
grafi eller lignende fra den sukkerblanding, der opnés
ved at omsatte fructosyltransferase med sucrose. Af
praktiske hensyn anvendes oligosaccharidblandingen
imidlertid fortrinsvis som sddan. Sukkerblandingen
indeholder ogsd typisk noget uomsat sucrose, oligo-
sacchariderne GFZ’ GF3 osv., der fremstilles ved
overf@gringsreaktionen, og biprodukterne glucose og
fructose, der dannes som biprodukter ved omsat-
ningen.

Denne sukkerblanding pdvirkes imidlertid ogsa af
dextransucrase, der fremstilles af intraorale mikro-
organismer, men pd grund af tilstedeverelsen af oligo-
sacchariderne fremstilles det uoplgselige dextran i
en mindre mengde. Dette tilskrives det faktum, at oli-
gosacchariderne GF2, GF3 osv. undertrykker dannelsen
af uoplgselige dextraner fra sucrose pd trods af nar-
verelsen af sucrose, og at uoplgseligt dextran ikke
fremstilles ud fra oligosacchariderne GFz, GF3 oSsV.




10

15

20

25

30

35

DK 1607928

4
En blanding eller komposition, der indeholder
oligosaccharider med fra 1 til 4 fructosemolekyler
bundet til sucrose, producerer sdledes mindre uoplgse-
ligt dextran, dJder menes at vaere hovedadrsagen til

caries i tenderne, og oligosacchariderne GF GF., osv.

r
undertrykker dannelsen af dextran ud fra suirose?

Endvidere har en s&dan blanding
fremragende egenskaber som sgdemiddel, s&som god
spdhed, udmerket smag, god fugttilbageholdelse osv.,
udover at den har lav-cariogenicitet.

Mere bestemt har blandingen en sgdhed pd 60 til
80, idet sucroses s¢dhed tages som 100, og har speci-
fik duft. Sg¢dhed bedgmmes ved tarskelmetoden, der er
beskrevet i"Sweeteners and Dental Caries"af J.H. Shaw,
side 45, Information Retrieval Incorporation. Endvidere
farves GF2, GF3 osv. vanskeligt ved behandling,efter-
som de er ikke-reducerende sukkerarter. Yderligere
har dette sgdemiddel omtrent den samme viskositet og
det samme osmotiske tryk som sucrose og er ikke-kry-
stallinsk. Derfor kan den, ndr den blandes med sucro-
se, frugtsukker, lactose eller lignende, hamme krystal-
lisation. Denne egenskab anses at vere fordelagtigt
ved praktisk anvendelse. Derudover har dette s@gdemiddel
omtrent den samme frysepunktssankning som sucrose
og har fremragende fugttilbageholdelsesegenskaber.

Som beskrevet ovenfor har det omhandlede sgde-
middel forskellige egenskaber, der kraves af konven-
tionelle sgdemidler,og det kan derfor anvendes i et-
hvert spiseligt produkt i stedet for de sadvanligvis
anvendte sgdemidler sdsom sukker, syresaccharificeret
hvedegluten (mizuame), isomeriserede sukkere osv.,
og det derved opndede spiselige produkt vil vare mindre
cariogent end et spiseligt produkt, der opnds ved an-
vendelse af de sadvanlige sgdemidler.

Som beskrevet ovenfor er blandingen, der inde-
holder oligosaccharider med fra 1 til 4 fructosemole-
kyler, bundet til sucrose (herefter benavnt et lav-ca-
riogent sgdemiddel), en sgdemiddelkomposition med
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lille cariesdannende virkning pd tanderne. Fremgangs-

méden til industriel fremstilling af dette lav-carioge-
ne s¢gdemiddel er ogsd blevet grundigt undersggt, og der

er fundet en sarlig fremgangsmadde. Den bestdr som
navnt i1, at sucrose omsattes i narverelse af fructosyl-

transferase.

Fructosylfransferasen virker i det vasentlige
pad sucrosen ved at overskazre B-~1,2-bindingen mellem
fructose og glucose, og overfgre den resulterende
fructose til sucrose til opnéelse af GF2 og yderligere
overfgring af fructose til GF2 til opndelse af GF3.
Den er forskellig fra inulosucrase [2.4.1.9] og levan-

sucrase [2.4.1.10] beskrevet i“Enzyme Nomenclature®
(Academic Press, 1978) ved at reaktionsprodukterne
er oligosaccharider, hvori fructose er bundet til
sucrose som GFZ' GF3 osvV.

Som enzymkilder findes mikroorganismer sdsom
fungi (f.eks. slagten Aspergillus (Aspergillus niger
ACE-2-1, ATCC 20611 osv.), slagten Penicillium (Peni-
cilliur nigricans osv.), slzgten Fusarium (Fusarium
lini IAM 5008 osv.),slagten Gloeosporium (Gloeosporium
kaki IAM 5011 osv.) osv.] og gexsvampe [f.eks. slagten
Saccharomyces (Saccharomyces cerevisiae osv.), slagten
Rhodotorulla (Rhodotorulla glutinis osv.), slagten
Pichia (Pichia miso osv.), slagten Hansenula (Hansenula
miso osv.), slagten Candida (Candida tropicalis osv.),
Aureobasidium pullulans var. melanigenum A-8, ATCC
20612] og plantefremstillet enzym sdsom fra Asparagus
offininalis, Helianthus tuberosus L. osv. Fructosyl-
transferase af mikrobiel oprindelse kan opnds ved at
dyrke mikroorganismer ved en optimal temperatur for
mikroorganismerne, dvs. 250C til 30°%C i fra 24 til 96
timer under anvendelse af et kendt passende medium,
f.eks. et medium,der indeholder 5,0% sucrose, 1,0%
pepton, 0,7% kgdekstrakt og 0,3% NaCl, og efter af-
slutning af dyrkningen at fjerne mikroorganismeceller-
ne ved filtrering eller centrifugering til opndelse af
et kulturfiltrat. Selve filtratet eller enzymet, der
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opnads ved rensning af filtratet ved konventionelle
fremgangsmdder, der er kendte til rensning af enzymer
sésom ultrafiltrering, udsaltning (dvs. salt eller
andre urenheder fjernes derfra) med natriumsulfat,
oplgsningsmiddeludfeldning, gelfiltrering eller ion-
bytterchromatografi kan anvendes.

