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57 Sammendrag

Tagatose fremstilles ved hydrolysering av laktose til
galaktose og glukose og isomerisering av galaktose til
tagatose og kromatografisk separering og
resirkulering av hvilke som helst ikke-omdannede
forbindelser. PA denne méten oppnar man heye

utbytter av ren tagatose.
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Foreliggende oppfinnelse angdr enzymatisk fremstilling av tagatose, spesielt D-
tagatose.

D-tagatose er et lavkalori bulksgtningsstoff med mange anvendelsesomriader som har
ikke-kariogene og prebiotiske egenskaper. D-tagatose kan anvendes i neringsmidler og
funksjonelle nzeringsmidler sa vel som i legemidler, jfr. US 4786722, US 5356879 og
US 5447917.

Ifelge US 5002612 og US 5078796 har D-tagatose blitt fremstilt ved & hydrolysere
lactose eller et lactose-inneholdende materiale til en blanding av galaktose og glykose
ved anvendelse av en lactase, eventuelt ved & fjerne glykose fulgt av kjemisk

isomerisering av galaktose til tagatose.

US 6057135 beskriver fremstilling av D-tagatose fra ostemyse cller melk, som
hydrolyseres for & fremstille en blanding av galaktose og glukose. Glukose separeres
fra galaktosen ved fermentering av glukose og utsettes for isomerisering ved anvendelse
av L-arabinoseisomerase.

I et forste aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsmaéte for fremstilling av
tagatose som innbefatter a) hydrolysering av laktose eller et laktoseinneholdende
utgangsmateriale for 4 oppné galaktose og glukose, b) isomerisering av den oppnédde
galaktosen med en L-arabinoseisomerase, og c) kromatografisk separering av produkter
og ikke-omdannede forbindelser og resirkulering av ikke-omdannede forbindelser til

prosessen.

I et annet aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsméte hvori trinn a) og b)
utfores i en reaktor.

I et ytterligere aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsmate for fremstilling
av D-tagatose.

I enda et ytterligere aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsmaéte, hvori L-
arabinose isomerasen som anvendes i trinn b) er termofil.

I enda et ytterligere aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsmaéte hvori
laktasen som anvendes i trinn a) er termofil.
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I enda et ytterligere aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsmaéte hvori
temperaturen som anvendes i trinn(ene) a) og/eller b) er 40 - 90°C.

Yiterligere aspekter av oppfinnelsen vises i de etterfelgende krav.

Figur 1 viser fremgangsméten i eksempel 1 skjematisk,
Figur 2 viser fremgangsméten i eksempel 2 skjematisk, og
Figur 3 viser fremgangsméten i eksempel 3 skjematisk.
Figur 4 viser resultatet av eksempel 4.

Det har overraskende blitt funnet at det er mulig & anvende kromatografisk separering
og gjenvinning i en enzymatisk fremgangsméte for fremstilling av tagatose. P4 denne
maten oppnas heyere utbytter og en renere fremgangsmate. Det totale utbyttet sa vel
som utbyttet for hver syklus, er hoyere.

Ved anvendelsen av denne prosessen er det mulig & gjenvinne og anvende hvilken som
helst ikke-omdannet laktose og galaktose. Det er ogsa mulig & separere produktene,
tagatose og hvilke som helst biprodukter, spesielt glukose fra galaktose og anvendelsen
av glukose for andre formal.

Utgangsmaterialet kan vere hvilken som helst laktose eller laktoseinneholdende
materiale.

Laktose er et biprodukt fra ostefremstilling. Denne fremgangsméten gir mulighet for 4
omdanne laktose, et produkt med lav verdi som er produsert i overflod, til et produkt
med hey verdi med egenskaper som er nyttige for mennesker. Dette er en méte &
anvende laktose. Man har lenge prevd & finne muligheter for anvendelse av laktose.

Fremgangsméten involverer enzymatisk hydrolyse av laktose, enzymatisk omdannelse
av galaktose til tagatose og eventuelt kromatografisk separering med gjenvinning av
ikke-omdannede produkter.

