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Enzym SPS-ase zum Abbau eines Soja-SPS genannten 16slichen pflanzliches Polysaccharids, Verfahren

zur mikrobiologischen Herstellung dieses Enzyms und Verwendung dieses Enzyms.

@ SPS-ase ist eine Carbohydrase, die Soja-SPS zu Pro-

dukten abbaut, welche sich an Proteine, insbesondere
an pflanzliche Proteine, in einem wissrigen Medium weni-
ger anlagern, als sich das Soja-SPS vor dem Abbau anla-
gern wiirde. In einem Medium mit einem pH-Wert von
vorzugsweise 3 bis 6 kann die Anlagerung auf weniger als
20 % reduziert werden. Zur Herstellung der SPS-ase wird
ein Mikroorganismus, vorzugsweise Aspergillus aculeatus
CBS 101.43 oder Aspergillus japonicus IFO 4408, auf
einem Medium geziichtet, dessen Kohlenstoffquelle haupt-
sichlich SPS ist. Die Ziichtung erfolgt vorzugsweise als
Submerskultur im pH-Bereich von 3 bis 7, besser von 4 bis
6, und bei 20 bis 40 °C, besser bei 25 bis 35 °C, gegebenen-
falls unter Zugabe von Pectin, in einem Nihrmedium, das
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen, insbesondere entfette-
tes Sojamehl, sowie anorganische Salze enthilt. Das Soja-
mehl kann vorher mit einem vorzugsweise von Bacillus
licheniformis gebildeten proteolytischen Enzym behandelt
worden sein. Bei positivem Ergebnis der Analyse des Fer-
menationsmediums auf SPS-ase wird diese isoliert. Der
Einsatz der SPS-ase zum Abbau von Polysacchariden
erfolgt vorzugsweise in Kombination mit einer anschlies-

senden alkoholischen Fermentation eines als Abbaupro-
dukt entstehenden Zuckers.
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PATENTANSPRUCHE

1. SPS-ase, eine Carbohydrase, die fihig ist, ein Soja-SPS
genanntes 18sliches pflanzliches Polysaccharid zu Produkten
abzubauen, die sich an Protein in einem wissrigen Medium in
einem geringeren Ausmass anlagern, als sich das Soja-SPS
vor dem Abbau an das gleiche Protein unter entsprechenden
Bedingungen anlagern wiirde.

2. SPS-ase nach Anspruch 1, wobei die SPS-ase imstande
ist, Soja-SPS in einem wissrigen Medium zu Abbauproduk-
ten abzubauen, die sich an pflanzliches Protein in dem wiss-
rigen Medium in geringerem Masse anlagern als Soja-SPS,
vor dem Abbau sich an das gleiche pflanzliche Protein in dem
wiissrigen Medium angelagert hitte.

3. SPS-ase nach Anspruch 1 oder 2, wobei die SPS-ase
imstande ist, S0ja-SPS in einem wissrigen Medium mit einem
pH-Wert, der nicht mehr als 1,5 von 4,5 abweicht, zu Abbau-
produkten abzubauen, die sich an Sojaprotein in dem wéssri-
gen Medium in einem geringeren Ausmass anlagern als das
Soja-SPS sich vor dem Abbau an das Sojaprotein in dem
wissrigen Medium angelagert hatte.

4. SPS-ase nach Anspruch 1 bis 3, wobei die Abbaupro-
dukte von Soja-SPS nach vollstindigem Abbau sich an
pflanzliches Protein in einem Ausmass von weniger als 50%,
insbesondere weniger als 20%, anlagern, als das Soja-SPS sich
vor dem Abbau an das pflanzliche Protein in dem wissrigen
Medium angelagert hétte.

5. Verfahren zur Herstellung von SPS-ase geméss Patent-
anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass ein Stamm in
einem Nihrmedium geziichtet wird, dessen Hauptkohlen-
stoffquelle SPS ist, das auf Basis von pflanzlichem Rohpro-
tein als Ausgangsmaterial gebildet worden ist, woraufhin eine
Probe des Fermentationsmediums auf SPS-ase untersucht
wird und der fragliche Mikroorganismus als SPS-ase-bilden-
der Mikroorganismus angesehen wird, wenn die Analyse auf
SPS-ase positiv ist, und dass nach erfolgter Ziichtung und bei
positivein Ergebnis der Analyse die SPS-ase isoliert wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch,
dass der Stamm Asp. aculeatus CBS 101.43 oder Asp. japoni-
cus IFO 4408 in einem Nihrmedium geziichtet wird.

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, gekennzeichnet
dadurch, dass die Ziichtung als Submerskultur bei einem pH-
Wert im Bereich von 3 bis 7, vorzugsweise von 4 bis 6, bei
einer Temperatur im Bereich von 20 bis 40 °C, vorzugsweise
von 25 bis 35 °C, durchgefiihrt wird, und wobei das Ndhrme-
dium Kohlenstoff- und Stickstoffquellen und anorganische
Salze enthilt.

8. Verfahren nach Anspruch 5 oder 7, gekennzeichnet
dadurch, dass das Nidhrmedium Sojamehl enthilt.

9. Verfahren nach Anspruch 5 oder 7, gekennzeichnet
dadurch, dass das Rohprotein entfettetes Sojamehl ist.

10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Sojamehl vor
der Verwendung als Betandteil des Substrats mit einem pro-
teolytischen Enzym behandelt worden ist, vorzugsweise dem
proteolytischen Enzym, das mikrobiologisch gebildet worden
ist mit Hilfe von Bacillus licheniformis.

11. Verfahren nach Anspruch 5 bis 9, wobei eine sterile
Losung von Pectin aseptisch zu der Fermentationsbriihe wih-
rend der Ziichtung zugesetzt wird.

12. Verfahren zum Abbau von Polysacchariden mit Hilfe
einer Carbohydrase unter Verwendung von SPS-ase nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichret, dass eine SPS-ase-
Zubereitung in einem wissrigen Medium mit einem Substrat
fiir die SPS-ase-Zubereitung zusammengebracht wird.

13. Verfahren zum Abbau von Polysacchariden nach
Anspruch 12, wobei der Abbau durchgefiihrt wird unter Iso-
lierung oder Extraktion eines anderen biologischen Bestand-
teils als Sojaprotein und verwandten Pflanzenproteinen aus
einem biologischen Rohmaterial, wobei die SPS-ase-Zuberei-

tung im wesentlichen frei ist von irgendeinem Enzym, das
imstande ist, das biologische Material abzubauen.

14. Verfahren zum Abbau von Polysacchariden nach
Anspruch 12 oder 13, wobei ein oder mehrere Reaktionspro-

5 dukte unabhingig davon, ob sie erwiinschte Endprodukte
oder Abfallprodukte sind, weiter gleichzeitig mit oder nach
der Enzymbehandlung behandelt werden.

15. Verfahren zum Abbau von Polysacchariden nach
Anspruch 14, wobei die weitere Behandlung eine alkoholi-

10 sche Fermentation ist, wenn eines der Reaktionsprodukte ein
fermentierbarer Zucker ist.

16. Verfahren zum Abbau von Polysacchariden nach
einem der Anspriiche 12 bis 15, angewandt auf Polysaccha-
ride von Zellwdnden von Pflanzen.

15 17. SPS genanntes 18sliches pflanzliches Polysaccharid als
Substrat der SPS-ase geméiss Anspruch 1.

20

Ein Verfahren zur Herstellung eines gereinigten pflanzli-
chen Proteinprodukts (pvp) durch enzymatische Entfernung
des Riickstands, ohne das Protein zu 1osen und wieder auszu-

25 fdllen, ist in der BE-PS 882 769 beschrieben. Die Reinheit des
nach dem bekannten Verfahren erhiltlichen pvp ist jedoch
nicht zufriedenstellend und sollte daher verbessert werden. In
den Beispielen ist eine Reinheit des pvp von ungefihr 85%
angegeben. Selbst wenn es moglich ist, ein pvp mit einer

30 Reinheit von ungefihr 90% nach dem bekannten Verfahren
zu erhalten, ist dies nur moglich unter Verwendung bestimm-
ter vorbehandelter Ausgangssubstanzen, z.B. von Sojaprotein-
konzentrat. Es wire giinstig, wenn es mdglich wire, eine
Reinheit des pvp von ungefdhr oder iiber 90% mit einem

35 wesentlich breiteren Spektrum an Ausgangsmaterialien zu
erhalten, insbesondere aus enthiilstem und entfettetem Soja-
mehl.

Die Erfindung beruht auf der iiberraschenden Feststel-
lung; dass ein bestimmter Teil des Riickstandzersetzungspro-

a0 duktes, wie es wiahrend der oben angegebenen enzymatischen
Behandlung auftritt, d.h. ein wasserlésliches hochmolekulares
Kohlenhydrat sich teilweise an das pflanzliche Protein anla-
gert (bindet), wie spater niher erldutert wird. Das fiihrt natiir-
lich zu einer geringeren Reinheit des Proteins. Es hat sich

45 auch gezeigt, dass dieses hochmolekulare Kohlenhydrat die
Fahigkeit besitzt, sich an Proteine tierischen Ursprungs anzu-
lagern.

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Enzym zum
Abbau des oben erwdhnten hochmolekularen Kohlenhydrats

s0 zur Verfiigung zu stellen, das die Méglichkeit zur Herstellung
eines pvp mit verbesserter Reinheit eréffnet, sowie ein Ver-
fahren zur Herstellung eines derartigen Enzyms.

Das Prinzip der Erfindung kann folgendermassen
beschrieben werden, wobei auf Fig. 1 Bezug genommen wird,

55 in der nur Produkte, die als ungeloste Feststoffe vorliegen,
angegeben sind, wihrend alle iiberstehenden Fliissigkeiten
(und darin geldsten Stoffe) weggelassen worden sind. Eine
Menge Sojamehl wurde in zwei gleiche Teile aufgeteilt, Teil I
und Teil II (Spalte a in Fig. 1). Teil I wurde proteolytisch bei

60 einem pH-Wert von ungefihr 8 mit Hilfe von Alcalase (einem
proteolytischen Enzym, das gebildet worden ist von B. liche-
niformis und von Novo Industri A/S auf den Markt gebracht
worden ist) abgebaut und dann weiter bei ungefihr pH 8
gewaschen, um die Gesamtmenge an Protein zu entfernen,

o5 und der Riickstand wurde von der iiberstehenden Fliissigkeit
abgetrennt und gewaschen (siehe Teil I, Spalten a und b der
Fig. 1). Auf diese Weise wurde ein reiner Riickstand (als
Ritckstand I bezeichnet) isoliert (Spalte b in Fig. 1). Teil II



des Sojamehls wurde nicht behandelt. Der Riickstand in Teil
II wird als Riickstand II bezeichnet (Spalte b in Fig. 1). Jetzt
wurden sowohl Riickstand I als auch Teil II mit Hilfe einer
handelsiiblichen Pectinase z.B. Pectinex (ein proteolytisches
Enzym der Schweizerische Ferment AG) abgebaut (siche
Spalten b und ¢ in Fig. 1). Uberraschenderweise hat es sich
gezeigt, dass der ungeldste Teil des Riickstands I wesentlich
geringer ist als der ungeldste Teil des Riickstands II auf der
Basis der Stickstoff- und Trockensubstanz-Bilanz, siche

Fig. 1, wo die schraffierten Bereiche in Spalte ¢ den unldsli-
chen nicht-Proteinsubstanzen in der oben angegebenen Stufe
entsprechen. Wenn dariiber hinaus die iiberstehende Fliissig-
keit des mit Pectinase behandelten Rests I mit einer Sojapro-
tein-Suspension bei pH 4,5 zusammengebracht wird, wird ein
Polysaccharid in der iiberstehenden Fliissigkeit an das Soja-
protein gebunden. Dieses Polysaccharid in dem Uberstand
von dem Rest I, das ein Teil des Rest-Abbauproduktes ist und
das in Wasser in Abwesenheit von Sojaprotein klar 16slich ist,
aber beim oder ungefihr beim isoelektrischen Punkt des Soja-
proteins, soweit ein solches vorhanden ist, an dieses gebun-
den wird, wird als SPS (Soluble Polysaccharide) bezeichnet
(siehe Fig. 1). Das SPS besitzt eine Molekulargewichtsvertei-
lung zwischen 5 x 106 und 4,9 x 10*. Die Bildung von isolier-
tem SPS geht aus dem in Fig. 2 angegebenen Schema hervor,
das auch einen Teil des in Fig. 1 angegebenen Verfahrens
umfasst. So besteht das Problem darin, ein Enzym zu finden,
das imstande ist, das SPS in einer solchen Weise abzubauen,
dass die SPS-Abbauprodukte sich nicht an Sojaprotein anla-
gern bzw. in einem wesentlich geringeren Mass als SPS an
Sojaprotein gebunden wird.

Obwohl in der Beschreibung speziell Sojaprotein erwdhnt
wird, ist die Erfindung nicht auf Sojaprotein beschrinkt, son-
dern umfasst alle Arten von pflanzlichen Proteinen, siehe z.B.
die in der BE-PS 882 769, Seite 1, angegebenen Proteine.

Es hat sich nun gezeigt, dass es durch Untersuchung ihrer
Fihigkeit, Soja-SPS abzubauen, méglich ist, Mikroorganis-
men auszuwihlen, die imstande sind, eine Verbindung zu bil-
den, die enzymatische Aktivitdt besitzt und imstande ist, Soja-
SPS abzubauen und die im folgenden kurz als SPS-ase
bezeichnet wird.

Die Erfindung betrifft daher in erster Linie eine SPS-ase,
eine Carbohydrase (Glycosidase), die imstande ist, Soja-SPS
zu Produkten abzubauen, die sich in wissrigem Medium in
geringerem Masse an Protein anlagern als das Soja-SPS sich
vor dem Abbau an das gleiche Protein angelagert hitte.