Enzym af vegetabilsk oprindelse kan opnas ved
at destruere vegetabilsk vav ad fysisk vej sdsom knus-
ning og ekstrahering af enzymet. Selve raekstraktet
eller enzymet, der opnds ved rensning af ekstraktet
p& konventionel vis (sdsom ethanoludfzldning, (NH45804-
udsaltning osv.), kan anvendes.

Det lav-cariogene sgdemiddel kan derpa opnés
ved at omsatte sucrose i narvarelse af det sédledes
opndede enzym. Som et resultat af forskellige under-
sggelser angdende passende reaktionsbetingelser har
de fglgende betingelser vist sig at vare foretrakkel-
sesvaerdige. Isar justeres sucrosekoncentrationen ved
overfgringsreaktionen i almindelighed til fra 5 veagt$
til 70 vegt$%,og fortrinsvis fra 30 vegt? til 60 vagts.
Omsatningens pH og reaktionstemperaturen er i almin-
delighed henholdsvis fra 4,0 til 7,0 og fra 25°C til
65°C,og fortrinsvis 50 til 600C, sk¢nt de er afhangige
af enzymets oprindelse, kan de mest foretrukne betin-
gelser variere. Vedrgrende enzymmangden anvendes fra
5 til 200 enheder, og fortrinsvis fra 20 til 80 enheder
enzym pr. gram sucrose. Enzymmzngden er angivet som
"enheder", idet &n enhed er en enzymm@ngde, hvis akti-
vitet giver 1 ymol glucose pr. 2,5 ml reaktionsoplgs-
ning, ndr omsztningen udfgres ved at saztte 0,5 ml en-
zymoplgsning til 1,0 ml 5%'ig sucroseoplgsning og
1,0 ml pufferoplgsning med pH 5,0 efterfulgt af omsat-
ning ved 40°C i 60 minutter.
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Efter afslutning af overfgringsreaktionen op-

varmes reaktionsblandingen til 100°C for at deaktivere
enzymet, blandingen affarves med aktivt carbon, afsal-
tes med ionbytterharpiks og koncentreres til opnéelse
af slutproduktet. Analyse af overfgringsreaktionsblan-
dingen kan f.eks. udfgres med hgjhastighedsvaskechroma-
tografi under anvendelse af en Microbondapack CH sgjle
(fremstillet af Waters Associates Incorporation) og
et oplgsningsmiddel af acetonitril/vand (80/20 ved
rumfang) .

Det sdledes opndede lav-cariogene sgdemiddel
har en sammensatning pd, for et typisk eksempel, 28
vegt® glucose, 2 vagt® fructose, 11 vagt® sucrose,
28 vagt$ GF2, 25 vaegt$% GF3, 5 vagt$% GF5 og 1 vagt? GFS'
Denne grundlaggende sukkersammens&tning varierer meget

efter reaktionsbetingelserne.

Af oligosacchariderne GF2 kan nzvnes O-B-D-fructofuranosyl-

(291) -0-B-fructofuranosyl- (221) —o~-D-glucopyranosid, O-B-D-frutofu-

ranosyl- (296) -0-B~glucopyranosyl- (192) -B-D~fructofuranosid,
O-B-D-fructofuranosyl-(2+6)-O-pB-fructofuranosyl-(2+1) -

a-D-glucopyranosid osv. Som GF3 kan navnes O-B-D-fruc-
tofuranosyl-(29[l—O—B—D—fructofuranosyl]291)-a—D-gluco—
pyranosid, O-B-D-fructcfuranosyl-(2+6)-0-[B~-D-fructo-
furanosyl-(2+2) ]-0O-a-D-glucopyranosyl- (1+2)-B-D-fruc-
tofuranosid osv., og som GF4 kan navnes O-B-D-fructo-
furanosyl—Zé[l—O—B—D—fructofuranosyl-2]361)—a—D—gluco—
pyranosid osv. Som GF5 kan navnes O-p-D-fructofurano-
syl—(2+[l-O-B—D—fructofuranosyl—Z]491)—a—D—glucopyra—
nosid osv.