Konsumeringen av kjemikalier etc. er lav.

Produksjonen av biprodukter er lav. Kun ett biprodukt produseres, nemlig glukose som
en glukosesirup/-pulver, som kan anvendes som nzringsmiddel.
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Det er mulig 2 utfere hele reaksjonen i en reaktor som inneholder enzymer for hydrolyse
av laktose s vel som isomerisering av galaktose. P4 denne méten kombineres trinn a)
og trinn b).

Ved & gjore dette forbedres hele prosessen med hensyn til utbytte pr. enhetstime.
Galaktose fjernes kontinuerlig fra reaktoren ved dens isomerisering til tagatose som pa
denne maten reduserer konsentrasjonen av galaktose som ellers ville redusere effekten
av laktasen og resultere i en reduksjon av omdannelsen av laktose til galaktose og
glukose. Det er mulig & utfere prosessen ved en hoy konsentrasjon (Brix) p4 grunn av
den haye prosesstemperaturen. Evaporeringskapasiteten ville bli spart, noe som igjen
vil resultere i forbedret skonomi med hensyn til investering og arbeid. Den gkte
sukkerkonsentrasjonen har dessuten den effekten at anvendelsen av konserveringsmidler
kan reduseres. Ogsi forste kromatografiske separeringen vil bli overfladig, som igjen
betyr forbedret skonomi med hensyn til investering og lepetid.

Spesielt er en enzymatisk omdanning av laktose til glukose og galaktose med
etterfolgende isomerisering av galaktosen til tagatose i samme enzymreaktor blitt vist.
De innledende undersgkelser bekreftet at LacS laktase-enzym og L-arabinose isomerase
fra T. mathranii kunne fungere under identiske metallion-, buffer- og temperatur-
betingelser. Prinsippet ble deretter undersekt ved inkubering av en 800 mM
laktoseoppleosning (28%) med immobilisert laktase og immobilisert isomerase. Prever
ble analysert med hensyn til deres innhold av laktose, glukose, galaktose og tagatose
ved hjelp av HPLC. I lepet av 24 timers inkubering gkte konsentrasjonen av glukose til
ca. 800 mM hvilket indikerer at all laktose ble spaltet. Konsentrasjonene av galaktose
og tagatose okte begge lineert til ca. 300 mM. Fglgelig var omdanningsgraden
(300/800) x 100% = 38%.

Ytterligere enzym kan overfores i den samme reaktoren, en sékalt kombireaktor.

Tagatosen er spesielt D-tagatose, og det er stor ettersparsel etter den i
nzringsmiddelindustrien.

Alle laktaser kan anvendes i trinn a). Eksempler er enzymer avledet fra gruppen som
bestar av Bacillus, Sulfolobus, Thermoanaerobacter, Thermus og Pyrococcus.

Alle L-arabinoseisomeraser kan anvendes i trinn b). Eksempler er enzymer avledet fra
gruppen som bestar av Bacillus, Sulfolobus, Thermoanaerobacter og Thermotoga.



20

25

30

35

Enzymene kan anvendes i en hvilken som helst form. For eksempel er det mulig &
anvende immobiliserte enzymer.

Biotechnologisk Institute, Danmark, kan levere anvendbare laktaser og L-arabinose-
isomeraser.

Biotechnologisk Institute, Danmark har funnet og undersekt et enzym avledet fra
Thermoanaerobacter mathranii, Thermoanaerobacter mathranii DSM 11426. De har
innlevert en US patentseknad nr. 09/905,108 som dekker oppfinnelsen.

K, verdier for T. mathranii enzym pa D-galaktose er lavere enn verdier for enzymer fra
vanlige organismer som produserer L-arabinose isomerase, slik som 4erobacter
aerogenes, Bacillus amyloliquefaciens, Arthrobacter sp og Lactobacillus pentosus.
Derfor har T. mathranii en bedre affinitet.

Det sistnevnte enzymet er termofilt.