Es hat sich ferner gezeigt, dass diese SPS-ase, die féhig ist,
Soja-SPS abzubauen, imstande ist, Polysaccharide, die SPS
dhnlich sind und aus Pflanzen (Gemiisen und Friichten) stam-
men, vollstindiger abzubauen als iibliche Pectinasen und
iibliche Cellulasen.

Es ist zu verstehen, dass ein SPS-ase haltiges Mittel ausge-
schlossen ist, das toxische Substanzen enthélt oder dass eine
so geringe SPS-ase Aktivitdt besitzt, dass mehr als 10% SPS-
ase haltiges Mittel angewandt werden miissen, bezogen auf
das Gewicht des SPS in dem Substrat bei einer Reaktion, die
24 h bei 50 °C beim pH-Optimum der betreffenden SPS-ase
durchgefiihrt wird, um einen Abbau von SPS von praktischer
Bedeutung zu erreichen.

Durch vollstindige oder teilweise Abtrennung des SPS
von dem erhaltenen pflanzlichen Protein wird die Reinheit
des erhaltenen pflanzlichen Proteins verbessert im Vergleich
mit der Reinheit von pflanzlichem Protein, das nach dem aus
der BE-PS 882 769 bekannten Verfahren erhalten worden ist,
da dieses pflanzliche Proteinprodukt mit SPS verunreinigt
war.

Es ist zurzeit nicht bekannt, ob die im folgenden beschrie-
bene spezielle SPS-ase ihre enzymatische Aktivitit aus einem
einzigen Enzym bezieht oder aus einem Enzymkomplex,
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umfassend mindestens zwei Enzyme. Einige Untersuchungen
scheinen darauf hinzudeuten, dass zumindest zwei Enzyme
fiir die Abbauwirkung der SPS-ase verantwortlich sind, wobei
eines dieser Enzyme nur einen geringen Abbau des SPS her-
vorrufen kann, woraufhin ein oder mehrere Enzyme imstande
sind, einen weitergehenden Abbau des SPS zu erreichen. Die
Erfindung soll jedoch durch diese Hypothese nicht einge-
schriankt werden.

Die Erfindung betrifft vorzugsweise eine SPS-ase, die
imstande ist, Soja-SPS in einem wassrigen Medium zu Pro-
dukten abzubauen, die sich in dem wéssrigen Medium weni-
ger stark an pflanzliches Protein anlagern als das Soja-SPS
vor dem Abbau. Vorzugsweise ist die erfindungsgemésse SPS-
ase imstande, Soja-SPS in einem wissrigen Medium mit
einem pH-Wert abzubauen, der nicht mehr als 1,5 von 4,5
abweicht. Die erfindungsgemisse SPS-ase fiihrt zu Abbau-
produkten, die sich nach beendetem Abbau vorzugsweise zu
weniger als 50%, insbesondere weniger als 20%, bezogen auf
das Soja-SPS vor dem Abbau an pflanzliches Protein in wiss-
rigem Medium anlagern. Die erfindungsgemasse SPS-ase
fithrt zu einem positiven SPS-ase-Test, wenn sie nach dem
spater niher erliuterten Verfahren qualitativ und quantitativ
bestimmt wird. Die SPS-ase wird gebildet mit Hilfe eines
Mikroorganismus, der zur Gattung Aspergillus, vorzugsweise
zur Art Aspergillus niger, gehort. Glinstigerweise ist die SPS-
ase abgeleitet von Enzymen, die gebildet werden kénnen mit
Hilfe von Asp. aculeatus CBS 101.43. Die gleiche SPS-ase
kann gebildet werden mit Hilfe von Asp. japonicus IFO 4408.
Es hat sich gezeigt, dass Asp. aculeatus CBS 101.43 auch sehr
wirksame Remanasen, Cellulasen, Pectinasen und Hemicellu-
lasen bildet. Ferner hat es sich gezeigt, dass nicht jeder zu der
Art Aspergillus aculeatus oder Aspergillus japonicus geho-
rende Stamm eine SPS-ase bildet, die fiir die Erfindung
brauchbar ist. So konnte, wie spiter in der Beschreibung
angegeben ist (Abschnitt 5), gezeigt werden, dass der Stamm
Asp. japonicus ATCC 20 236 nicht solche Mengen an SPS-ase
bildet, die mit Hilfe der enzymatischen Bestimmung von SPS-
ase, wie sie spéter beschrieben wird, nachgewiesen werden
kénnen. Die erfindungsgemisse SPS-ase ist immunoelektro-
phoretisch identisch mit der SPS-ase, die gebildet werden
kann von Asp. aculeatus CBS 101.43 und identifizierbar
durch Immunoelektrophorese-Uberlagerungsverfahren (siehe
Abschnitte 6 und 7).

Wenn eine SPS-ase mikrobiologisch gebildet wird, wird
sie gebildet im Gemisch mit verschiedenen begleitenden Sub-
stanzen, insbesondere anderen Enzymen. Wenn dies
erwiinscht ist, kann die betreffende SPS-ase gereinigt werden,
z.B. durch chromatographische Trennungsverfahren, wie spé-
ter ndher erldutert ist (Abschnitt 8).

In Agr. Biol. Chem 40 (1), 87-92, 1976 ist beschrieben,
dass ein Stamm von Asp. japonicus, ATCC 20236 einen
Enzymkomplex bildet, der imstande ist, einen speziellen
Abbau eines sauren Polysaccharids in Sojasosse, das als APS
bezeichnet wird, hervorzurufen, von dem ein Teil als APS-I
bezeichnet wird. Dieses saure Polysaccharid ist nicht iden-
tisch mit SPS, wie spiter in Abschnitt 3 ndher erldutert wird.
So sind die HPLC-Gelfiltrations-Chromatogramme von SPS
und APS deutlich verschieden, und dariiber hinaus sind die
Gelfiltrations-Chromatogramme vn APS, das mit Hilfe von
handelsiiblicher Pectinase, Pectolyase, abgebaut worden ist
und von SPS, das mit deren iiblichen Pectinase, Pectolyase
abgebaut worden ist und von SPS, das mit deren iiblichen
Pectinase, Pectolyase, behandelt worden ist, deutlich ver-
schieden. Dariiber hinaus geht aus dem Artikel nicht hervor,
dass das saure Polysaccharid an das Sojaprotein gebunden ist
und dass das abgebaute saure Polysaccharid nicht an das
Sojaprotein oder zu einem wesentlich geringeren Grad an das
Sojaprotein gebunden ist als das nicht abgebaute saure Poly-
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saccharid. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass dieser
Stamm keine SPS-ase in solchen Mengen bildet, die mit Hilfe
der enzymatischen Bestimmung von SPS-ase, wie sie spéter
niher beschrieben ist, nachgewiesen werden konnen. Das
fiihrte zu einem Vorurteil gegen die Anwendung irgendeines
Stammes von Asp. japonicus als SPS-ase-Bildner. Aber iiber-
raschenderweise hat es sich gezeigt, dass einige Stdmme von
Asp. japonicus SPS-ase-Bildner sind. Die Erfindung betrifft
auch das isolierte SPS, das auf der Basis von rohem pflanzli-
chem Protein als Ausgangsmaterial gebildet worden ist.

Bei einem bevorzugten isolierten SPS ist das pflanzliche
rohe Protein entfettetes Sojamehl. Die Herstellung des isolier-
ten SPS ist oben mit Bezug auf Fig. 2 beschrieben worden.

Die Erfindung beruht auf der Auswahl eines SPS-ase pro-
duzierenden Mikroorganismus zur Herstellung der erfin-
dungsgeméissen SPS-ase, wobei der zu untersuchende Mikro-
organismus auf einem Wachstumsmedium geziichtet wird,
dessen hauptsichliche Kohlenstoffquelle SPS ist, woraufhin
eine Probe des Fermentationsmediums auf SPS-ase analysiert
wird und der fragliche Mikroorganismus als SPS-ase produ-
zierender Mikroorganismus ausgewéhlt wird, wenn die Ana-
lyse auf SPS-ase positiv ist.

Beim erfindungsgemaissen Verfahren zur Herstellung von
SPS-ase wird nach dem oben angewandten Auswahlverfahren
fiir einen SPS-ase bildenden Mikroorganismus ein auswihl-
barer Stamm in einem Nihrmedium geziichtet. Die Ziichtung
kann als Submerskultur oder als Oberfldchenkultur durchge-
fiihrt werden. Anschliessend wird die SPS-ase isoliert.

Bei dem erfindungsgemissen Verfahren wird vorzugs-
weise der Stamm Asp. aculeatus CBS 101.43 oder Asp. japo-
nicus IFO 4408 in einem Nihrmedium geziichtet. Es ist ferner
bevorzugt, dass die Ziichtung als Submerskultur bei einem
pH-Wert im Bereich von 3 bis 7, vorzugsweise von 4 bis 6 bei
einer Temperatur im Bereich von 20 bis 40, vorzugsweise von
25 bis 35 °C durchgefiihrt wird, wobei das Nahrmedium Koh-
Ienstoff- und Stickstoffquellen sowie anorganische Salze ent-
hilt. Giinstigerweise enthiit das Ndhrmedium zusétzlich
gerostetes Sojamehl. Das Sojamehl wird vorzugsweise vor der
Verwendung als Komponente des Substrats mit einem proteo-
lytischen Enzym behandelt, vorzugsweise einem solchen, das
mikrobiologisch gebildet worden ist, mit Hilfe von Bacillus
licheniformis. Es ist ebenfalls bevorzugt, dass eine Losung
von Pectin aseptisch wahrend der Ziichtung zu der Fermenta-
tionsbrithe zugesetzt wird.

Es hat sich gezeigt, dass Asp. aculeatus CBS 101.43 auch
sehr wirksame, den Riickstand 16slich machende Enzyme,
Cellulasen, Pectinasen und Hemicellulasen neben der SPS-
ase bildet und dass der mit Hilfe von Asp. aculeatus CBS
101.43 gebildete Enzymkomplex ausserordentlich gut geeig-
net ist als Mittel zur Zellwandzerstérung von pflanzlichen
Materialien. So kann der von Asp. aculeatus CBS 101.43
gebildete Komplex angewandt werden in der nahrungsmittel-
verarbeitenden Industrie zur Behandlung von Frucht- und
Gemiisemaische und zur Kldrung und Viskositétsverringe-
rung bei der Verarbeitung von Fruchtsaft und Wein mit aus-
gezeichneten Ergebnissen. Er kann ausserdem angewandt
werden als Entwisserungsmittel (d.h. Mittel zum Abbau von
Polysacchariden und damit zur Freisetzung des in der poly-
meren Struktur der Polysaccharide gebundenen Wassers bei
der Verarbeitung von Gemiisen). Die Erfindung betrifft ferner
die Verwendung einer SPS-ase in einem Verfahren zum
Abbau von Polysacchariden, vorzugsweise Pflanzen-Zell-
wand-Polysacchariden, mit Hilfe einer Carbohydrase, wobei
ein SPS-ase-haltiges Mittel nach der Erfindung in einem
wissrigen Medium mit einem Substrat fiir das SPS-ase-Zube-
reitung zusammengebracht wird.

So hat es sich gezeigt, dass SPS-ase-Zubereitungen wert-
volle Enzymzubereitungen zur teilweisen oder vollstindigen
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Verfliissigung oder Abbau von verschiedenen Materialien,
vorzugsweise pflanzlichen Materialien, z.B. Friichte- und
Pflanzen-Abfille, die Protein, Cellulose, Hemicellulose (z.B.
Glucane, Xylan, Galactane und Araban), Gummen, Pectin,
Lipide, Inulin, Polyphenole, Stirke und Alginate enthalten,
sind und fiir damit verwandte Zwecke (siehe die spéter ange-
gebene Tabelle). Als Beispile fiir solche verwandte Zwecke
konnen alle Zwecke erwidhnt werden, bei denen heute kom-
merzielle Pectinasen und Cellulasen angewandt werden.
Einige Beispiele sind spiter angegeben.

Im Zusammenhang mit dem Extraktions-(Isolier-)Verfah-
ren, das z.B. in Beispiel 2 beschrieben ist, wurde festgestellt,
dass die SPS-ase-Zubereitung im wesentlichen proteinasefrei
ist, auf Grund der Tatsache, dass das gewiinsche Endprodukt,
d.h. das Protein, sonst abgebaut wiirde. Ahnlich sollte, wenn
andere biologische Materialien als Protein aus einem biologi-
schen Rohmaterial extrahiert (isoliert) werden, die ange-
wandte SPS-ase-Zubereitung im wesentlichen frei sein von
Enzymen, die diese anderen biologischen Materialien
abbauen. Solche modifizierte SPS-ase-Zubereitungen koénnen
gebildet werden durch selektive Inaktivierung des unerwiin-
schen Enzyms, durch Fraktionierung oder andere an sich
bekannte Verfahren.

So ist eine bevorzugte Anwendung nach der Erfindung
gekennzeichnet durch die Tatsache, dass der Abbau erreicht
wird durch Isolierung oder Extraktion eines anderen biologi-
schen Materials als Sojaprotein und verwandte pflanzliche
Proteine aus einem biologischen Rohmaterial, wobei die SPS-
ase-Zubereitung im wesentlichen frei ist von Enzymen, die im
Stande sind, das biologische Material abzubauen.

So hat es sich gezeigt, dass die modifizierten SPS-ase-
Zubereitungen (modifiziert in dem Sinne, dass sie im wesent-
lichen frei sind von Enzymen, die im Stande sind, das zu
extrahierende oder zu isolierende biologische Material abzu-
bauen), wertvolle Enzymzubereitungen darstellen zur Extrak-
tion (Isolierung) von speziellen biologischen Materialien z.B.
Stirke, Lipiden, Geschmacksstoffen, Farbstoffen und Saften
aus biologischen Rohmaterialien. Verschiedene Beispiele
hierfiir sind spiter angegeben.