Virkningerne af s¢demidlet ifglge opfindelsen
og virkningerne af de individuelle ingredienser GFé,
GF3, GF4 og GF5 beskrives nzrmere i de nedenfor anfgrte

undersggelseseksempler.
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Tabel 1 i undersggelseseksempel 1, der er angivet
nedenfor, viser de mangder uoplgseligt dextran, der
er opnadet ud fra GF2, GF3, GF4 og GF5 under anvendelse
af dextransucrase opndet ved dyrkning af Streptococcus
mutans af stammen ATCC 25175 i sammenligning med resul-
tatet fra sucrose. Som det fremgdr af tabellen opnds
intet uoplgseligt dextran fra GFZ' GF3, GF4 og GFS'

Resultater,fra undersggelser af om GF2 og GF3
undertrykker eller ikke undertrykker produktion af
uoplgselig dextran fra sucrose af dextransucrase,er
anfgrt i tabel 2 i undersggelseseksempel 2, der beskri-
ves senere. Som det fremgdr af tabel 2 har GF2 og GF3
vist sig at undertrykke produktion af uopléseligt
dextran fra sucrose.

Tabel 4 i undersggelseseksempel 3, der beskrives
nedenfor, viser mangden af uoplgseligt dextran, der
er opndet ud fra den omhandlede spdemiddelblanding
fremstillet under forskellige betingelser og derfor
med forskellig sammensetning i sammenligning med re-
sultatet fra sucrose. Som det fremgdr af tabellen gav
overfgringsblandingerne det uoplgselige dextran i
mindre mengder end sucrose. Isar foretrzkkes, at vagt-
indholdet af summen af oligosaccharider GFZ’ GFB' GF4
osv. er dobbelt si stort som eller mere end indholdet
af fri sucrose i sgdemiddelkompositionen. Det vil sige,

hvor vagtforholdet mellem summen af oligosaccharider

og det frie sucroseindhold er mindst 2,0/1,er mengden
af produceret uoplgseligt dextran 50% eller mindre
end hvad der produceres under anvendelse af sucrose;
sddanne blandinger er sdledes sarligt foretrzkkelses-

vaerdige.
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Som beskrevet ovenfor producerer en blanding
eller komposition, der indeholder oligosaccharider med
fra 1 til 4 fructosemolekyler bundet til sucrose,
mindre uoplgseligt dextran, der er hoveddrsagen til
caries i tenderne,og oligosaccahriderne GF2, GF3 osvV.
undertrykker dannelsen af dextran ud fra sucrose.

En s&dan sukkerkomposition pavirkes ikke af
dextransucrase opndet fra Streptococcus mutans osv.,
og der produceres saledes intet uoplgseligt dextran,
ndr sukkerblandingen indtages, og blandingen er i
denne betydning mindre cariogen. Skg¢nt oligosacchari-
derne GF2, GF3 osv. i blandingen ikke gares vasentligt
af mikroorganismerne Streptococcus mutans osv., hvorved
der kun produceres ringe mangder organiske syrer derfra,
kan uomsat sucrose og glucose og fructose, der er
frembragt som biprodukter ved overfgringsreaktionen
omdannes til organiske syrer.

Den omhandlede sukkerblanding giver alts& en mindre
ma&ngde organisk syre i forhold til sucrose, men er
dog ikke fuldstendig tilfredsstillende.

Som et resultat af intensive undersggelser om-
kring dette sarlige punkt har det ogsd vist sig, at
glucose og fructose kun findes i ringe mangde i kompo-
sionen og selektivt kan omdannes til sorbitol og manni-
tol ved katalytisk reduktion af sukkerblandingen, der
er blevet opndet ved at omsatte sucrose i narvarelse
af fructosyltransferase under sarlige betingelser,
og at mengden af melkesyre, der frembringes ud fra
den siledes opndede sgdemiddelblanding ved pavirkning
fra mikroorganismer kun er ca. 20% af den, der frem-
bringes af sucrose (se undersggelseseksempel 4). Det
vil sige, opfindelsen angiver ogsd en fremgangsmiade
til fremstilling af et nyt s@gdemiddel, der indeholder
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sorbitol og mannitol, ved hvilken sucrose omsattes
i narverelse af fructosyltransferase til opnéelse af
en sukkeroplgsning, der indeholder glucose, fructose,
sucrose og oligosaccharider med 1 til 4 fructosemole-
kyler bundet til sucrose, og hvor denne sukkeroplgs-—
ning udsattes for katalytisk reduktion, mens oplgsnin-
gens pH fastholdes pa fra 7 til 9.

Nermere angivet har det vist sig, at glucose
og fructose selektivt reduceres til opndelse af sorbi-
tol ud fra glucose og sorbitol og mannitol ud fra
fructese uden nedbrydning af oligosacchariderne GF,,
GF3, GF4 osv. ved f.eks. tilsetning af dinatrium-
hydrogenphosphat til den vandige oplgsning af den
ovenfor beskrevne sukkerblanding for at justere den
vandige oplgsnings pH til fra 7 til 9 og omrgring af
blandingen i narvarelse af 3 til 10% baseret pd mengden
af faste stoffer, nikkelkatalysator (Raney-nikkel,
nikkelformat, nikkel-pd-diatomé&jord osv.) for at udfgre
reduktionsreaktionen ved 50 til 130°C under et reak-
tivt hydrogentryk p& 50 til 120 kg/cm’. Blandt reak-
tionsbetingelserne er justering af pH serligt vigtigt.
S&fremt den katalytiske reduktion f.eks. udfgres ved
en pH p& 6 eller mindre, nedbrydes oligosacchariderne
GF2, GF3, GF4
tol i store mangder og selektiv reduktion af glucose

osv. til opndelse af sorbitol og manni-

og fructose udfgres fortrinsvis ved et pH pd fra 7
til 9.