En ytterligere fordel ved & anvende termofile enzymer er muligheten av & anvende hay -
prosesstemperatur hvor oppleseligheten av laktose og glukose er hoyere. Dette betyr at
mer konsentrerte produkter kan anvendes for den enzymatiske prosessen av
oppfinnelsen. Dette betyr igjen mindre vannforbruk og mindre vann for evaporering.
Dette vil gi tekniske fordeler og mindre behov for vann og energi med hensyn til
oppvarming og kjeling av prosesstremmer.

Anvendelsen av termofile enzymer har ytterligere gjort det mulig 3 arbeide ved en
hayere temperatur. Dette forer til en bedre hygiene pa grunn av redusert risiko for
kontaminering med skadelige mikroorganismer. Ytterligere oppnds en gkt omdannelse
av galaktose til tagatose med heyere temperaturer sammenlignet med omdannelsen av
arabinose til ribulose. I tillegg kan det ogsé vzre tekniske fordeler som lettere flyt og
raskere filtrering.

Det er siledes foretrukket & anvende enzymer som har optimale utbytter ved haye
temperaturer i trinnene a) og/eller i trinn b). Dette vil vanligvis gi en raskere reaksjon.
Videre er det mulig & rense systemet ved anvendelse av heye temperaturer, for eksempel
pasteuriseringstemperaturer, som vanligvis anvendes i meieriindustrien eller
temperaturer over 100°C, hvis enzymene er termofile eller til og med ekstremofile.
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Hvis det ikke er noen eller kun liten temperaturforskjell mellom temperaturtrinn a) og
b), reduseres energien for kjeling og oppvarming. Produksjonsprosessen kan siledes
kjores ved temperaturer over 60°C. Dette har brede implikasjoner for mikrobiologien
og forbruket av damp og saltopplesning for oppvarming og kjoling.

Temperaturen som anvendes i trinn(ene) a) og/eller b) er 40 - 90°C. Vanligvis er den 60
- 90°C. Fortrinnsvis er temperaturen 60 - 80°C, mer foretrukket 65 - 70°C, og mest
foretrukket er temperaturen 65°C. Likevel vil temperaturen vare avhengig av de valgte
enzymer og den kan veere forskjellig i trinn a) og b). Som nevnt over, oppnés noen
fordeler ved & anvende samme temperatur i begge trinn, hvilket inkluderer utforming av
begge trinn simultant i en reaktor.

I motsetning til kjemisk omdannelse av galaktose til tagatose, kan prosessen kjeres ved
en pH-verdi som er optimal for sukkere. Det reduserer produksjonen av
sukkernedbrytningsproduktet betydelig. Som et resultat forbedres gjenvinning og
ekonomien. En typisk pH-verdi er ca. 7,0. Anvendbare pH-verdier og andre
reaksjonsparametere finnes for eksempel US 6057135. Yamanaka, K and Wood, W.A.
(1966) Methods in Enzymology 9: 596-602, som har en liste med et antall
melkesyrebakterier som danner et L-arabinose isomeraseenzym som er i stand til 4
produsere ketoser fra blant annet D-galaktose.

Produktet av oppfinnelsen i form av sirup er s ren at det er mulig 4 anvende direkte
tagatosesiruper. Hittil har det veert nedvendig & rense produktet, for eksempel ved
krystallisering av den urene sirupen og opplese eller solubilisere den igjen.

Som nevnt over, kan D-tagatose bli fremstilt fra en laktoseinneholdende kilde (for
eksempel ostemyse, kaseinmyse eller melk). Laktose hydrolyseres til like mengder av
galaktose og glukose ved hjelp av laktasen som kan vare immobilisert laktase.

Galaktose separeres fortrinnsvis fra glukose ved kromatografi. Ikke-hydrolysert laktose
kan separeres og gjenvinnes i enzymkolonnen. Galaktosen isomeriseres til tagatose ved
hjelp av valgfritt L-arabinoseisomerase. Ikke-isomerisert galaktose kan separeres ved
hjelp av kromatografi og gjenvinnes. Fraksjonen som inneholder D-tagatose
krystalliseres. Krystallene separeres fra moderluten og terkes. Moderluten som har en
stor andel av tagatose, kan gjenvinnes/gjenkrystalliseres. Det er ogsd mulig 4 anvende
tagatosen direkte som er fremstilt som sirup i naeringsmiddelprodukter for mennesker
eller andre formal.
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Séaledes har man funnet en effektiv enzymatisk prosedyre kombinert med kromatografi
for fremstilling av tagatose i haye utbytter og i en meget ren form i en eller to reaktorer.
Fremgangsmaten har spesielle fordeler hvis den utferes med termofile/ekstremofile
enzymer.