Erfindungsgemiss ist es bevorzugt, dass eines oder meh-
rere der Reaktionsprodukte (unbeachtlich, ob es erwiinschte
Endprodukte oder Nebenprodukte sind) gleichzeitig mit oder
nach der Enzymbehandlung weiterbehandelt werden. Hier-
durch wird eine flexiblere und besser anpassbare Arbeits-
weise ermoglicht. Diese weitere Behandlung ist vorzugsweise
eine alkoholische Fermentation, wenn eines der Reaktions-
produkte ein fermentierbarer Zucker ist. Hierdurch erhlt
man ein billiges Verfahren zur Herstellung von Alkohol.

Um das Wesen der Erfindung niher zu erldutern, wird auf
die folgenden Abschnitte 1 bis 10 Bezug genommen, die
jeweils Details im Zusammenhang mit der Erfindung
beschreiben:

1. Herstellung von SPS.

2. Charakterisierung von SPS, insbesondere Molekularge-
wichtsverteilung.

3. Nachweis, dass SPS und APS unterschiedliche Verbin-
dungen sind.

4. Auswahl von SPS-ase-bildenden Mikroorganismen.

5. Charakterisierung einiger SPS-ase-bildender Mikroor-
ganismen.

6. Allgemeine Beschreibung der Uberlagerungtechnik bei
der Immunoelektrophorese.

7. Immunoelektrophoretische Charakterisierung von SPS-
ase mit polyspezifischem Antikorper und Uberlagerung.

8. Reinigung einer SPS-ase-Zubereitung.

9. Abhingigkeit der SPS-ase-Aktivitdt von pH-Wert und
Temperatur sowie Stabilitit der SPS-ase.

10. Enzymatische Aktivitdtsbestimmungen.



Abschnitt 1
Herstellung von SPS

Wie oben erwihnt, kann das Ausgangsmaterial fiir die
Herstellung von SPS Sojariickstand (Bestandteile ausser Pro-
tein) sein. Daher wird in erster Linie die Herstellung von
Sojariickstand beschrieben.

Sojariickstand ist die proteinfreie Kohlenhydrat-Fraktion
(die in der Praxis kleine Mengen an Lignin und Mineralien
enthalten kann) in entfettetem und enthiilstem Sojamehl.
Diese Kohlenhydratfraktion ist unldslich in einem wéssrigen
Medium bei pH 4,5 und kann auf folgende Weise hergestellt
werden, wobei auf das Fliessschema 1 verwiesen wird.

Entfettetes Sojamehl (Sojamehl 13 der Aarhus Oliefabrik
A/S) wird in entionisiertem Wasser von 50 °C in einem
Gewichtsverhiltnis Sojameht zu Wasser = 1:5 in einem Tank
mit einem pH-Stat unter Temperaturregelung suspendiert.
Der pH-Wert wird mit 4n NaOH (I) auf 8,0 eingestellt. Jetzt
wird mit Hilfe von Alkalase 0,6 L (einem proteolytischen
Enzym auf der Basis von B. licheniformis mit einer Aktivitit
von 0,6 Anson-Einheiten/g, bestimmt nach dem Anson-Ver-
fahren, beschrieben in Novo Enzyme Information IB Nr. 058
e-GB) eine Hydrolyse unter konstantem pH-Wert durchge-
fiihrt, wobei das Verhiltnis Enzym:Substrat 4% der Menge an
Protein in dem Sojamehl (IT) betrégt. Nach einer Hydrolyse-
zeit von 1 h wird die Aufschlimmung abzentrifugiert (I1I)
und gewaschen (IV), wobei diese Massnahmen zweimal wie-
derholt werden. (V, VI, VII). Die so erhaltene Aufschlam-
mung wird ein weiteres Mal 1 h mit Alkalase 0,6 L hydroly-
siert (VIIL, IX), dhnlich wie oben angegeben. Dann wird die
Aufschlimmung abzentrifugiert (X) und zweimal gewaschen
(X1, XII, XII, XIV) und die nach der letzten Waschstufe
erhaltene Aufschlimmung (6) spriihgetrocknet (XV). Das so
erhaltene sprithgetrocknete Pulver ist der Sojariickstand, der
als Ausgangsmaterial zur Herstellung von SPS dient. ’

SPS ist die wasserlosliche Polysaccharid-Fraktion, die
erhalten wird, durch iibliche Behandlung des oben angegebe-
nen Sojariickstands mit Pectinase. Das SPS wird auf folgende
Weise mit Hilfe der im Folgenden angegebenen 14 Reaktions-
stufen erhalten. Hierbei wird auf das Fliessschema 2 Bezug
genommen.

1. Der Gehalt an trockenen Bestandteilen in dem oben
erwihnten Sojariickstand wird bestimmt, und der Sojariick-
stand mit Wasser auf einen Gehalt von 2% Feststoffe ver-
diinnt und in einem Tank mit Temperaturregelung auf 50 °C
gehalten.

2. Der pH-Wert wird mit 6n NaOH auf 4,50 eingestelit.

3. Pectinex Super conc. L wird in einer Menge von
200 g/kg Feststoffe zugegeben (eine handelsiibliche Pectinase

o
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der Schweizerischen Ferment AG, Basel, mit einer Pectinase-
Aktivitdt von 750 000 MOU, bestimmt nach dem Prospekt
«Determination of the Pectinase units on Apple Juice
(MOU)» vom 12.6.1981, erhéltlich von Schweizerische Fer-
ment AG, Basel). Es wird ferner Celluclast 200 L in einer
Menge von 20 g/kg Trockensubstanz zugegeben (eine han-
delsiibliche Cellulase, beschrieben in dem Prospekt NOVO
Enzyme, Informationsblatt B 153 e-GB 1000, Juli 1981,
erhiltlich von Novo Industri A/S, Danemark).

4. Der Tankinhalt wird 24 Stunden unter Rithren auf
50 °C gehalten.

5. Die Enzyme werden durch Erhohung des pH-Werts auf
9,0 mit 4n NaOH inaktiviert. Das Reaktionsgemisch wird 30
min stehengelassen und er pH-Wert dann wieder mit 6n HCI
auf 4,5 eingestellt.

6. Das Reaktionsgemisch wird zentrifugiert und sowohl
das Zentrifugat (iiberstehende Fliissigkeit) als auch der Riick-
stand (Schlamm) gesammelt.

7. Das Zentrifugat aus Stufe 6 wird zur Untersuchung
iiber eine Filterpresse filtriert (das Filter wurde vor der Filtra-
tion mit Wasser gewaschen).

8. Das Filtrat wird ultrafiltriert, diafiltriert und nochmals
ultrafiltriert iber eine Membran mit einem Trennwert von
30 000 (DDS GR 60-P der Danske Sukkerfabrikker), wobei
die folgenden Parameter angewandt werden:

1. Ultrafiltration auf eine Volumenkonzentration von 6.

2. Diafiltration bis der Prozentsatz an Trockensubstanz in
dem Permeat 0 betrégt (0° Brix).

3. Ultrafiltration auf ungefihr 15% Feststoffgehalt in dem
Konzentrat.

Die Temperatur betrédgt 50 °C, der pH-Wert 4,5 und der
mittlere Druck 3 bar.

9. Das ultrafiltrierte Konzentrat wird auf 5 °C gekiihlt
und ein gleiches Volumen 96%iges Ethanol zugegeben.

10. Der Niederschlag wird mit Hilfe einer Zentrifuge
gesammelt.

11. Der Niederschlag wird zweimal mit 50% (Vol/Vol)
Ethanol in H20 gewaschen, entsprechend dem Volumen des
Zentrifugats aus Stufe 10, d.h. es werden zwei Zentrifugierstu-
fen durchgefiihrt.

12. Der gewaschene Niederschlag wird erneut in Wasser
geldst, mit einem Volumen entsprechend dem Volumen des
ultrafiltrierten Konzentrats der Stufe 9.

13. Die Fliissigkeit der Stufe 12 wird zur Untersuchung

45 {iber ein Glasfilter filtriert.

14. Das klare Filter, enthaltend reines SPS, wird lyophili-
siert.
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FlieBschema ]
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.FlieBschema II
sprihgetrockne-
1000 g Pectinex Super conc. L 5 kg ter Rickstand
100 o Celluclest 250 S R !
‘Abbau mit Pectinase
247 1_H.0 und Cellulase 1, 2, 3, 4.-5
50°C; pH = 4,5; £t = 24 h !
- J/
LZentrifugation l Aufschldmmung
38 kg~
JCheck'FiltrationJ 7

i}

18 1 HEO 3

(GR €0P)

Ultrafiltration, piafiltra-
tion, Ultrafiltration
(18 - 267°C)

| 24) 1y g
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\l/

5 1 508 C_B.OH JAusfallung

] tberstehende Flussigkeit 9
— 4

(Abfall)
V.
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Ausiillung
_;_1__&20__9 erneutes Loserj 12
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(Abfall)

Lyophilisierung

310 g lyophilisiertes SPS

Abschnitt 2
Charakterisierung von SPS und besonders Molekularge-
wichtsverteilung

Durch Gel-Chromatographie mit Hilfe einer HPLC Vor-
richtung (Waters Pumpe Model 6000, Waters Daten Modul
730 und Waters Refraktometer R 401) wurde die Molekular-
gewichtsverteilung des SPS, dessen Herstellung wie in der
Beschreibung angegeben, durchgefiihrt wurde, bestimmt
(Fig. 4). Mit Hilfe der gleichen Methode wurde auch die
Molekulargewichtsverteilung der mit Hilfe von SPS-ase erhal-
tenen Abbauprodukte von SPS bestimmt (Fig. 5). Ausserdem
wurde mit Hilfe der gleichen Methode der Anlagerungseffekt
zwischen Sojaprotein und SPS (Fig. 6) und das Nichtvorhan-
densein des Anlagerungseffekts zwischen Sojaprotein und
SPS, das mit Hilfe des erfindungsgemassen Mittels abgebaut
worden war, (Fig. 7) gezeigt.

Die Eich-Kurve (der Logarithmus des Molekulargewichts
gegen R, wobei der Re-Wert fiir Glucose willkiirlich als 1
definiert ist und der Ri-Wert fiir ein spezielles Dextran als die
Retentionszeit fiir dieses Dextran, dividiert durch die Reten-

tionszeit fiir Glucose definiert ist) wurde konstruiert mit Hilfe
50 verschiedener Standard-Dextrane mit bekanntem Molekular-
gewicht (T 4, T 10, T 40, T 70, T 110, T 500) der Pharmacia
Fine Chemicals Ab, Box 175, S-75104, Uppsala, Schweden).
Der Ry-Wert fiir das Maximum jedes Dextran-Peaks wurde
festgestellt und das entsprechende Molekulargewicht berech-
55 net als /M,,- M,, wobei M,, das Gewichtsmittel des Moleku-
largewichts und M, das Zahlenmittel fiir das Molekularge-
wicht ist. Als Eluens fiir dieses Chromatographieverfahren
wurde 0,1 m NaNOs-Losung angewandt. Die fiir die Chroma-
tographie angewandten Saulen waren 60 cm PW 5000 und
¢0 anschliessend 60 cm PW 3000 der Toyo Soda Manufacturing
Co., Japan. Auf diese Weise wurde die Beziehung zwischen
dem Molekulargewicht und dem R,-Wert fiir die oben ange-
gebenen Dextrane aufgestellt, siche Fig. 3.
Auf der Basis der Fig. 4 kann berechnet werden, dass SPS
65 eine Molekulargewichtsverteilung besitzt, die zu einem Wert
von M,, von ungefihr 5,4 x 105 und einem Wert fiir M, von
ungefihr 4,2 x 10* fithrt. Aus dieser Figur geht auch hervor,
dass das Chromatogramm zwei deutliche Peaks bei Reten-
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tionszeiten von 34,5 min (6%), entsprechend einem Moleku-
largewicht von ungefhr 5 x 10° und eine Retentionszeit von
47,12 min (67%), entsprechend einem Molekulargewicht von
rund 4,9 x 10* zeigt. Aus dieser Kurve geht hervor, dass zwi-
schen diesen beiden Peaks eine Schulter existiert, bei einer
Retentionszeit von 41,25 min (27%), entsprechend einem
Molekulargewicht von 2,8 x 10,

Nach dem Abbau des SPS mit SPS-ase wurde das Hydro-
lysegemisch durch eine Membran filtriert und das Filtrat
chromatographiert. Es zeigte sich, dass ungefahr 55% des SPS
zu Mono-, Di- und Trisacchariden abgebaut waren, und dass
die verbleibenden 45% zu einem Polymer abgebaut worden
waren mit drei Peaks mit den folgenden Molekulargewichten:
5% 104, 104 und 4,4 x 103, siehe Fig. 5.

Um den Anlagerungs- bzw. Bindungseffekt zwischen
Sojaprotein und SPS zu zeigen und die wesentliche Verringe-
rung des Anlagerungseffekts zwischen Sojaprotein und SPS,
das mit Hilfe einer SPS-ase abgebaut worden war, wurden die
folgenden Versuche durchgefiihrt.

3% SPS in 0,10 m Acetatpuffer bei pH 4,5 wurden zu einer
Aufschlimmung von Sojaisolat (Purina E 500) gegeben, um
eine Suspension mit einerm Verhaltnis Isolat zu SPS von 10:1
zu erhalten. Diese Suspension wurde 18 h auf einem Schiittel-
bad bei 50 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Sus-
pension zentrifugiert und die klare iiberstehende Fliissigkeit
durch HPLC, wie oben beschrieben, analysiert. Aus einem
Vergleich der Fig. 6 mit Fig. 4 geht hervor, dass das SPS voll-
stindig an das Sojaisolat adsorbiert ist.

Das gleiche Verfahren, wie in dem vorhergehenden
Absatz angegeben, wurde mit einer 3prozentigen SPS-Losung
durchgefiihrt, die mit einer SPS-ase hydrolysiert worden war,
die gebildet worden war von CBS 101.43 (Fig. 7). Ein Ver-
gleich zwischen Fig. 7 und Fig. 5 zeigt, dass keine Verbindung
in dem hydrolysierten SPS mit einem Molekulargewicht unter
etwa 10* an das Sojaisolat adsorbiert war. Die Hydrolyse ver-
ringert die quantitative Anlagerung auf etwa 10 bis 15%, bezo-
gen auf die Anlagerung von SPS an Sojaprotein.