Den siledes opndede s@¢demiddelblanding indehol-
der typisk ca. 37% sorbitol, 2% mannitol, 10% sucrose,
22% GF2, 22% GF3 og 7% GF4
seseksempel 4 er det blevet vist, at mangden af malke~

. Som angivet i undersggel-

syre frembragt ud fra blandingen ved pavirkning fra
Streptococcus mutans er meget mindre end den fra sucro-

se eller fra sukkerblandingen, der opnéds ved at omsat-
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te sucrose med fructosyltransferase.

Som beskrevet ovenfor er sgdemiddelblandingen
ifglge opfindelsen, der indeholder sorbitol, mannitol,
oligosacchariderne, GFZ’ GF3, GF4 osv. samt en lille |
mangde sucrose, et didrligt substrat for dextransucrase

fra Streptococcus mutans,og den giver sadledes produktion
af uoplgseligt dextran i kun ringe mangde. Derudover
reducerer blandingens mindre pavirkelighed af garing
af Streptococcus mutans mengden af fremstillet caries-
dannende mzlkesyre.

Fglgelig er blandingen et sgdemiddel med starke

anticariogene egenskaber.

Undersggelseseksempel 1

Streptococcus mutans af stammen ATCC 25175 blev
dyrket under anaerobe betingelser ved anvendelse af
et medium, der indeholdt glucose og triptocase og efter
separering af mikroorganismecellerne,blev filtratet
koncentreret og renset ved ultrafiltrering til frem-~
stilling af dextransucrase,

Derpd blev 1,0 ml 1%'s sukkeroplgsning, 1,5 ml
0,67 M phosphatpufferoplgsning (pH 7,0) og 0,25 ml
af den ovennavnte enzymoplgsning blandet og omsat i
4 timer ved 37°C. Det siledes fremstillede vanduoplg-
selige dextran blev udfszldet ved centrifugering ved
3000 omdrejninger pr. minut for at opsamle bundfaldet.
Bundfaldet blev vasket to gange hver gang med 5 ml
70% ethanol,oplgst i 2,5 ml 1 M kaliumhydroxidoplgs-—
ning,og mengden af opndet dextran blev bestemt ved en
phenol-svovlsyremetode. Yderligere blev der som suk-
keroplgsninger anvendt 1%'s oplgsninger af henholdsvis
GF2, GF3, GF4 og GFS' Som GF2, GF3, GF4 og GF5 blev
der anvendt fraktioner renset ved at underkaste en
sukkerblanding (opndet ved at omsatte sucrose i narve-
relse af fructosyltransferase) for carbonchromatogra-
fi (under anvendelse af aktivt pulveriseret trakul)
til opndelse af en enkelt plet i tyndtlagschromatogra-

fi. De s8ledes opndede resultater er vist i tabel 1.
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Tabel 1
Prgve Dextran opndet i reaktions-
oplgsningen =~~~ o
(v)
Sucrose 740
GF2 0
GF 5 0
GF4 0
GF5 0
Som det ses af tabel 1, blev der ikke opnaet
noget dextran fra GF,, GFj, GF , og'GFS.

Undersggelseseksempel 2
Ved dette eksempel blev det undersggt,om GF2
og GF3

af uoplgseligt dextran ud fra sucrose, ndr sucrose

undertrykker eller ikke undertrykker produktion

udsattes for destransucrase fremstillet i undersggel-

seseksempel 1 i narverelse af GF, og GF,. Derudover

var reaktionsbetingelserne som félger: i,o ml af hver
sukkeroplgsning (indeholdende den sukkerart, der er
anfgrt i tabel 2), 1,5 ml 0,67 M phosphatpufferoplgs-
ning (pH 7,0) og 0,25 ml enzymoplgsning blev blandet
og omsat ved 37°C i 4 timer. Uoplgseligt dextran op-
ndet i reaktionsoplgsningen bklev bestemt pé& samme made

som i undersggelselseseksempel 1.

Tabel 2
Sukkerindhold i reaktions- Mangde dextran opndet i
opl@gsningen reaktionsoplgsningen
()
Sucrecse 10 mg 740 (100)
Sucrose 10 mg + GF2 30 mg 300 ( 40)
Sucrose 10 mg + GF3 30 mg 350 ( 47)

Endvidere angiver tallene i parenteser i tabel
2 indeks for mangden af uoplgseligt dextran, idet ud-

byttet fra sucrose angives som 100.

2

B
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Undersggelseseksempel 3
Ved at omsatte sucrose i narverelse af fructo-
syltransferase under forskellige betingelser blev der

fremstillet sgdemidler med de fglgende sammensatninger.

Tabel 3
Nr. Fructose Glucose Sucrose GF2 GF3 GF4 GF5 Forhold™
1 - 5,9 81,9 12,2 - — —- 15,0
2 — 13,7 58,5 27,8 —~- — -— 47,5
3 - 17,4 41,8 35,7 5,0 — -- 97,0
4 - 23,5 23,9 41,211,4 — -- 220
5 —_ 28,4 14,9 39,217,4 — ~-- 380
5 0,8 31,5 11,0 26,4 25,1 5,0 — 514
7 0,9 31,6 10,0 23,524,1 7,0 2,9 575

xGF2+GE‘3+GF4+G£-“5 (%)

x 100
fri sucrose (%)

Mengderne af uoplgseligt dextran opndet ud fra de
ovenfor beskrevne overfgringssukkerblandinger blev
milt pd samme mdde som i undersggelseseksempel 1 til
opnielse af de i tabel 4 angivne resultater.