Den nye fremgangsmaéten for fremstilling av tagatose er meget effektiv og ren pa grunn
av en spesifikk enzymatisk omdanning kombinert med gjenvinning av ikke-omdannede
produkter. Prosessen er ekstremt effektiv og miljevennlig.

EKSEMPLER

Eksempel 1

Hydrolyse av laktose med resirkulering
Isomerisering av galaktose med resirkulering

1. Laktose fremstilles fra mye ved ultrafiltrering fulgt av krystallisering.

2. En opplesning av laktose i vann (8-40% DS) hydrolyseres ved hjelp av
immobilisert laktase ved hey eller lav temperatur (enten ved hjelp av et
enzym fra Aspergillus oryzae eller en termofil organisme).

3. Glykose og galaktose separeres ved hjelp av kromatografi. Avhengig av
konsentrasjonen av foringsmengden kan det vare nadvendig & kjore et
konsentreringstrinn for eksempel ved evaporering.

4, Laktose og mulige galaktooligosakkarider gjenvinnes i kolonnen som
inneholder immobilisert enzym.

5. Hvis konsentrasjonen av oligosakkarider i gjenvinningsloopen er for hay
(hydrolysen pavirkes p& uensket méite), spyles systemet.

6. Fraksjonen som inneholder glukose og galaktose isomeriseres ved hjelp av
immobilisert galaktoseisomerase (fra en termofil organisme)

7. Blandingen konsentreres for eksempel ved hjelp av evaporering.

8. Tagatose separeres ved hjelp av kromatografi.

9. Tagatosefraksjon konsentreres og muligens krystalliseres.

10.  Glukosefraksjonen kan konsentreres for salg som en sirup eller den kan
ytterligere bearbeides.

11.  Galaktosefraksjonen resirkuleres til isomerasekolonnen.




Eksempel 2

Hydrolyse av laktose uten resirkulering
med folgende isomerisering

1. Laktose fremstilles fra myse ved ultrafiltrering fulgt av krystallisering.

2. En opplesning av laktose i vann (8 — 40% DS) hydrolyseres ved hjelp av
immobilisert laktase (enzymet stammer fra Aspergillus oryzae).

3. Blandingen som inneholder ca. 46% glukose, 46% galaktose feres gjennom
en kolonne som inneholder immobilisert galaktoseisomerase (fra en termofil
organisme). Ca. 30% av galaktosen omdannes til tagatose.

4. Produktet separeres i 3 fraksjoner ved konsentrering og kromatografisk
separering;:

e Fraksjon 1 inneholder hovedsakelig ikke-omdannet galaktose. Denne
fraksjonen resirkuleres i galaktoseisomerasekolonnen

e Fraksjon 2 inneholder hovedsakelig tagatose. Denne fraksjonen
konsentreres for krystallisering eller den selges som sirup.

e Fraksjon 3 inneholder hovedsakelig glukose, men ogsé
galaktooligosakkarider fremstilt av laktaseenzymet sé vel som ikke-
omdannet laktose. Denne fraksjonen konsentreres for salg som sirup
eller for ytterligere prosessering, som krystallisering eller torking.

Eksempel 3

Hydrolyse og isomerisering i en reaktor

1. Laktose produseres fra myse ved ultrafiltrering fulgt av krystallisering.

2. En opplesning av laktose i vann feres gjennom en kolonne som inneholder
immobilisert laktase og L-arabinoseisomerase (begge enzymer stammer fra
termofile organismer).