Die NMR-Analyse des SPS, dessen Herstellung wie in der
Beschreibung angegeben, durchgefiihrt wurde, zeigt die fol-
gende ungefihre Zusammensetzung des SPS.

1. a-Galacturonsiure in einer Menge von etwa 45%, wobei
ungefihr 40% der Gesamtmenge der a-Galacturonséure als
Methylester vorliegen.

2. Rhamnopyranose in einer Menge von ungefahr 20%.

3. Galactopyranose in einer Menge von ungefihr 15% und

4. B-Xylopyranose in einer Menge von ungefahr 20%.

Die Bestandteile scheinen in einer Struktur vorzuliegen,
umfassend eine Rhamnogalacturon-Hauptkette und Seiten-
ketten aus Xylose und Galactose.

Eine vollstandige saure Hydrolyse von SPS (8 hin 1 n
H:S04) und anschliessende Analyse durch Diinnschichtchro-
matographie (TLC) zeigte, dass auch kleinere Mengen der
Monosaccharide Fucose und Arabinose in dem hydrolysier-
ten SPS vorhanden waren.

Die HPLC-Analyse des SPS, das durch den SPS-ase-
Enzymkomplex, der von CBS 101.43 gebildet war, abgebaut
worden war, zeigte eine starke Reduktion des Molekularge-
wichts. In Ubereinstimmung damit, zeigte das NMR-Spek-
trum des wie oben angegeben abgebauten SPS, dass der
Hauptteil der Estergruppen verschwunden war, und dass
auch der Gehalt an Xylose und Galactose in dem hohermole-
kularen Material abgenommen hatte. Das NMR-Spektrum
des Teils des SPS-Abbauproduktes, der durch Zugabe von
einem Volumen Ethanol zu einem Volumen SPS-Abbaupro-
dukt ausfillt, ist ahnlich dem NMR-Spektrum des SPS mit
den oben erwihnten Modifikationen beziiglich der Estergrup-
pen und des Gehalts an Xylose und Galactose.
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Abschnitt 3
Dokumentation der Tatsache, dass SPS und APS unterschied-
liche Verbindungen sind.

APS wurde hergestellt wie in Agr. Biol. Chem., Bd. 36,
Nr. 4 S. 544-550 (1972).

Dieses Polysaccharid und SPS wurden jetzt mit unter-
schiedlichen Enzymen hydrolysiert, woraufhin das Abbauge-
misch durch Gelchromatographie mit Hilfe einer HPLC-Aus-
riistung untersucht wurde, wie in Abschnitt 2 «Charakterisie-
rung von SPS, insbesondere Molekulargewichtsverteilung»
angegeben.

Im einzelnen wurden die Hydrolysen durchgefiihrt durch
Behandlung von 25 ml Losung von entweder 2% APS oder 2%
SPS in 0,1 m Acetatpuffer, pH 4,5 mit 10 mg KRF 68 oder
30 mg Pectolyase. KRF 68 ist eine SPS-ase-Zubereitung,
deren Herstellung in Beispiel 1 beschrieben wird. Die Ergeb-
nisse gehen aus der folgenden Tabelle hervor.

Polysac- Enzym HPLC Polysaccharid

charid Gel-Chromato- abgebaut nicht
gramm abgebaut

APS Pectolyase Fig. 8 X

APS KRF 68 Fig. 9 X

SPS Pectolyase Fig. 10 X

SPS KRF 68 Fig. § X

Abschnitt 4

Auswahl von SPS-ase bildenden Mikroorganismen

Der zu untersuchende Mikroorganismus wird auf einem
Agar-Schrige-Substrat mit einem Mittel inkubiert, das das
Wachstum des Mikroorganismus ermdglicht. Nach einem
anfinglichen Wachstum auf dem Agar-Schrigen-Substrat,
wird der Mikroorganismus in ein fliissiges Hauptsubstrat
iiberfiihrt, in dem die Hauptkohlenstoffquelle SPS (herge-
stellt wie angegeben) ist, in dem die Stickstoffquelle NOs-,
NH.+, Harnstoff, freie Aminoséuren, Proteine oder andere
stickstoffhaltige Verbindungen ist und das dariiber hinaus ein
Gemisch von essentiellen Salzen und Vitaminen, vorzugs-
weise in Form von Hefeextrakt enthilt. Die Zusammenset-
zung des Hauptsubstrats hingt ab von der Art des Mikroorga-
nismus, wobei der wichtigste Faktor der ist, dass das Haupt-
substrat im Stande sein sollte, das Wachstum und den Meta-
bolismus des Mikroorganismus zu unterstiitzen. Wenn das
Wachstum eine entsprechende Zeitlang in der Grossenord-
nung von 1 bis 7 Tagen stattgefunden hat, je nach der Wachs-
tumsgeschwindigkeit des betreffenden Mikroorganismus,
wird eine Probe der Fermentationsbrithe auf SPS-ase nach
der enzymatischen SPS-ase-Bestimmung, wie sie in dieser
Beschreibung angegeben ist, analysiert oder nach irgend einer
anderen SPS-ase-Bestimmung, die «massgeschneidert» ist,
fiir andere spezifische Verwendungen der SPS-ase als die Ver-
wendung als Bestandteil eines Mittels zum Abbau von Soja-
riickstand.

Um ein empfindlicheres Verfahren zur Bestimmung der
enzymatischen Aktivitéit zu erreichen, sollte die Temperatur
auf 40 °C verringert und die Inkubationszeit auf 20 h erh6ht
werden wihrend der Bestimmung der SPS-ase-Aktivitit,
wobei Antibiotika zu dem Substrat zugesetzt werden sollten,
um eine Infektion zu vermeiden.

Bei Befolgung dieses Testverfahrens konnen andere SPS-
ase-bildende Mikroorganismen gefunden werden, die sowohl
zu der Art Aspergillus als auch zu anderen Arten gehoren.

" Abschnitt 5

Charakterisierung einiger SPS-ase bildender Mikroorganis-
men



Nach der hier angegebenen Suchmethode nach SPS-ase-
bildenden Mikroorganismen hat es sich gezeigt, dass die im
oberen Teil der folgenden Tabelle angegebenen Mikroorga-
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nismen SPS-ase-Bildner sind. Die Tabelle enthilt auch einen
Stamm, der zur Art Asp. japonicus gehért, jedoch kein SPS-
ase-Bildner ist.

SPS-ase- Art Identifizierungs-  Hinterlegungs- Hinterlegungs-
Bildner Nummer Nummer Jahr
ja nein  Asp. Asp.
japonicus aculeatus
X X A 805 CBS 101.43; DSM 2344 1943
X X A 1443 IFO 4408; DSM 2346 1950
X X A 1384 ATCC 20236; DSM 2345 1969

15

Eine Kurz-Identifizierung der oben angegebenen Stimme
findet sich in den folgenden Katalogen:

List of Cultures 1978 Centraalbureau voor Schimmelcul-
tures, Baarn, Niederlande

Institute fiir Fermentation Osaka, List of Cultures, 1972,
5. Auflage, 17-85, Juso-honmachi 2-chome, Yodogawa-ku,
Osaka 532, Japan

The American Type Culture Collection Catalogue of
Strains I, 14. Auflage 1980, 12301 Parklawn Drive, Rockville,
Maryland 20852. 2

Alle oben angegebenen Stimme entsprechen gut der taxo-
nomischen Beschreibung der Arten Asp. japonicus und Asp.
aculeatus, wie sie angegeben sind in The genus Aspergillus of
Raper and Fennell, 1965 (siche besonders S. 327-330).
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Abschnitt 6
Allgemeine Beschreibung des Uberlagerungsverfahrens bei
der Immunoelektrophorese

Es wurde ein als Agar-Uberlagerungs-Technik (top-agar
overlay technique) bezeichnetes Verfahren zur Identifizierung 3
von einzelnen Bestandteilen eines Enzymkomplexes durch
Kreuz-Immunoelektrophorese mit einem poly-spezifischen
Antikdrper gegen alle Enzymkomponenten in dem Enzym-
komplex entwickelt. Das Verfahren beruht auf der Tatsache,
dass Enzyme nach der spezifischen Enzym-Antikérper-Bin- ¢
dung noch aktiv sind oder anders gesagt, dass die aktiven
Enzymstellen nicht identisch sind mit den Stellen der Enzym-
Antikorper-Bindung. Die Enzym-Antikérper-Komplexe wer-
den als deutliche Bégen wihrend der Elektrophorese in dem
Gel prézipitiert. Die Gelplatte wird mit 1slichem SPS in Agar ¢
bedeckt. Nach 20 h langem Erwirmen auf 45 °C in einer
Atmosphire mit einer relativen Feuchtigkeit von 100%
erscheint der Bogen mit SPS-ase-Aktivitit als klare Zone in
der SPS-Deckschicht nach Ausfillung mit einem Gemisch aus
gleichen Volumina Ethanol und Aceton bei Betrachtung 5
gegen einen schwarzen Hintergrund. Bagen, die keine SPS-
ase-Aktivitit besitzen, bleiben unsichtbar.
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Abschnitt 7
Immunoelektrophoretische Charakterisierung von SPS-ase 5
mit polyspezifischen Antikorpern und Uberlagerung

Kaninchen wurden mit dem SPS-ase haltigen Enzymkom-
plex immunisiert, der erhalten worden war durch Fermenta-
tion von Aspergilluns aculeatus CBS 101.43 wie in Beispiel 1
angegeben (KRF 68) und der polyspezifische Antikérper 6
wurde in an sich bekannter Weise gewonnen. Mit Hilfe dieses
polyspezifischen Antikdrpers wurde eine Kreuz-Immunoelek-
trophorese des Enzymkomplexes, der durch Fermentation
von Asp. aculeatus CBS 101.43, wie in Beispiel 1 angegeben
(KRF 68) erhalten worden war, durchgefiihrt, wie von NNH. 6
Axelsen et al., in «A Manual of Quantitative Immunocoelec-
trophoresis», 6. Auflage 1977 beschrieben. Es wird auf Fig. 11
verwiesen, die die den unterschiedlichen von dem Mikroorga-
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nismus gebildeten Proteinen entsprechenden Bégen zeigt. Mit
Hilfe des oben beschriebenen Agar-Uberlagerungs- bzw.
Uberschichtungsverfahrens hat es sich gezeigt, dass die
schraffierten Bereiche der SPS-ase entsprechen.

Wenn die oben angegebene Hypothese, dass die SPS-ase
aus zumindest zwei Enzymen besteht, richtig ist, ist der
schraffierte Bereich der Bereich, in dem alle Enzyme, die fiir
die SPS-ase-Aktivitit verantwortlich sind, vorliegen. Wenn
diese Enzyme bei anderen Arbeitsweisen nach der Erfindung
durch Immunoelektrophorese auf solche Weise getrennt wer-
den sollen, dass sie keinen gemeinsamen Bereich bedecken,
kann ein Teil der SPS-ase-Aktivitit noch identifiziert werden
durch Immunoelektrophorese mit einer Uberschichtung
sowohl mit SPS als auch einer kommerziellen Pectinase.

Abschnitt 8
Reinigung einer SPS-ase-Zubereitung

Die Reinigung der SPS-ase-Zubereitung KRF 92 (siche
Beispiel 1) wurde durch Ionenaustausch durchgefiihrt. Der
Puffer war 50 mM Tris (Tris-hydroxymethylaminomethan),
der mit HCI auf pH 7,0 eingestellt war. Die S4ule war eine
K 5/30 Séule von Pharmacia, Schweden. Das Ionenaus-
tauschermaterial war DEAE-Trisacryl der LKB, Bromma,
Schweden (300 ml). Die Durchflussgeschwindigkeit betrug
100 ml/h,

15 g der SPS-ase-Zubereitung KRF 92 wurden in 450 ml
H20 bei 6 °C gelost und alle weiteren angegebenen Verfah-
rensstufen zwischen 6 und 10 °C durchgefiihrt. Der pH-Wert
wurde mit 1 m Tris auf 7,0 eingestellt. Die Sdule wurde mit
dem Puffer dquilibriert und dann die SPS-ase-Probe auf die
Saule aufgegeben. Die optische Dichte (OD2so) und die Leit-
fahigkeit wurden an dem Eluat gemessen (siehe Fig. 12). Die
Fraktion 1 war das Eluat, das nicht an das Ionenaustauscher-
material gebunden war. Dann wurde die Siule mit 2000 ml
Puffer gewaschen, wobei man die Fraktion 2 erhielt. Dann
wurde ein 0-500 mM NaCl Gradient gebildet, wobei die
Fraktionen 3 bis 9 erhalten wurden. Alle 9 Fraktionen wurden
auf 200 ml eingeengt und gegen Wasser bis zu einer Leitfihig-
keit von 2 mSi dialysiert (Hollow Fiber DP 2 von Amicon,
Massachusetts, USA). Dann wurden die 9 Fraktionen gefrier-
getrocknet. Nur die Fraktionen 1 und 2 zeigten SPS-ase-Akti-
vitt.

Die Fraktion 1 wurde weiter durch Gelfiltration gereinigt.
1,5 g der Fraktion | wurden in 10 ml 50 mM Natriumacetat,
pH 4,5 (500 mM KClI) geldst. Die Sdule war eine 2,5 x 100 cm
Sédule von LKB. Das Fiillmaterial fiir die Gelfiltration war
Sephacryl S-200 der Pharmacia, Schweden. Die Durchfluss-
geschwindigkeit betrug 30 ml/h. Die Fraktionen, die Substan-
zen mit Molekulargewichten zwischen 70000 und 100 000 ent-
hielten, geeicht mit Globular Proteinen, enthielten einen
Enzymkomplex, der als Faktor G bezeichnet wird und der bei
Untersuchung nach dem qualitativen Agar-Test SPS nicht
abbauen kann. SPS wird jedoch nach dem qualitativen Agar-
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Test abgebaut, wenn der Faktor G mit einer Pectinase ver-
mischt wird. Es hat sich gezeigt, dass der Faktor G im Stande
ist, Galactose, Fucose und einen Teil der Galacturonsiure
von SPS abzuspalten, aber das Hauptabbauprodukt ist ent-

sprechend der HPLC-Analyse noch ein hochmolekulares Pro- 5

dukt, das SPS sehr dhnlich ist.