Tabel 4
Prgve Dextran opndet i reaktionsop-
lgsningen
(%)
Sucrose 490 (100)*
Overfgringssukker nr. 1 436 ( 89)
" nr. 2 298 ( 61)
" nr. 3 289 ( 59)
" nr., 4 201 ( 41)
" nr. 5 142 ( 29)
" nr. 6 44 ( 9)
" nr. 7 40 ( 8)

* Tallene i parenteser angiver indeks for m@ngden af

uoplgseligt dextran, idet mengden, der opnas fra

sucrose tages som 100.
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Undersggelseseksempel 4

Streptococcus mutans Serotype C blev anaerobt
dyrket under anvendelse af et medium, der indeholdt
0,27% maltose, 0,01% L-cysteinhydrochlorid, 0,1%
natrium~L-glutamat, 0,2% NH4H2PO4, 0,02% Mgso4-7H20,
0,001% NaCl, 0,01% MnSO4 og 0,01% FeSO4-7H20. Derpa
blev mikroorganismecellerne opsamlet ved centrifuge-
ring, derefter dispergeret i en 0,05 M phosphatpuf-
fer i en koncentration pd 10 mg/ml. 0,9 ml 0,2 M
phosphatpuffer, 0,14 ml 22,5 mM MgClz, 0,2 ml 1,7%'s
sukkeroplgsning og 0,5 ml celledispersion blev blan-
det og rystet ved 37°C i 30 minutter til omsatning.
Derpéd blev blandingen kogt i 15 minutter for at af-
bryde reaktionen og efter fjernelse af cellerne ved
centrifugering blev mazlkesyre i den ovenstdende

vaeske bestemt ved en enzymatisk metode.

Tabel 5
Substrat Melkesyre Fremstillings-
umol reaktionsforhold forhold

Sucrose 16,8 100

GF2 8,0 48

GF 0,1 0

3 =1

Komposition-1 12,6 75
Komposition—2X2 3,7 22

x] Komposition-l: (sukkerkomposition opndet ved om-
setning af sucrose i narvarelse

af fructosyltransferase)

Glucose 37%
Fructose 2%
Sucrose 10%
GF2 22%
GF3 23%
GF4 6%
%2 Komposition=-2: (komposition opndet ved katalytisk

reduktion)

Sorbitol 38%

Mannitol 1

oe
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Sucrose 10%
GF2 22%
o
GF3 23%
GF4 6%
Eksempel 1

10 ml's portioner BS medium, der indeholdt 5,0%
sucrose, 1,0% pepton , 0,7% kgdekstrakt og 0,3% NaCl
blev heldt i to reagensrgr og efter sterilisation
ved 120°C i 30 minutter blev hvert af medierne inocule-
ret med en platintr8dsslgjfe med Aspergillus niger ACE-
2-1, ATCC 20611, og dyrkning blev udfgrt ved 28°C i
24 timer.

10 ml's portioner af de resulterende kultur-
oplgsninger blev sat til to Erlenmeyer kolber, der
indeholdt 200 ml BS medium (steriliseret ved 120°¢
i 30 minutter), og der blev gennemfgrt rystekultur
ved 28°C i 24 timer for at udfgre predyrkning.

20 ml BS medium blev fyldt pad et 30 liters
geringskar og efter sterilisation ved 120°C i 30 mi-
nutter afkglet og inoculeret med 400 ml af den oven-
navnte kulturoplgsning. Dyrkningen blev udfgrt ved
300 omdrejninger pr. minut ved 28°C i 72 timer. Efter
afslutning af dyrkningen blev cellerne fjernet ved
filtrering til opndelse af 20 liter kulturfiltrat.

20 liter af dette kulturfiltrat blev koncentreret og
renset ved ultrafiltrering til opnéelse af 2 liter
enzymoplgsning med en enzymaktivitet pa 240 enheder/ml.

6,7 liter vand blev sat til 10 kg sucrose for
at oplgse dette, og efter justering af pH til 5,0 blev
enzymet sat dertil i en mangde pd 48 enheder pr. gram
sucrose,oqg overfgringsreaktionen blev udfgrt ved 50°¢
i 48 timer. Efter afslutning af overfgringsreaktionen
blev reaktionsblandingen opvarmet til 100°C i 15 minut-
ter for at deaktivere enzymet efterfulgt af tilsatning
af aktivt carbon i en mengde p& 0,5% i forhold til
indholdet af faste stoffer til affarvning. Efter fjer-
nelse af det aktive carbon blev oplgsningen behandlet
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med ionbytterharpikserne Amberlite IR-120B og Amber-
lite IRA.411 og koncentreret til 75 vagt® til opnaelse
af 12 kg lav-cariogent sgdemiddel.

Det sdledes opnaede sgdemiddel havde en sukker-
sammensatning pad: 26% glucose, 2% fructose, 18% sucrose,
40% GF2 og 14% GF3.

Eksempel 2

Fusarium lini IAM 5008 blev dyrket pd samme
mdde som beskrevet i eksempel 1 til opnaelse af 20 1li-
ter kulturoplgsning. Denne oplgsning blev koncentreret
og renset ved ultrafiltrering til opndelse af 2 liter
enzymoplgsning med en enzymaktivitet pa 200 enheder/ml.