3. Produktet separeres i 3 fraksjoner ved konsentrering og kromatografisk
separering:

e Fraksjon 1 inncholder hovedsakelig ikke-omdannet galaktose. Denne
fraksjonen resirkuleres i kolonnen for enzymatisk omdanning,

¢ Fraksjon 2 inneholder hovedsakelig tagatose. Denne fraksjonen
konsentreres for krystallisering eller den selges som en sirup.
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¢ Fraksjon 3 inneholder hovedsakelig glukose, men ogsa
galaktooligosakkarider fremstilt av laktaseenzymet sé vel som ikke-
omdannet laktose. Denne fraksjonen konsentreres for salg som en sirup
eller for ytterligere prosessering som krystallisering eller terking.

Eksempel 4

En-reaktoromdanhing ay laktose til tagatose med immobilisert laktase og
immobilisert isomerase

B-glykosidasen som koder for genet fra Sulfolobus solfataricus (Moracci M, Ciaramella
M, and Rossi M. [2001] Methods in Enzymology vol. 330, s. 201 — 15) ble klonet og
uttrykt i E. coli. Genet ble isolert ved hjelp av polymerasekjedereaksjon (PCR) ved
anvendelse av renset kromosomalt DNA fra Sulfolobus solfataricus stamme P2.
Primere som inneholder ytterligere restriksjonsseter for Ndel og BamH]I ble laget for &
gi den hele kodesekvens pé et fragment som i det folgende ble klonet i et standard,
ekspresjonsplasmid pET3a (Novagen).

E. coli celler som uttrykker enzymet ble kultivert, hestet ved sentrifugering, lysert i en
French trykkcelle og kryssbundet med glutaraldehyd og polyetylenimin som beskrevet i
US 5.354.105. Det immobiliserte enzymet ble gjenvunnet ved sentrifugering og
lyofilisering av pellet. Aktiviteten til den immobiliserte laktasen var 1500 enheter/g
terrvekt. En enhet ble definert som mengden enzym som frigir ett mikromol glykose pr.
min. ved 65°C, pH 7, i en 30% (vekt/volum) opplesning av laktose.

L-arabinoseisomerasegenet fra Thermoanaerobacter mathranii ble klonet og uttrykt i E.
coli som beskrevet i US patentsgknad nr. US 09/905.108 (Biotechnological Institute,
Danmark).

E. coli celler som uttrykker enzymet ble kultivert, hostet ved hjelp av sentrifugering,
lysert i en French trykkcelle og kryssbundet med glutaraldehyd og polyetylenimin som
beskrevet 1 US 4.354.105. Det immobiliserte enzymet ble gjenvunnet ved hjelp av
sentrifugering og lyofilisering av pelleten. Aktiviteten til den immobiliserte L-
arabinoseisomerasen var 50 enheter/g torrvekt. En enhet ble definert som mengden av
enzym som produserer en mikromol D-tagatose pr. min. ved 65°C, pH 7, i en 30% (w/v)
opplesning av D-galaktose.
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En-milliliter preveblandinger som inneholder 20 mg immobilisert laktase, 80 mg
immobilisert isomerase, 0,30 g laktose (30%, 875 mM), 25 mM K-maleatbuffer, pH 6,9
og 5 mM MnCl; ble inkubert ved 65°C. En kontrollprave uten enzymer ble behandlet
p& samme méte. Periodisk ble praver tatt og konsentrasjonene av glukose, galaktose og
tagatose ble bestemt ved heyt trykk flytende kromatografi ved anvendelse av en Aminex
HPX-87C kolonne (Bio-Rad) og en refraksjonsindeks detektor (Waters 410). Den
mobile fasen var avionisert, avgasset vann, kolonnetemperaturen var 85°C, og
stremningshastigheten var 0,6 ml/min..

Som vist i figur 4, gkte konsentrasjonen av glukose til ca. 800 mM i lapet av 24 timer,
som indikerer at nesten all laktose ble hydrolysert til galaktose og glukose.
Konsentrasjonen av tagatose gkte linezrt til ca. 300 mM i lepet av 24 timer, som
indikerer en bioomdannelse pa 300 mM/800 mM = 38%.