Abschnitt 9 .
Abhingigkeit der Aktivitit von pH-Wert und Temperatur
sowie Stabilitit einer SPS-ase

Fig. 13 zeigt die pH-Wert-Abhéngigkeit der Aktivitit der
SPS-ase-Zubereitung KRF 68. Von pH 2,7 bis pH 3,5 wurde
ein Ameisensdure-Puffer angewandt und von pH 3,7 bis 5,5
ein Acetat-Puffer.

Fig. 14 zeigt die Abhéngigkeit der Aktivitdt von der Tem-
peratur der SPS-ase-Zubereitung KRF 68.

Fig. 15 zeigt die Temperatur-Stabilitit der SPS-ase-Zube-
reitung KRF 68.

Abschnitt 10
Bestimmung der Enzym-Aktivitit

Die unten angegebene Tabelle ist eine Zusammenfassung
der verschiedenen Enzym-Aktivitits-Bestimmungen mit
Bezug auf die Erfindung.

Definition der Aktivititeinheit und
Beschreibung der Bestimmung der
Enzym-Aktivitit

Enzym Kurzbe- Allgemein  In der Literatur Nr.
schreibung zugénglich Beschreibung
der Aktivitéit spiter

erldutert

SPS-ase SPS-ase b4

Riickstand- SRU X 1

16send SRUM-120 X

Protease = HUT X

Cellulase C, X 2

Pectinase PU X 3
PGE X 4
UPTE X 5
PEE X 6

Hemicel-

lulase VHCU X 7

Die in obiger Tabelle angegebene Literatur wird in der
folgenden Tabelle naher erldutert.

erhiltlich von

Litera-Identifizierung der Novo In- Schweizeri- Buchhan-
tur  Literaturstelle dustri A/S, sche Fer- del
Nr. Novo Allé, ment AG,
2880 Basel,
Bagsvaerd, Switzerland
Denmark
1 Analyseforskrift AF x
154/4 of 1981-12-01
2 Analytical X
Biochemistry 84,
522-532 (1978)
Analytical method x
AF 149/6-GB of
1981-05-25
3 Determination of X

Pectinase Activity
with Citrus Pectin
(PU) of 23.3.1976

10

erhiltlich von

Litera- Identifizierung der Novo In- Schweizeri- Buchhan-
tur  Literaturstelle dustri A/S, sche Fer- del
Nr. Novo Allé, ment AG,
2880 Basel,
Bagsvaerd, Switzerland
Denmark
4 Viskosimetrische X
10 Polygalacturonase-
Bestimmung (PGE)
of 10.11.77
5 Bestimmung der X
Pectintranseliminase
5 (UPTE/g) of 24.
Sept. 1975
6 Determination of the X
Pectinesterae activity
(undated) with
» initials WIA/GW
7 Analytical method x
AF 156/1-GB

Besonders in bezug auf die Bestimmung der Cellulose-
25 Aktivitdt ist zu bemerken, dass die Analyse durchgefiihrt
wurde, wie in AF 149/6-GB angegeben, und dass das Prinzip
der Bestimmung erldutert ist in Analytical Biochemistry.

Abschnitt 10a
30 Bestimmung der Enzymaktivitit von SPS-ase
Die Bestimmung der Enzymaktivitit von SPS-ase wurde
in zwei Stufen durchgefiihrt, d.h. einem qualitativen Agar-
platten-Test und einer quantitativen Bestimmung der SPS-
ase-Aktivitit, die auf der Messung der Gesamtmenge an frei-
35 gesetzten Zuckern beruht. Wenn der qualitative Agarplatten-
Test negativ ist, ist die SPS-ase-Aktivitit Null, ungeachtet des
Werts, der bei der quantitativen Bestimmung der SPS-ase-
Aktivitit erhalten wird. Wenn der qualitative Agarplatten-
Test positiv ist, ist die SPS-ase-Aktivitit gleich dem Wert, der
40 bei der quantitativen Bestimmung der SPS-ase-Aktivitdt
erhalten wird.

I. Qualitativer Agarplatten-Test
Eine SPS-Agarplatte wurde folgendermassen hergestellt:

45 Es wurde ein Puffer B hergestellt durch Einstellen von 0,3 m
Essigsdure auf einen pH-Wert von 4,5 mit Hilfe von 1 n
NaOH. 1 g SPS wird in 20 ml B gelost. 1 g Agarose (HSB
Litex) wird mit 80 ml B vermischt und unter Riihren zum Sie-
depunkt erhitzt. Wenn sich die Agarose geldst hat, wird die

so SPS-Losung langsam zugegeben. Die erhaltene 1%ige SPS-
Agarose-Losung wird in ein Wasserbad von 60 °C gestellt.
Die Platten werden jetzt durch Ausgiessen von 15 ml der
1%igen SPS-Agarose-Losung auf eine waagrecht liegende
Glasplatte von 10 x 10 cm hergestellt. Dann werden neun

55 Locher im Abstand von 2,5 cm in die verfestigte Schicht der
SPS-Agarose gestanzt. In jede Vertiefung werden 10 pl einer
1%igen Losung des auf die SPS-ase-Aktivitit zu untersuchen-
den Enzymproteins gegeben. Die Platte wird 18 h bei 50 °C
und einer relativen Feuchtigkeit von 100% inkubiert. Jetzt

60 wird noch nicht abgebautes SPS mit Hilfe einer Losung von
gleichen Volumina Ethanol und Aceton ausgefillt. Der SPS-
ase-Agarplatten-Test ist positiv fiir eine Probe in einer
bestimmten Vertiefung, wenn eine klare ringférmige Zone um
diese Vertiefung entsteht.

65
II. Test zur quantitativen Bestimmung der SPS-ase-Aktivitit

Der Zweck dieses Versuches liegt in der Bestimmung der

Enzymaktivitit, die imstande ist, SPS in einem solchen Mass



abzubauen, dass die Abbauprodukte eine stark verringerte
oder keine Adsorption oder Bindungsaffinitit an Sojaprotein
zeigen. Versuche haben gezeigt, dass der Teil der SPS-Abbau-
produkte, der durch ein Gemisch gleicher Volumina Wasser
und Ethanol nicht ausgefillt wird, keine Adsorptions- oder
Bindungsaffinitét gegeniiber Sojaprotein besitzt.

Die SPS-ase-Bestimmung beruht auf der Hydrolyse von
SPS unter Standardbedingungen und anschliessende Ausfil-
lung des Teils des SPS, der nicht hydrolysiert worden ist, mit
Ethanol. Nach der Ausfillung wird der Gehalt an nicht aus-
gefillten Kohlenhydraten betimmt durch quantitative Ana-
lyse auf den Gesamtzuckergehalt (nach AF 169/1, der Novo
Industri A/S, 2800 Bagsvaerd).

Die Standardbedingungen sind:

Temperatur: 50 °C

pH: 4,5

Reaktionszeit: Vergleich 210 min nur mit Substrat,
anschliessend 2 min mit zugesetztem Enzym, Hauptwert 212
min.

Die Vorrichtung umfasst:

Thermostatisch geregeltes Riittel-Wasserbad von 50 °C

Magnetriihrer

Zentrifuge

Eis-Wasser-Bad

Die Reagenzien umfassen:

Puffer: 0,6 m Essigsdure in entmineralisiertem Wasser (a),
1,0 m NaOH (b)

Substrat: Der pH-Wert von 50 ml a wird mit b auf 4,5 ein-
gestellt, dann werden 4,0 g SPS zugegeben und nach Losung
des SPS wird der pH-Wert wieder auf 4,5 eingestellt und das
Volumen mit entionisiertem Wasser auf 100 ml gebracht.

Abbruch-Reagenz: Absolutes Ethanol.

Eine SPS-ase-Einheit (SAE oder SPSU) ist definiert als
die SPS-ase-Aktivitit, die unter den oben angegebenen Stan-
dardbedingungen eine Menge an in 50%igem Ethanol 16sli-
chen Kohlenhydrat, entsprechen 1 pMol Galactose pro
Minute freigesetzt.

Selbst wenn der Anfangsteil der Enzym-Standardkurve
gerade ist, ist festzustellen, dass er den (0.0) Punkt nicht
schneidet.

Abschnitt 10b
Enzymatische Bestimmung der den Riickstand 16senden Akti-
vitédt ausgedriickt als SRUM 120.

Prinzip: Bei dem Verfahren zur Bestimmung der Hydroly-
seaktivitit wird der unlosliche Anteil an entfettetem deprotei-
nisiertem und enthiilltem Sojamehl unter Standardbedingun-
gen hydrolysiert. Die Enzymreaktion wird mit dem Abbruch-
reagenz abgebrochen und der unlésliche Anteil abfiltriert.
Die Menge an geldsten Polysacchariden wird spektrophoto-
metrisch bestimmt nach Sdure-Hydrolyse entsprechend AF
169/1, der Novo Industri A/S, 2880 Bagsvaerd.

Entsprechend dem Verfahren werden Carbohydrasen mit
Endo- sowie Exoaktivitit bestimmt.

Das Substrat fiir diese Enzymbestimmung ist identisch mit
dem fiir das SRU-Verfahren beschriebenen Riickstandsub-
strat. Das Substrat wird als 3%ige Losung in dem unten
erwihnten Citratpuffer gelost:

0,1 n Citrat-Phosphat-Puffer pH 4,5

5,24 Citronensiure 1-hydrat (Merck Art 244)

8,12 g Dinatriumhydrogenphosphat 2-Hydrat (Merck Art
6580)

ad 11 entmineralisiertes Wasser

pH 4,5 £ 0,05

14 Tage stabil.

Das Abbruchreagenz besitzt die folgende Zusammenset-
zung:
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100 ml 0,5 n NaOH

200 ml 96% Ethanol

Bis zur Verwendung im Kithlschrank aufbewahren.

5 Standardbedingungen
Temperatur: 50 °C
pH: 4,5
Reaktionszeit:
Probe 120 min, Blindprobe 5 min

° Definition der Einheit
Eine Sojariickstand-16sende-Einheit (SRUM) 120 (M fir
manuell) ist die Menge Enzym, die unter den angegebenen
Reaktionsbedingungen pro Minute geldste (solubilisierte)
15 Polysaccharide entsprechend 1 uMol Galactose freisetzt.

Abschnitt 10c
Enzymatische Bestimmung der proteolytischen Aktivitt.

HUT-Messung
2 Verfahren zur Bestimmung von Proteinase in saurem Medium

Das Verfahren beruht auf dem Abbau (Digestion) von
denaturiertem Hamoglobin durch das Enzym bei 40 °C, pH
3,2 innerhalb von 30 min. Das nicht abgebaute Himoglobin
wird mit 14%iger Trichloressigsdure (Gew./Vol.) ausgefillt.

Alle Enzymproben werden hergestellt durch Losen in
0,1 m Acetat-Puffer, pH 3,2.

Das Hamoglobinsubstrat wird hergestellt unter Verwen-
dung von 5,0 g lyophilisiertem Rinder-Hamoglobin-Pulver
konserviert mit 1% Thiomersalat und 100 m! entmineralisier-
30 tem Wasser und 10 min geriihrt, wobei der pH-Wert

anschliessend mit 0,33 n HCI auf 1,7 eingestellt wird.

Nach weiterem 10 min langem Riihren wird der pH-Wert
mit 1 n NaOH auf 3,2 eingestellt. Das Volumen dieser Ldsung
wird mit 0,2 m Acetatpuffer auf 200 ml erhéht. Dieses Hamo-

3 globin-Substrat muss im Kiihlschrank aufbewahrt werden, wo
es sich 5 Tage hilt.

Das Hamoglobin-Substrat wird auf Raumtemperatur
gebracht. Zum Zeitpunkt Null werden 5 ml Substrat in ein
Reagenzrohrchen gegeben, das | ml Enzym enthilt. Nach 1's

40 langem Schiitteln wird das Réhrchen 30 min in ein Wasser-
bad von 40 °C gegeben. Nach genau 30 min werden 5 ml
14%ige Trichloressigsdure in das Reaktonsréhrchen gegeben,
das dann geschiittelt und 40 min auf Raumtemperatur
gebracht wird.

Fiir die Blindprobe wird das Hamoglobin-Substrat auf
Raumtempertur gebracht. Zum Zeitpunkt Null werden 5 ml
des Substrats in ein Reagenzrohrchen, enthaltend 1 ml
Enzym, gegeben. Nach [ s langem Schiitteln wird das Rohr-
chen 5 min in ein Wasserbad von 40 °C gestellt. Nach genau
0 5 min werden 5 ml 14% Trichloressigsdure in das Reagenzglas

gegeben, das dann geschiittelt und 40 min auf Raumtempera-
tur gebracht wird.

Nach 40 min werden die Blindproben und die Proben
geschiittelt, ein- oder zweimal durch Berzelius-Filter Nr. 0 fil-

% triert und in ein Spektrophotometer gegeben. Die Probe wird
gegeniiber der Blindprobe bei 275 nm abgelesen, wihrend das
Spektrophotometer gegen Wasser eingestellt ist.

Da die Absorption von Tyrosin bei 275 nm ein bekannter

Faktor ist, ist es nicht notwendig, eine Tyrosin-Standardkurve
0 zu bilden, soweit es nicht erforderlich ist, das Beckman-Spek-
trophotometer zu liberpriifen.