7 liter vand blev sat til 3 kg sucrose,og efter
justering af pH til 6,0 blev enzymet sat dertil i en
mengde pa 16 enheder pr. gram sucrose efterfulgt af,
at overfgringsreaktionen blev gennemfgrt ved 50°C i
24 timer. Efter afslutning af reaktionen blev oplgsnin-
gen opvarmet til 100°C i 15 minuttef for at deaktivere
enzymet, og der blev tilsat aktivt carbon i en mangde
pd 0,5% i forhold til indholdet af faste stoffer til
affarvning. Derpa blev opl¢sniﬂgen afsaltet med en
ionbytterharpiks og koncentreret til 75 vagt® til op-
ndelse af 3,7 kg lav-cariogent sgdemiddel.

Det sdledes opndede sgdemiddel havde en sukker=-
sammensatning pd: 38,2% glucose, 7,8% fructose, 17,2%
sucrose; 25,4% GF2 of 11,4% GF3.

Eksempel 3

Gloeosporium kaki IAM 5011 blev dyrket pa samme
madde som beskrevet i eksempel 1 til opndelse af 20 li-
ter filtrat. Dette filtrat blev koncentreret og renset
ved ultrafiltrering til opndelse af 1,5 liter enzym-
oplgsning med en enzymaktivitet pa 200 enheder/ml.

7 liter vand blev sat til 3 kg sucrose for at
oplgse dette, og efter justering af pH til 6,0 blev
enzymet sat dertil i en mengde pd 20 enheder pr. gram

sucrose efterfulgt af, at overfgringsreaktionen blev
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gennemfgrt ved 50°C i 24 timer. Efter afslutning af
reaktionen blev oplgsningen affarvet og afsaltet pd
camme midde som i eksempel 1 og koncentreret til 75

5 vagt®til opndelse af 3,8 kg lav-cariogent sgdemiddel.
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Det sdledes opndede sg¢demiddel bavde en sukker-
sammensatning pd: 25% glucose, 9% fructose, 36% sucro-
se, 24% GF2 og 6% GF3.

Eksempler p& anvendelse af sgdemidlet til for-
skellige spiselige produkter og drikkevarer bheskrives

nedenfor.

Eksempel 4
Fremstilling af harde bolsjer:

Et lav-cariogent sgdemiddel med en sukkersam-
mensatning pd 37% glucose, 2% fructose, 10% sucrose,
22% GF,, 23% GFy og 6% GF, (vandindhold: 25 vegts)
blev vakuumkoncentreret til et endeligt vandindhold
p& ca. 8 til 10 vegt?,og efter afkgling til ca. 80°¢
blev der tilsat et smagsstof og et spiseligt farvestof
efterfulgt af stgbning og afkgling til stuetemperatur
til opndelse af hdrde bolsjer. Disse bolsjer dannede
ikke sukkerkrystaller,som det sker med bolsjer, der
er fremstillet under anvendelse af sukker,og havde

ringe cariogenicitet.

Eksempel 5
Fremstilling af appelsinmarmelade:

200 g appelsinkgd blev sat til 90 g appelsin-
skreller, der natten over var blevet dyppet i en vandig
3%'s natriumchloridoplgsning for at fjerne bitterhed,
vasket med vand for at fierne saltet og kogt i ca. 20
minutter. Efter tilsztning af 370 ml vand blev blan-
dingen kogt ned i ca. 30 minutter, mens der blev til-
sat 320 g af det lav-cariogene sgdemiddel med den samme
sukkersammensatning som i eksempel 4 (vandindhold:

25 vegt%). Den resulterende appelsinmarmelade havde
et sukkerindhold p& 65 vagt%. Dette gav en frisk syr-
lig appelsinsmag og smagte godt.
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Eksempel 6
Fremstilling af en s¢d pasta af dampede bgnner (ogsé
benzvnt "neri-yokan"):

12 g agar-agar blev dyppet i vand i 3 timer og
malet efter fjernelse af vandet. Derpd blev der tilsat
260 ml vand efterfulgt af opvarmning for at oplgse.
960 g Lav-cariogent sgdemiddel med den samme sukker-
sammensetning som i eksempel 4 (vandindhold: 25 vagt$)
blev sat dertil, og filtreret efter at agar-agar
var fuldstendigt oplgst. Denne agar-agar blanding blev
anbragt over ild,og 500 g rd bgnnepasta blev tilsat
og altet, og efter kogning til opndelse af et sukker-
indhold pa 70-71%,stgbt i en form og fardiggjort til
fremstilling af s¢d pasta af dampede bgnner (neri-yo-.
kan). Denne havde ringe cariogenicitet.

Eksempel 7
Fremstilling af iscreme:

10 Dele skummetmalk, 75,5 dele vand, 0,25 dele
stabiliseringsmiddel, 0,25 dele emulgeringsmiddel, 14
dele lav-cariogent sgdemiddel med den samme sukker-
sammensetning som i eksempel 4 og en passende mangde
smagsstof blev anvendt til at fremstille en iscrems-
blanding. Efter filtrering blev denne steriliseret
ved 70°C i 30 minutter derpi afkglet. Efter henstilling
ved 3 til 5°C i 6 timer blev temperaturen sanket under
omrgring til frysning. Der blev siledes fremstillet is-
creme. Eftersom det lav-cariogene sgdemiddel havde
omtrent den samme frysepunktssankning, havde den re-
sulterende iscreme god evne til at bevare formen i
sammenligning med det tilfalde, hvor der anvendes

sukker.