TABELL

Omdannelse av laktose til tagatose med immobilisert lacS latase fra S. solfataricus
og araA isomerase fra 7. mathranii

Inkuberingstid | Laktose (mM) | Glukose (mM) | Galaktose (mM) | Tagatose (mM)
(time)

0 816 0 0 0

2 176 57 30
4 281 87 48
6 366 116 72
8 430 139 98
24 811 316 295
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Patentkraywv

1.
Fremgangsméte for fremstilling av tagatose, karakterisert
v e d atden innbefatter

a) hydrolysering av laktose eller et laktoseinneholdende
utgangsmateriale for & oppnd galaktose og glukose

b) isomerisering av den oppnidde galaktosen med en L-
arabinoseisomerase, og

c) kromatografisk separering av produkter og ikke-omdannede
forbindelser og resirkulering av ikke-omdannede forbindelser i

prosessen.

2.

Fremgangsmaéte ifelge krav 1, karakterisert ved at
ikke-omdannet laktose separeres ved hjelp av kromatografi og resirkuleres i trinn a) for
hydrolyse.

3.

Fremgangsmate ifelge krav 1 eller 2, karakterisert
v e d atikke-omdannet galaktose separeres ved hjelp av kromatografi og
resirkuleres i trinn b) for isomerisering.

4,

Fremgangsmate ifalge hvilket som helst av de foregiende krav,
karakterisert v e d attrinna)ogtrinnb)utferesien
reaktor.

5.

Fremgangsmaéte ifelge hvilket som helst av de foregiende krav,

k arakterisert v e d atgalaktoseneretD-galaktose og
tagatosen er D-tagatose.
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6.

Fremgangsmaéte ifelge hvilket som helst av de foregiende krav,
karakterisert v ed atL-arabinoseisomerasensom
anvendes i trinn b) er termofil.

7.

Fremgangsméte ifelge hvilket som helst av de foregiende krav,
karakterisert v e d atlaktasensom anvendes i trinn a) er
termofil.

8.

Fremgangsméte ifelge krav 1 eller 2, karakterisert

v e d atL-arabinoseisomerasen som anvendes i trinn b) er avledet fra gruppen som
bestér av, men ikke er begrenset til Bacillus, Sulfolobus, Thermoanaerobacter og
Thermotoga.

9,
Fremgangsmate ifelge krav 8, karakterisert ved at
L-arabinoseisomerasen er avledet fra Thermoanaerobacter mathranii.

10.
Fremgangsmate ifolge krav 9, karakterisert ved at
L-arabinoseisomerasen er avledet fra Thermoanaerobacter mathranii DSM 11426.

11.

Fremgangsmaéte ifalge hvilket som helst av de foregdende krav,
karakterisert v e d atlaktasensom anvendes i trinna)er
avledet fra gruppen som bestar av, men er ikke begrenset til, Bacillus, Sulfolobus,
Thermoanaerobacter, Thermus og Pyrococcus.

12.
Fremgangsméte ifolgekravl, k ar a k terisert v ed atett
eller flere av de anvendte enzymer er immobilisert.
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13.

Fremgangsmate ifelge hvilket som helst av de foregdende krav,
karakterisert v e d atdenanvendtetemperatureni
trinn(ene) a) og/eller b) er 40 - 90°C.

14,
Fremgangsmate ifglge krav 13, karakterisert ved at
temperaturen er 60 - 90°C.

15.
Fremgangsméte ifolge krav 14, karakterisert ved at
temperaturen er 60 - 80°C.

16.
Fremgangsmaéte ifolge krav 15, karakterisert ved at
temperaturen er 65 - 70°C.

17.
Fremgangsmite ifelge krav 16, karakterisert ved at
temperaturen er 65°C.

18.

Fremgangsmate ifolge krav 4, karakterisert ved at
L-arabinoseisomerasen som anvendes er avledet fra Thermoanaerobacter mathranii og
laktasen som anvendes er avledet fra Sulfolobus solfataricus.
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Fraksjon 1: gal 20% dm
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