25

45

Berechnungen
1 HUT ist die Enzymmenge, die in 1 min ein Hydrolysat
65 bildet, das in der Absorption bei 275 nm einer Lsung von
1,10 pg/ml Tyrosin in 0,006 n HCI entspricht. Dieser Absorp-
tionswert betrigt 0,0084. Die Reaktion sollte bei 40 °C und
pH 3,2 30 min lang ablaufen.
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Die Sporensuspension aus dem Fernbach-Kolben wurde
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HUT = Probe~-Blindprobe x Vol. in ml
0,0084 Reaktionszeit in min
HUT = Probe-Blindprobe x 1m . (P-B) x 43,65
0,0084 30

(P-B) x 43,65
g Enzym in 1 ml

HUT/g Enzym =

Die Untersuchung der Abhéngigkeit der Proteasestabilitét
in KRF 68 vom pH-Wert durch die HUT-Analyse mit pH-
Werten von 2,0 bis 8,0 zeigte, dass die Stabilitit der Protease
oberhalb pH 8,0 sehr gering war, siehe Fig. 16.

Zur ndheren Erlduterung der Erfindung wird auf die fol-
genden Beispiele 1 bis 8 verwiesen, wobei Beispiel 1 die Her-
stellung von SPS-ase erldutert und die Beispiele 2 bis 8 die
Anwendung der SPS-ase auf ein Soja-Ausgangsmaterial
erldutern, um ein gereinigtes pflanzliches Protein zu erhalten.
Andere Anwendungen der SPS-ase sind in dem Abschnitt
zwischen Beispiel 8 und der Zusammenfasung der Figuren
angegeben.

Es wurden einige Fermentationen mit den hier angegebe-
nen Stdmmen von Asp. aculeatus und Asp. japonicus im
Labormassstab durchgefiihrt. Hierbei erhielt man Mittel, ent-
haltend SPS-ase, entsprechend dem hier angegebenen SPS-
ase-Test. Da jedoch verhiltnismissig grosse Mengen an SPS-
ase erforderlich sind, um Anwendungsversuche durchzufiih-
ren, wurden dhnliche Versuche im Pilotmassstab durchge-
fiihrt, siehe das folgende Beispiel 1.

Beispiel 1

Herstellung von SPS-ase in einer Pilotanlage.

Eine SPS-ase wurde durch Submers-Fermentation von
Aspergillus aculeatus CBS 101.43 hergestellt.

In einem Fernbach-Kolben wurde ein Agar-Substrat der
folgenden Zusammensetzung hergestellt:

Pepton Difco 6g
Aminolin Ortana 4g
Glucose lg
Hefeextrakt Difco 3g
Fleischextrakt Difco 15g
KH:POs Merck 20g
Malzextrakt Evers 20g
entmineralisiertes H.O ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde zwischen 5,3 und 5,35 eingestellt.
Dann wurden 40 g Agar (Difco) zugegeben und das Gemisch
20 min im Autoklaven bei 120 °C behandelt. Das Substrat
wird als E-Agar bezeichnet.

Der Stamm CBS 101.43 wurde auf einer E-Agar-Schrige

(37 °C) geziichtet. Die Sporen von der Schriige wurden'in ste-
rilisierter Magermilch suspendiert und die Suspension in Gli-
sern lyophilisiert. Der Inhalt einer Ampulle mit lyophilisier-
tem Inhalt wurde in den Fernbach-Kolben gegeben. Der Kol-
ben wurde dann 13 Tage bei 30 °C inkubiert.

Es wurde ein Substrat mit der folgenden Zusammenset-
zung in einem 500-1-Impf-Fermenter hergestellt.

CaCO:s 1,2kg
Glucose 7,2kg
Rofec (Maiswasser-Feststoffe) 3,6kg
Sojabohnendl 1,2kg

Leitungswasser wurde bis zu einem Gesamtvolumen von
ungefihr 240 1 zugegeben. Der pH-Wert wurde vor der
Zugabe von CaCO:s auf ungefihr 5,5 eingestellt. Das Substrat
wurde in dem Impf-Fermenter 1 h bei 121 °C sterilisiert. Das
Endvolumen vor der Beimpfung betrug ungefihr 300 1.

in den Impf-Fermentor iiberfiihrt. Die Bedingungen der
Impf-Fermentation waren:

5 Fermentortyp: Ublicher beliifteter und geriihrter Fermenter
mit einem Verhéltnis Héhe:Durchmesser von
ungeféhr 2,3.
Riihren: 300 UpM (zwei Turbinen-Propellerriihrer)
Beliiftung: 300 Normal-Liter Luft pro Minute
10 Temperatur: 30 bis 31 °C
Druck: 1,5 bar (0,5 ato)
Zeit: etwa 28 h

Ungeféhr 28 h nach der Beimpfung wurden 1501 aus dem
15 Impf-Fermenter in den Hauptfermenter iiberfiihrt.
In einem 2500-I-Hauptfermentor wurde ein Substrat der
folgenden Zusammensetzung hergestellt:

Gerostetes Sojamehl 90 kg
20 KH2PO4 20 kg
Pluronic 150 ml

Leitungswasser wurde bis zu einem Gesamtvolumen von
etwa 900 1 zugegeben. Das gerostete Sojamehl wurde in Was-
25 ser suspendiert. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 einge-
stellt und die Temperatur auf 50 °C erhéht. Daraufhin wur-
den etwa 925 Anson-Einheiten Alcalase 0,6 L zu der Suspen-
sion gegeben. Das Gemisch wurde 4 h bei 50 °C und pH 8,0
(Na2COs; Zugabe) ohne Beliiftung unter Normaldruck (null
30 ato) und Riihren mit 100 UpM gehalten. Anschliessend wur-
den die restlichen Bestandteile des Substrats zugegeben und
der pH-Wert mit Phosphorsiure auf ungefihr 6,0 eingestellt.
Das Substrat wurde in dem Hauptfermenter 1,5 h bei 123 °C
sterilisiert. Das Endvolumen vor der Beimpfung betrug unge-
35 fahr 1080 L.
Dann wurden 150 1 Impfkultur zugesetzt.

Die Fermentationsbedingungen waren:
Fermentertyp: Ublicher beliifteter und geriihrter Fermenter
40 mit einem Verhiltnis Héhe:Durchmesser von
ungefihr 2,7.
Rithren: 250 UpM (zwei Turbinen-Propellerriihrer)
Beliiftung: 1200 Normal-Liter Luft pro Minute
Temperatur: 30°C
45 Druck: 1,5 bar (0,5 ato)
Zeit: etwa 151 h

Zwischen ungefihr 24 und ungefihr 116 h der Fermenta-
tion wurde eine Pectinldsung aseptisch zu dem Hauptfermen-
50 ter mit konstanter Geschwindigkeit von ungefahr 8 I/h zuge-
fiihrt. Die Pectinlosung der folgenden Zusammensetzung
wurde in einem 500-1-Dosierungstank hergestellt:

Pectin genu* 22kg
55 Phosphorsdure, konz. 6 kg
Pluronic 50 mli

* Genu pectin (Citrus-Typ NF von The Copenhagen pectin
factory Ltd.).
60
Leitungswasser wurde auf ein Gesamtvolumen von etwa
3251 zugegeben. Das Substrat wurde in dem Dosierungstank
1 h bei 121 °C sterilisiert. Das Endvolumen vor dem Beginn
der Dosierung bzw. Zugabe betrug ungefihr 360 1. Nach Aus-
65 lauf dieser Menge wurde ein zweiter dhnlicher Ansatz herge-
stelit. Das Gesamtvolumen an Pectinldsung fiir eine Fermen-
tation betrug ungefahr 725 1.



Nach ungefahr 151 h langer Fermentation wurde die Fer-
mentation abgebrochen. Die ungefihr 1850 1 Kulturbriihe
wurden auf ungeféhr 5 °C gekiihlt und die Enzyme nach dem
folgenden Verfahren gewonnen.

Die Kulturbrithe wurde mit Hilfe eines Vakuum-Trom-
melfilters (Dorr Oliver), das mit Filterhilfe (Hy-flo-super-cel
Diatomeenerde) beschichtet war, filtriert. Das Filtrat wurde
durch Eindampfen auf ungefahr 15% des Volumens der Kul-
turbrithe eingeengt. Das Konzentrat wurde iiber eine Seitz-
Filterfolie (Type supra 100) mit 0,25% Hy-flo-super-cel als
Filterhilfe filtriert (in der folgenden Tabelle als Filtration I
bezeichnet). Das Filtrat wurde mit 561 g (NHs)2S04/1 bei pH
5,5 ausgefillt und 4% Hy-flo-super-cel Diatomeenerde als Fil-
terhilfe zugegeben. Der Niederschlag und die Filterhilfe wur-
den durch Filtration iiber ein Rahmenfilter getrennt. Der Fil-
terkuchen wurde in Wasser gelost und unlésliche Bestandteile
iier ein Rahmenfilter abfiltriert. Das Filtrat wurde (check) fil-
triert, {iber eine Seitz-Filterfolie (type supra 100) mit 0,25%
Hy-flo-super-cel als Filterhilfe (in der folgenden Tabelle als
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Filtration II bezeichnet). Das Filtrat wurde iiber eine Ultrafil-
trationsvorrichtung diafiltriert. Nach der Diafiltration wurde
die Flissigkeit auf einen Feststoffgehalt von 12,7% eingeengt
(in der folgenden Tabelle als Feststoffgehalt im Konzentrat

5 bezeichnet).

Eine fakultative Basenbehandlung zur teilweisen Entfer-
nung der Proteaseaktivitit kann zu diesem Zeitpunkt durch-
gefihrt werden. Im Fall, dass die Basenbehandlung ange-
wandt wird, wird sie 1 h bei einem pH-Wert von 9,2 durchge-

10 fithrt, woraufhin der pH-Wert auf 5,0 eingestellt wird.

Jetzt wird die Flissigkeit (check) filtriert und zum Zwecke
der Keimverminderung filtriert und das Filtrat iber eine
Gefriertrockenvorrichtung von Stokes gefriergetrocknet.

Es wurden vier Fermentationsansitze in der unten ange-

15 gebenen Weise durchgefiihrt, wobei der fiir die Fermentation
angewandte Stamm, die Durchfithrung der fakultativen
Basenbehandlung und andere Parameter veréindert wurden,
wie in der folgenden Tabelle angegeben.

Mikroorganis- Basenbe- Code Konzentration (%) der Feststoffgehalt Anmer-
mus handlung  Nr. Filterhilfe bei im Konzentrat kungen
ja_  nein Filtration Ausfil- Filtration
I lung II
CBS 101.43 X KRF 68 0,5 5 0,2 28
ATCC 20236 X KRF74 2,0 4 0,4 7,5
IFO 4408 X KRF83 1,0 5 0,25 12,4 *
CBS 10143 x KRF92 0,25 4 0,25 12,7

* Nach der Filtration zur Keimverringerung wird das Konzentrat im Verhltnis 1:2,3 ein-
geengt. Ein kleinerer Teil des eingeengten Filtrats wurde spriihgetrocknet und der verblei-

bende Rest wurde gefriergetrocknet.

Um die Proteaseaktivitiit weiter zu verringern, wurden
einige der oben angegebenen Zubereitungen wie unten ange-
geben behandelt, wobei nur eine der drei Alternativen A, B
und C durchgefiihrt wurde.

A. 100 g SPS-ase-Zubereitung werden in 1 | entionisiertem
Wasser unter Riihren bei 10 °C * 2 °C gelst. Der pH-Wert
wird mit 4 n NaOH auf 9,1 eingestellt. Diese Basenbehand-
lung wird 1h lang durchgefiihrt. Der pH-Wert wird dann mit
Eisessig auf 4,5 eingestellt und das Gemisch gegen eiskaltes
entionisiertes Wasser bis zu einer Leitfahigkeit von 3 mSi dia-
lysiert. Dann wird (das Produkt) gefroren und lyophilisiert.

B. 500 g SPS-ase-Zubereitung werden in 4 1 entionisiertem
Wasser unter Rithren bei 10 °C + 2 °C geldst. Der pH-Wert
wird mit 4 n NaOH auf 9,1 eingestellt. Diese Basenbehand-
lung wird 1 h lang durchgefiihrt. Der pH-Wert wird mit Eises-
sig auf 5,0 eingestellt. Das erhaltene Material wird Iyophili-
siert.

C. 50 g SPS-ase-Zubereitung werden in 400 ml entionisier-
tem Wasser unter Rithren bei 10 °C * 2 °C geldst. Der pH-

35 Wert wird mit 4 n NaOH auf 9,1 eingestellt. Diese Basenbe-
handlung wird 1 h lang durchgefiihrt. Dann wird der pH-
Wert mit Eisessig auf 5,7 verringert. Das erhaltene Material
wird lyophilisiert.

40 Als Ausgangssubstanz fiir Basenbehandlung Code-Nr.
die Basen-Behandlung
angewandte
SPS-ase-Zubereitung

‘A B C
45
KRF 68 X KRF 68 BII
KRF 68 X KRF 68 BIII
KRF 92 X KRF 92 BI

Die oben angegebenen Zubereitungen werden in der fol-
genden Tabelle durch ihre Enzymaktivitdten nach der Erfin-
dung charakterisiert.