Eksempel 8
Fremstilling af smikager:
Dejen blev fremstillet ved at anvende 1 kg hvede-
mel, 100 g majsstivelse, 333 g lav-cariogent sgdemiddel
med den samme sukkersammensatning som i eksempel 4
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(vandindhold: 25 vagt%), 125 g margarine, 5 g natrium-
chlorid, 2,5 g natriumcarbonat, 8,8 g ammoniumcarbonat,
6,3 g sojabgnnelecithin, 75 g &g, 6,3 g vanilleolie og
267 g vand, og efter havning formet og bagt til smaka-
ger. Dejens tilstand var den samme som i tilfeldet, hvor
der er anvendes sukker, og smikagerne havde et godt
rumfang og en god bagt farve i sammenligning med,hvor

der anvendes sukker.

Eksempel 9
Fremstilling af laskedrik:

1,5 Dele citronsyre og 970 dele vand blev sat
til 133 dele lav-cariogent s¢demiddel med den samme
sukkersammensztning som i eksempel 4 (vandindhold:

25 vaegt3) til oplgsning, og der blev sat en passende
mengde farvestof og smagsstof til. Derpda blev blandin-
gen underkastet carbonering til fremstilling af en
leskedrik. Dette er en lav-cariogen laskedrik, eftersom

den kun indeholder det lav-cariogene sg¢gdemiddel.

Eksempel 10

Fremstilling af tyggegummi:

75 Dele af det lav-cariogene sgdemiddelpulver
med den samme sukkersammensatning som i eksempel 4,
og 22 dele chiclegummi blev oplgst og blandet. Derpa
blev der tilsat smagsstof og menthol efterfulgt af
#ltning. Efter at fgre blandingen gennem en vasle for
at valse den til en given tykkelse, blev det valsede
produkt skdret ud og tgrret til fremstilling af plade-
tyggegummi. Dette tyggegummi har ringe cariogenicitet,
eftersom der kun blev anvendt det lav-cariogene sgde-

middel.

Eksempel 11
Fremstilling af chokolade:
100 Dele bitter chokolade, 116 dele lav-cario-
gent s¢gdemiddelpulver med den sammesukkersammens&tning

som i eksempel 4, 23 dele cacaosmgr, 90 dele melkepul-
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ver og sma mengder vanille og lecithin blev blandet
til fremstilling af chokolade pa sadvanlig vis. Denne
chokolade havde en udsggt sgdhed og gav den samme smag,

som en fremstilllet under anvendelse af sukker.

Eksempel 12
Fremstilling af et preserveret spiseligt produkt ned-
kogt i sojasovs (ogséd benavnt "tsukudani"):

1 liter sojasovs og 900 g lav-cariogent s¢de-
middel med den samme sukkersammensatning som i eksempel
4 blev blandet og kogt ned. Derpéd blev der tilsat 800
g korthalsede muslinger og 50 g ingefar og kogt i 40
til 60 minutter i flydende tilstand til opndelse af
preserverede korthalsede muslinger nedkogt i sojasovs med

god farve og god smag.

Eksempel 13

Fremstilling af glaserede kastanjer: .

Kastanjernes skaller blev fjernet efterfulgt
af kogning af de skrazllede kastanjer i 8 til 10 timer.
Derpd blev bittert skin fjernet, og der blev haldt en
40%'s varm sukkeroplgsning af lav-cariogent sgdemiddel
med den sammen sukkersammensatning som i eksempel 4
derpa. Efter henstand i en dag, blev der haldt en 45%'s
sukkeroplgsning derpad efterfulgt af henstand i en dag.
Ligeledes blev koncentrationen af sukkeroplgsningen
havet til 70% til fremstilling af glaserede kastanjer.
Eftersom det lav-cariogene sgdemiddels osmotiske tryk
var omtrent det samme som det osmotiske tryk af sukker,
blev der opnaet gode produkter.

Eksempel 14
" 10 ml's portioner BS medium indeholdende 5,0%
sucrose, 1,0% pepton , 0,7% kgdekstrakt og 0,3% NaCl
blev hver isar anbragt i to reagensglas og efter steri-
lisation ved 120°C i 30 minutter blev hvert af medierne
inoculeret med en platintrédsslgjfe Aspergillus niger,

og dyrkning blev gennemfgrt ved 28°C i 24 timer.
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10 ml's portioner af den resulterende kultur-
oplgsning blev hver isar sat til 2 Erlenmeyer-kolber,
der indeholdt 200 ml BS medium (steriliseret ved 120°C
i 30 minutter), og der blev gennemfgrt rystekultur
ved 28°C i 24 timer til gennemfgring af predyrkning.

20 Liter BS medium blev anbragt i et 20 liters
gaeringskar, og efter sterilisation ved 120°C i 30 minut-
ter afkglet og inoculeret med 400 ml af den ovennavnte
kulturoplgsning. Dyrkning blev gennemf¢ft ved 300 om-
drejninger pr. minut ved 28°c i 72 timer. Ved afslut-
ningen af dyrkningen blev cellerne fjernet ved filtre-
ring til opndelse af 20 liter kulturfiltrat. 20 Liter
af dette kulturfiltrat blev koncentreret og renset
ved ultrafiltrering til opndelse af 2 liter enzymoplgs-
ning med en enzymaktivitet pd 240 enheder/ml.

3,3 Liter vand blev sat til 5 kg sucrose til
oplgsning,og efter justering af pH til 6,0 blev enzym-
oplgsningen sat dertil i en mangde pd& 60 enheder/gram
sucrose efterfulgt af overfgringsreaktionen ved 50°¢
i 72 timer. Efter afslutning af overfgringsreaktionen
blev oplgsningen opvarmet til 100°C i 15 minutter for
at deaktivere enzymet. Derpd blev aktivt carbon tilsat
i en mengde p& 0,5% i forhold til de faste stoffer til
affarvning. Efter fjernelse af det aktive carbon blev
oplgsningen behandlet med ionbytterharpikserne Amber-
lite IR-120 og Amberlite IRA-411 og koncentreret til
en koncentration pd& 75 vagt% til opndelse af 6 kg sgde-
middel. Dette sgdemiddel havde en sukkersammens@tning
p&: 37% glucose, 2% fructose, 10% sucrose, 22% GF2,
23% GF, og 6% GF4.

700 ml vand blev sat til den ovennavnte sgde-
middelblanding, der blev tilsat 15 ml 10%'s NazHPO4
efterfulgt af justering af pH til 9,0 med 4%'s NaOH.
50 g Raney-nikkel blev tilsat, og reduktionen blev
udfgrt ved 80 til 90°C i 50 minutter under omrgring
ved et hydrogentryk pa 60 til 120 kg/cmz. Efter reak-
tionens afslutning blev nikkelkatalysatoren fjernet,
og oplgsningen blev behandlet med ionbytterharpikserne

3
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Amberlite IR~120B og Amberlite IRA-411 efterfulgt af
koncentration til 75 vagt% til opndelse af 1 kg produkt.
Dette s@gdemiddel havde en sukkersammensatning pa:

38% sorbitol, 2% mannitol, 9% sucrose, 22% GFZ' 23%

GF3 og 6% GF

4
Eksempel 15

10 ml BS medium indeholdende 0,5% sucrose,
1,0% pepton, 0,7% ke¢dekstrakt og 0,3% NaCl blev hver
isar anbragt i to reagensglas, og efter sterilisation
ved 120°C i 30 minutter blev hvert af medierne inocu-
leret med en platintrédsslgjfe Aureobasidium pullulans
var. melanigenum A-8 ATCC 20612, og dyrkning blev
gennemfgrt ved 28°C i 24 timer.

10 ml's portioner af den resulterende kultur-
oplgsning blev hver sat til to Erlenmeyer-kolber,
der indeholdt 300 ml BS medium (steriliseret ved 120°C
i 30 minutter), og der blev udfgrt rystekultur ved
28°C i 24 timer til gennemfgring af predyrkning.

20 Liter medium, der indeholdt 10% sucrose,
1,0% pepton, 0,7% kgdekstrakt, 0,3% NaCl og 0,1%
CoC12'6H20 blev fyldt i et 30 liters garingskar og
efter sterilisation ved 120°C i 30 minutter afkglet
og inoculeret med 600 ml af den ovennavnte kultur-
oplgsning. Dyrkning blev gennemfgrt ved 240 omdrej-
ninger pr. minut ved 28°C i 24 timer. Efter dyrkning
blev cellerne centrifugeret til opndelse af 400 g ra-
enzym. Dette rdenzym (celler opndet ved centrifugering)
havde en enzymaktivitet p& 12000 enheder/g.

6,7 Liter vand blev sat til 10 kg sucrose til
oplgsning, og efter justering af pH til 6,0 blev enzy-
met sat dertil i en mengde pa 30 enheder pr. gram su-
crose, og overfgringsreaktionen blev gennemfgrt ved
60°C i 48 timer. Efter afslutning af overfgringsreak-
tionen blev reaktionsblandingen opvarmet til 100°C i
15 minutter for at inaktivere enzymet efterfulgt af
tilsatning af aktivt carbon i en mangde pd 0,5% baseret

péd faste stoffer for at affarve. Efter fjernelse af
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det aktive carbon blev oplgsningen behandlet med ion-
bytterharpikserne Amberlite-120B og Amberlite IRA-411
og koncentreret til 75 vagt% til opndelse af 11 kg lav-
cariogent sgdemiddel.

Det siledes opndede sgdemiddel havde en sukker-
sammensatning p& 0,8% fructose, 31,5% glucose, 11,0%
sucrose, 24,6% GFZ’ 25,1% GF3 og 7,0% GF4.

PATENTEKRAYV
1. Lav-cariogent: sedemiddel bestdende i det va-
sentlige af oligosaccharider af fructose og sucrose,
kendetegnet ved, at der til hvert sucrose-
molekyle er bundet 1 til 4 fructosemolekyler , sdledes

at forholdet mellem fructose og sucrose er mindst 1:1.

2. Spdemiddel ifglge krav 1, kende t e g -
n et ved, at forholdet mellem vagtindholdet af summen
af oligosacchariderne med fra 1 til 4 fructosemolekyler
bundet til sucrose blandt de faste ingredienser og vagt-
indholdet af fri sucrose er mindst 2,0/1.

3. Fremgangsmade til fremstilling af et lav-ca-
riogent sedemiddel ifelge krav 1 eller 2, kende -

t egnet ved, at sucrose omsattes i narverelse af

fructosyltransferase.
4. Fremgangsmide ifglge krav 3, k e n deteg-

net ved, at fructosyltransferasen f8s fra slzgten
Aspergillus.

5. Fremgangsmade ifglge krav 3, k e n d e~
tegnet ved, at fructosyltransferasen fas fra
slagten Fusarium.

6. Fremgangsmide ifglge krav 3, k e n de -
tegnet ved, at fructosyltransferasen fas fra
slegten Gloeosporium.

7. Fremgangsmide ifglge krav 3, k e n de -
tegnet ved, at fructosyltransferasen fés fra

Aureobasidium pullulans var. melanigenum A-8 ATCC 20612.
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