Enzymaktivitdt je g KRF 68 KRF 68 BII KRF 68 BIII KRF 74 KRF 83 KRF92 KRF92BI
SAE Platten-Test + + + - + + +

Quantitativer Test 350 - 301 349 0 168 476 430
SRU 737 507 481 142 683 626 757
SRUMi20 2125 1560 1720 578 753 1640 1030
HUT pH 3,2 67000 105 339 1630 12800 5960 397
C, 8000 8044 9396 1320 8040 5700 3092
PU 10300000 9000000 8800000 840000 7500000 8400000 7600000
PGE 119400 72000 77700 4100 64600 60000 68800
UPTE 78100 83700 76900 15130 327000 44000 62400
PEE 840 910 770 370 690 1000 790
VHCU 1600000 1100000 1000000 656000 2200000 1100000 742000
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Beispiel 2 (Anwendungs-Beispiel)

Dieses Beispiel beschreibt die Bildung eines p.v.p. aus
einem enthiilsten und entfetteten Sojamehl «Sojamel 13» (im
Handel erhiltlich von Aarhus Oliefabrik A/S). Der Feststoff-
gehalt dieses Mehls betrug 94,0% und der Gehalt an
(N x 6,25) auf Feststoffbasis betrug 58,7%. Das Sojamehl
wurde mit der SPS-ase-Zubereitung KRF 68 BII (Beispiel 1)
auf die folgende Weise behandelt:

85,2 g des Sojamehls wurden in 664,8 g Wasser suspen-
diert und unter Rithren bei 50 °C gehalten und der pH-Wert
mit Hilfe von 7,5 ml 6 n HClI auf 4,5 eingestellt. 50 g einer
Losung, enthaltend 4,00 g der erwdhnten SPS-ase-Zuberei-
tung wurden zugegeben und das Reaktionsgemisch dann 240
min bei 50 °C geriihrt. Das Gemisch wurde dann in einer

14

Laborzentrifuge (Beckman-Model J-6B) 15 min bei 3000 x g
zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde gewogen
und nach Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffgehalt unter-
sucht. Die feste Phase wurde dann mit einem Volumen Was-

5 ser entsprechend der bei der ersten Zentrifugation erhaltenen
Menge an iiberstehender Fliissigkeit gewaschen. Diese Ope-
ration wurde zweimal durchgefiihrt. Die feste Phase wurde
dann gefriergetrocknet, gewogen und nach Kjeldahl auf N
sowie auf den Feststoffgehalt untersucht in Qvist’s Laborato-

10 rium, Marselis Boulevard 169, 8000 Aarhus C, Dédnemark.
Dieses Labor ist vom Staat autorisiert, Futtermittel und Mol-
kereiprodukte zu analysieren. Die bei dem Versuch erhalte-
nen Ergebnisse gehen aus Tabelle 2.1 hervor:

Tabelle 2.1 Ergebnisse

Komponente Menge Nx6,25 Feststoffe Ausbeute an Ausbeute an
g %) (%) Protein Feststoffen

(%) (%)

Sojamehl 85,2 55,2 94,0 100% 100%

SPS-ase-

Zubereitung 400 75,6 - 6,4% -

1. Zentriguat 666 1,50 5,04 21,2% 42,0%

p-v.p. 445 87,5 95,7 82,7% 53,2%

So erhielt man ein p.v.p. mit einer Proteinreinheit, d.h.
N x 6,25, bezogen auf die Feststoffe, von 91,4% und mit einer
Gesamtausbeute an Protein von 83%.

Beispiel 3 (Anwendungsbeispiel)

Dieses Beispiel wurde durchgefiihrt, um die Proteinaus-
beuten, die Nihrstoffqualitit und einige funktionelle Eigen-
schaften von Sojaproteinprodukten zu vergleichen, die nach
den folgenden drei Verfahren hergestellt worden waren.

A. Ubliche isoelektrische Ausfillung zur Herstellung von
Sojaprotein-Isolat.

B. Ubliches isoelektrisches Waschverfahren zur Herstel-
lung von Sojaprotein-Konzentrat.

C. Isoelektrisches Waschverfahren nach der Erfindung,
umfassend ein den Riickstand 16sendes Enzym zur Bildung
von p.v.p.

Um einen wirklichen Vergleich des erfindungsgmassen
Verfahrens (C) mit den iiblichen Verfahren fiir Sojaprotei_n (A
und B) zu erhalten, wurde das gleiche Ausgangsmaterial in
allen drei Fillen angewandt. Die Versuche wurden auch so
durchgefiihrt, dass entsprechende Temperaturen und
Behandlungszeiten in allen drei Féllen angewandt wurden.
Lediglich die pH-Werte waren unterschiedlich aufgrund der
fundamentalen Unterschiede zwischen den drei Versuchen.

A. Ubliche isoelektrische Ausfillung zur Herstellung von
Sojaprotein-Isolat

425,8 g Sojamehl (Sojamel 13, hergestellt von Aarhus
Oliefabrik A/S) wurden in 3574,2 g Leitungswasser bei 50 °C
extrahiert. Der pH-Wert wurde mit 20,1 g 4 n NaOH auf 8,0
eingestellt. Nach Istiindigem Riihren wurde die Aufschlim-
mung bei 3000 x g 15 min unter Verwendung von 4 1-l-Be-

chern in einer Laborzentrifuge (Beckman Model J-6B) zentri-

10 fugiert. Das Zentrifugat I und der Niederschlag I wurden
gewogen. Der Niederschlag I wurde wieder mit Wasser auf
ein Gesamtgewicht von 4000 g extrahiert. Die Temperatur
wurde auf 50 °C gehalten, der pH-Wert mit 4 n NaOH auf 8
eingestellt und die Aufschldmmung 1 h geriihrt. Das Gemisch

35 wurde zentrifugiert und das Zentrifugat IT und der Nieder-
schlag II wie oben gewogen. Von den Zentrifugaten I und II
und dem Niederschlag II wurden Proben entnommen nach
Kjeldahl und auf den Feststoffgehalt untersucht. Anschlies-
send wurden die Zentrifugate I und II vermischt und auf

40 50 °C gehalten. Das Protein wurde dann isoelektrisch bei pH
4,5 mit Hilfe von 45 g 6 n HCl ausgefillt. Nach 1stiindigem
Riihren bei 50 °C wurde das Protein durch 15 min langes
Zentrifugieren bei 3000 x g gewonnen. Das Zentrifugat III
wurde gewogen und nach Kjeldahl auf N sowie auf den Fest-

45 stoffgehalt analysiert. Die feste Phase III wurde gewogen und
mit Wasser in einer Menge entsprechend dem Gewicht des
Zentrifugats I gewaschen. Der Waschvorgang wurde durchge-
fishrt durch 1stiindiges Riihren bei 50 °C. Das gewaschene
Protein wurde durch 15 min langes Zentrifugieren bei

s0 3000 x g gewonnen. Das Zentrifugat IV und die feste Phase
IV wurden gewogen. Das Zentrifugat IV wurde nach Kjeldahl
auf N sowie auf den Feststoffgehalt analysiert. Die feste
Phase wurde in 1550 g Wasser von 50 °C suspendiert und der
pH-Wert mit 17 g 4 n NaOH auf 6,5 eingestellt. Das Gemisch

55 wurde 1 h geriihrt und der pH-Wert, soweit erforderlich, wie-
der auf 6,5 eingestellt. Schliesslich wurde das Produkt gefrier-
getrocknet, gewogen und nach Kjeldahl auf N sowie auf den
Feststoffgehalt analysiert. Die Berechnungen der Mengenbi-
lanz sind in Tabelle 3.1 angegeben.

60



B. Isoelektrisches Waschverfahren zur Herstellung von Soja-

protein-Konzentrat

425,6 g Sojamehl (Sojamel 13, hergestellt von Aarhus
Oliefabrik A/S) wurden in 3574 g Wasser von 50 °C gewa-
schen. Der pH-Wert wurde mit 44,8 g 6 n HCI auf 4,5 einge-
stellt. Das Waschen wurde 4 h unter Rithren durchgefiihrt.

15

Tab

elle 3.1

Berechnung der Mengenbilanz bei der iiblichen isoelektrischen Ausfillung zur Herstellung

von Sojaprotein-Isolat

Operationen und Menge der Protein Feststoffe ~ Ausbeute Ausbeute an
Fraktionen Fraktion % (N x6,25) (%) an Protein  Festtoffen
g (%) (%)

Extraktion: Sojamehl  425,8 55,2 94,0 100,0 100,0
Wasser 3574,2 0 0 0 0
4 n NaOH 20,1 0 16,0 0 0,8

1. Zentrifugation: X 4020.1 5,9 10,0 100,9 100,4

Zentrifugat I 3141,0 4.4 6,9 58,8 54,1

Niederschlag I 805,0 - - - -

Re-Extraktion:

Niederschlag I 805,0 - - - -

Wasser 3195,0 0 0 0 0

2. Zentrifugation:

Zentrifugat 11 3104,0 0,5 0,9 6,6 7,0

Niederschlag Il 820,0 9,1 17,2 31,7 35,2

Vermischen und

Ansduern

Zentrifugate I+ I1 62450 - - - -

6 n HC1 45,0 0 21,3 0 2,4

3. Zentrifugation: L 6290,0

Zentrifugat IIT 5650,0 0,3 1,9 7,2 26,8

Niederschlag III 308,0 - - - -

Waschen

Niederschlag ITI 308,0 - - - -

Wasser 3141,0 0 0 0 0

4. Zentrifugation: Z 3449,0

Zentrifugat IV 3113,0 0,04 0,15 0,5 1,2

Niederschlag IV 291,0 - - - -

Neutralisation:

Niederschlag IV 291,0 - - - -

Wasser - 1550,0 0 0 0 0

4 n NaOH 17,0 0 16,0 0 0,7

Trocknen: Pulver 128,0 93,8 96,3 51,1 30,8

40

Die Aufschlimmung wurde dann 15 min in einer Laborzentri-
fuge (Beckman Model J-6B) bei 3000 x g zentrifugiert, wobei

4 1-1-Becher verwendet wurden. Das Zentrifugat I wurde

halt analysiert. Die feste Phase I wurde gewogen und erneut
mit Wasser bis zu einem Gesamtgewicht von 4000 g gewa-

662 820

schen. Der pH-Wert wurde wieder mit 1,7 g 6 n HCl auf 4,5
eingestellt und die Aufschlimmung 30 min bei 50 °C gertihrt.
Die Masse wurde zentrifugiert und das Zentrifugat II und die
Feststoffe II wie oben gewogen. Die feste Phase IT wurde

45 erneut in 1575 g H20 bei 50 °C suspendiert und der pH-Wert
mit 34,5 g 4 n NaOH auf 6,5 eingestellt. Das Gemisch wurde
1 h bei 50 °C gerithrt und der pH-Wert, soweit notwendig,
wieder auf 6,5 eingestellt. Schliesslich wurde das Proteinpro-
dukt gefriergetrocknet, gewogen und nach Kjeldahl auf N
gewogen und nach Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffge- s0 sowie auf den Feststoffgehalt analysiert. Die Mengenbilanz
ist in Tabelle 3.2 angegeben.
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Tabelle 3.2
Berechnung der Mengenbilanz beim isoelektrischen Waschen zur Herstellung von
Sojaprotein-Konzentrat

Operationen und Menge der Protein Feststoffe ~ Ausbeute  Ausbeute an
Fraktionen Fraktion % (N x6,25) (%) an Protein  Feststoffen
g (%) (%)
Waschen
Sojamehl 4258 55,2 94,0 100,0 100,0
Wasser 3574,0 0 0 0 0
6 n HCI 448 0 21,3 0 2,4
1. Zentrifugation: X 4044.6 - - - -
Zentrifugat 1 3150,0 0,6 3,2 8,0 25,2
Feststoffe I 846,0 - - - -
erneutes Waschen
Feststoffe I 846,0 - - - -
Waschen 3154,0 0 0 0 0
6n HCl1 1,7 0 21,3 0 0,1
2. Zentrifugation: T 4001,7
Zentrifugat 11 3130,0 0,1 0,4 1,3 32
Feststoffe I1 863,0 - - - -
Neutralisation:
Feststoffe II 863,0 - - - -
Wasser 1575,0 0 0 0 0
4 n NaOH 34,5 0 16,0 0 1,4
Trocknen: Pulver 281,0 72,5 98,4 86,7 69,1

C. Isoelektrisches Waschverfahren unter Verwendung eines
den Riickstand l6senden Enzyms zur Bildung von p.v.p.
425,8 g Sojamehl (Sojamel 13, hergestellt von Aarhus
Oliefabrik A/S) wurden in 3524,2 g Wasser bei 50 °C gewa-
schen. Der pH-Wert wurde mit Hilfe von 43,7 g 6 n HC] auf
4,5 eingestellt. 24 g der SPS-ase-Zubereitung KRF 68 BIII

gemisch zugegeben. Der Waschvorgang wurde dann 4 h unter
30 Rithren durchgefiihrt. Anschliessend wurde die Reinigung,

wie bei B beschrieben, durchgefiihrt, wobei die Mengen an

6 n HCI, 4 n NaOH und Wasser zum erneuten Suspendieren

die einzigen Parameter mit abweichenden (unterschiedlichen)

Werten sind. Die Mengenbilanz ist in Tabelle 3.3 angegeben.

(Beispiel 1) wurden in 26 g Wasser gelost und zu dem Wasch- 35

Tabelle 3.3
Berechnung der Mengenbilanz bei dem isoelektrischen Waschen einschliesslich des den
Riickstand losenden Enzyms zur Herstellung von p.v.p.

Operationen und Menge der Protein Feststoffe ~ Ausbeute  Ausbeute an
Fraktionen Fraktion % (N x6,25) (%) an Protein  Feststoffen
g (0 (4
Waschen:
Sojamehl 425.8 55,2 94,0 100,0 100,0
Wasser 3540,2 0 0 0 0
6n HCl 43,7 0 21,3 0 2,3
SPS-ase: KRF 68 BIII 24,0 75,3 96,0 1,7 5.8
1. Zentrifugation: X 4043,7 - - - -
Zentrifugat 1 3420,0 1,7 52 24,7 444
Feststoffe I 620,0 - - - -
Erneutes Waschen
Feststoffe I 620,0 - - - -
Wasser 3380,0 0 0 0 0
6 n HCI 1,3 0 21,3 0 0,1
2. Zentrifugation: 4001,3
Zentrifugat 11 3400,0 0,2 0,6 2,9 5,1
Feststoffe 11 577,0 - - - -
Neutralisation:
Feststoffe IT 577,0 - - - -
Wasser 1700,0 0 0 0 0
4 n NaOH 25,3 0 16,0 0 1,0
Trocknen: Pulver 211,0 87,3! 96,71 78,2 51,1
86,92 97,02

! Analyse des Bioteknisk Institut. Holbergsvej 10, DK-6000 Kolding, Denmark.
2 Analyse des Qvist’s Laboratorium, Marselis Boulevard 169, DK-8000. Aarhus C. Den-

mark.
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Nihrstoffeigenschaften , Der Gehalt an Trypsininhibitor der drei Produkte wurde

Die Aminosdurezusammensetzungen der drei Proteinpro- bestimmt mit Hilfe des in A.O.C.S. Tentative Method Ba
dukte wurden bestimmt, siche Tabelle 3.4. Der Gesamtgehalt 12-75 (A.O.C.S. ist eine Abkiirzung fiir American Oil Che-
an essentiellen Aminosduren, die chemische Bewertung und mists’ Society) beschriebenen Verfahrens. Die Ergebnisse
der Index der essentiellen Aminosduren (EAAI) wurde 5 sind in Tabelle 3.5 angegeben, die auch die Ausbeuten und
berechnet nach dem FAO-Bezugsmuster von 1957. das Verhiltnis Protein zu Feststoffen der drei Produkte zeigt.

Tabelle 3.4
Zusammensetzung der Aminosédure und Nihrbewertung der drei Protein-Produkte A, B und C
Aminosiure A. Sojaprotein-Isolat B. Sojaprotein-Isolat C. Sojaprotein-Isolat (p.v.p.)
g/l6gN aas! g/logN aas! g/16 g N aas’

Nicht-essentiell

Aspartinsiure 12,4 - 11,3 - 11,9 -

Serin 4,62 - 4,69 - 481

Glutaminsidure 21,3 - 18,2 - 17,7 -
Prolin 6,07 - 5,19 - 4,76 -
Glycin 4,13 - 4,26 - 433 -
Alanin 3,54 - 4,27 - 4,55 -
Histidin 2,83 - 2,78 - 2,50 -
Arginin 8,09 -~ 7,57 - 7,04 -
Essentiell

Isoleucin 4,87 >100 497 >100 5,19 > 100
Leucin 7,80 >100 7,98 >100 8,09 > 100
Lysin 6,24 > 100 6,09 > 100 5,57 > 100
Phenylalanin 5,47 >100 5,35 >100 5,17 > 100
Tyrosin 3,38 >100 > 100 3,88 > 100 > 100 4,44 > 100 > 100
Cystin 1,29 64,5 1,32 66,0 1,44 72,0
Methionin 1,08 49,1 56,4 1,21 55,0 60,2 1,31 59,5 65,5
Threonin 3,10 >100 3,60 >100 3,97 > 100
Tryptophan 1,06 75,7 1,37 97,9 1,32 94,3
Valin 4,90 >100 5,23 >100 5,57 > 100
% Gesamt-Gehalt der 38,36 41,31 42,21

essentiellen Aminosdure

Chemische Bewertung 56,4% 60,2% 65,5%

EAAI 86,7% 90,2% 91,3%

! aas = Bewertung der Aminoséure, bezogen auf das FAO-Bezugsmuster (1957)

Tabelle 3.5 Die Emulgierfihigkeit wurde dreimal an jedem Produkt
Verfahrens-Charakteristika und Trypsin-Inhibitor-Gehalt der  durch eine leicht modifizierte Swift-Titration bestimmt. 4,0 g
drei Protein-Produkte A, Bund C (N x 6,25) des Produktes wurden in 250 ml 0,5 m NaCl mit
A B ' C. eipem Sorval-Omnimixer bei niederer.Ge§chw§ndigkeit ver-
Sojaprotein-Iso- Sojaprotein-  Sojaprotein-Iso- 45 mischt. 50 ml der Suspension wurden in ein Mischglas gege-

lat Konzentrat lat (p.v.p.) ben und 50 ml SOJ:abohnenij] zugesetzt. Anschliessengi wurde
das gesamte Gemisch gewogen. Das Ol-Wasser-Gemisch
wurde dann mit 10 000 UpM homogenisiert, wobei das Glas
in einem Eisbad stand. Eine zusétzliche Menge Sojabohnenol

Verfahrens-Charakteristika:

ini 9 0 0

II:ro:etmf}n den 97,4% 3,7% 90,0% so wurde mit einer Geschwindigkeit von 0,3 ml/s zugegeben, bis
Pests otten 51.1% 86.7% 78.2% die Emulsion zusammenfiel. Die Gesamtmenge an O}, die vor
b;?ltzmaus- 70 > ’ dem «Endpunkt» zugesetzt wurde, wurde durch Wiegen fest-
Trypsin-Inhibi- gestell. ]

tor Die Emulgierfahigkeit wurde berechnet als ml Ol pro
TUI/g Produkt34 000 21 000 19 000 35 Gramm Protein (N x 6,25). Die Dichte des Ols wurde mit
TUI/g Protein 36 250 28970 21810 0,9 g/ml angenommen.

Die Mittelwerte der Bestimmungen der Emulgierfahigkeit
Funktionelle Eigenschaften der drei Produkte sind in Tabelle 3.6 angegeben.

Der Index der Stickstofflgslichkeit (NSI) wurde in einer ¢ Die Aufschlagbarkeit wurde in einer 3%igen Pr‘otein1'6-
1%igen Proteindispersion bei pH 7,0 in 0,2 m NaCl-Lésung sung bei pH 6,5 bestimmt. 250 ml der wéssrigen Dispersion

bzw. in destilliertem Wasser bestimmt. Nach 45 min langem der Proteinproben wurden mit Geschwindigkeit III 4 min in
Rithren mit einem Magnetriihrer wurde die Suspension 30 einem Hobart-Mischer (Modell N-50), der mit einem Draht-
min mit 4000 x g zentrifugiert und die iiberstehende Losung quirl versehen war, aufgeschlagen. Die Aufschlagbarkeit bzw.
auf Stickstoff untersucht. Die Stickstoffldslichkeit wurde 65 Ausdehnung beim Aufschlagen wurde berechnet nach der
berechnet als (16sliches N%/Gesamt N%). Die Ergebnisse Formel

dieser Berechnung fiir die drei Produkte sind in Tabelle 3.6
angegeben. . Ausdehnung beim Aufschiagen = V-250/250 x 100%,
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in der V das Endvolumen des aufgeschlagenen Produktes in Tabelle 3.6
ml bedeutet. Funktionelle Eigenschaften der drei Protein-Produkte

V wurde gemessen durch erneutes Fiillen des Mischergla-  Fpirion A B. C.
ses mit Wasser. Es wurden Doppelversuche fiir jede der drei Sojaprotein- Sojaprotein- Sojaprotein-
Proben durchgefiihrt. Die erhaltenen Mittelwerte sind in 5 Isolat Konzentrat Isolat (p.v.p.)
Tabelle 3.6 angegeben.

Die Schaumstabilitit wurde als Verhéltnis zwischen der 0 .
Menge Schaum, die nach 3miniitigem Ablaufen verblieb, und (Q: ﬁgi ig %geTaCI gg’g 3(5)’? gg’g
der urspriinglichen Schaummenge bestimmt. 1 g des nach Emulgier-Fiihigkeit: ’ i ’
dem oben angegebenen Verfahren geschidumten bzw. aufge- 10 ml 61/g (N x 6,25) ’ 218 182 354
schlagenen Produktes wurde in einen Kunststoffzylinder Aufschlagba rkéit %) 120 120 340
(Durchmesser 7 cm, Hohe 9 cm) mit einem Drahtnetz mit . Schaumstabilitit (%) 50 50 20
einer Maschenweite von 1 x | mm gegeben. Der Zylinder Gel-Festigkeit (dPa.s)

wurde auf einen Trichter auf einem Glaszylinder gegeben und 80°C(0,5m NaCl) 1,7x10° 12x10¢ 33x 102

das Gewicht (B) der abgelaufenen Flissigkeit in dem Glaszy- 15 o " " .
linder bestimmt. Die Schaumstabilitét FS ist definiert durch 100°CO5mNaCh)  2,0x10 40x 10 L3x10
die Gleichung
ES = A-B/A x 100%. Beispiel 4 (Anwendungsbeispiel)
Ein p.v.p. wurde hergestellt nach dem in Beispiel 3c

Die Ergebnisse dieser Bestimmung sind in Tabelle 3.6 20 beschriebenen Verfahren mit der Ausnahme, dass die Cellu-
angegeben. lase-Aktivitit teilweise von Trichoderma reseei stammt. Die

Die Gelfestigkeit ist in dieser Beschreibung definiert als im Handel erhaltliche Cellulasezubereitung Celluclast, herge-

die Brookfield-Viskositit, gemessen mit Hilfe von T-Spindeln  stellt von Novo Industri A/S, wurde mit einer Base bei nie-
in einem Brookfield Helipath-Stinder. Die Gele wurden her- derer Temperatur auf die folgende Weise behandelt. Der pH-
gestellt durch Wirmebehandlung von 12%igen Proteinsuspen- 25 Wert einer 10%igen Celluclast-Losung in Wasser wurde mit

sionen in 0,5 m NaCl. Die Wiarmebehandlung wurde in NaOH auf 9,2 eingestellt und die so erhaltene Losung auf
geschlossenen Dosen mit einem Durchmesser von 7,3 cmund 5 °C gekiihlt. Nach 1 h bei diesem pH-Wert und dieser Tem-
einer Hohe von 5 cm, die in ein Wasserbad gestellt wurden, peratur wurde der pH erneut mit 20%iger Essigsédure auf 4,7

das auf 80 und 100 °C gehalten wurde, jeweils innerhalb von eingestellt. Die Losung wurde iiber Nacht bei 5 °C gehalten
30 min durchgefiihrt. Die Dosen wurden gekiihlt und bevor 30 und dann steril filtriert. Das Filtrat wurde gefriergetrocknet.
sie gedffnet und (der Inhalt) gemessen wurde, thermostatisch 4 g des gefriergetrockneten Produktes zusammen mit der SPS-
auf 20 °C eingestellt. Die Ergebnisse der Messungen sind in ase-Zubereitung KRF 68 BIII (Beispiel 1) zugegeben. Die bei-
Tabelle 3.6 angegeben. den Enzyme wurden in 172 g Wasser vor der Zugabe zu dem
Wasch-Gemisch gelost. Die Bestimmung der Mengenbilanz
35 ist in Tabelle 4.1 angegeben.

Tabelle 4.1
Berechnung der Mengenbilanz beim isoelektrischen Waschen einschl. der
SPS-ase-Zubereitung und Celluclast® zur Herstellung von p.v.p.

Operationen und Menge der Protein (%) Feststoffe =~ Ausbeute an Ausbeute an
Fraktionen Fraktion (Nx6,25) (%) Protein Feststoffen
g (%) (%)
Waschen
Sojamehl 4258 55,2 94,0 100,0 100,0
Wasser 3546,2 0 0 0 0
6 n HCI 43,1 0 21,3 0 2,3
SPS-ase: KRF-68-B-III 24,0 75,3 96 7,7 5,8
Celluclast 4,0 43,6 96 0,7 1,0
Zentrifugat X 4043,1 - - - -
Zentrifugat [ 3382,0 1,9 5,5 27,3 46,5
Feststoffe I 661,0 - - - -
Erneutes Waschen:
Feststoffe I 661,0 ° - - - -
Wasser 3339,0 "0 0 0 0
6 n HCI1 0 0 0 0 0
2. Zentrifugation: X 4000,0
Zentrifugat II 3414,0 0,2 0,7 2,9 6,0
Feststoffe 1T 582,0 - - - -
Neutralisation:
Feststoffe II 582,0 - - - -
Wasser 1691,0 0 0 0 0
4 n NaOH 253 0 16,0 0 1,0
Trocknen:

Pulver 206,0 88,8 98,9 71,8 50,9




Der Versuch zeigt, dass diese spezielle SPS-ase-Zuberei-
tung schon eine wirksam Cellulase enthélt, da der Zusatz von
Celluclast das Verhiltnis Protein:Feststoffen nicht beein-
flusst. Andere SPS-ase-Zubereitungen kénnen jedoch weniger
Cellulase enthalten, z.B. KRF 92, siche die Tabelle unmittel-
bar vor Beispiel 2.

Beispiel 5 (Anwendungsbeispiel)
Ein p.v.p. wurde nach dem in Beispiel 30 beschriebenen
Verfahren hergestellt mit der Ausnahme, dass alle Mengen

5
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Protein-Isolat, ist das in dem Sojamehl vorhandene Verhilt-
nis Protein:SPS.

Die prozentuale Bindung von SPS ist ein berechneter
Wert. Die prozentuale Bindung von SPS nimmt aufgrund der
Sattigung des Proteins in Beziehung auf SPS bei geringen
Verhéltnissen Protein:SPS ab.

Tabelle 6.1
Messungen nach Beispiel 6

]0 . . . .
um den Faktor 5 kleiner waren und dass das Reaktionsge- ;,/re;{?i:?lssps Zentrifugate 1 trockener Niederschlag
misch vor dem Zentrifugieren auf ungefihr 5 °C gekiihlt % N %wDM%N % % DM %
wurde. Auf der Grundlage der Analyseergebnisse im Zusam- N x 6,25 N x6.25/DM
menhang mit den Zentrifugaten wurde ene theoretische Aus-
beute an Protein erhalten, wie aus Tabelle 5.1 hervorgeht. 15 o 0068 0,62 132 825 93.1 886
25 0,045 0,49 13,4 838 97,3 86,1
Tabelle 5.1 12,5 0,038 045 13,0 813 97,9 83,0
Bei der Herstellung von p.v.p. erhaltene theoretische 6,25 0,031 045 12,6 788 98,1 80,3
Protein-Ausbeute 3,125 0,026 0,61 I[1,8 738 97,9 1753
Fraktionen MengeProtein ~ Ausbeute Beispiel 3 C ”
g (N x 6,25) an ProteinProtein  Pro- Tabelle 6.2
(%) %) (N x 6,25) tein Protein-Gewinnung und prozentuale Bindung von SPS
% % Verhiltnis % Protein-Gewinnung' % Bindung von SPS?
55 Protein/SPS
Sojamehl 85,2 55,2 100 55,2 100
SPS-ase-KRF- o 91 ,5 0
68-B-II1 4,8 75,3 7,7 753 7,7 25 94.4 77
1. Zentrifugat 639 0,99 13,5 1,7 24,7 12.5 95’3 90
2. Zentrifugat 595 0,13 6 02 29 5 625 96.1 70
p.v.p. - 8722 926 871 80,1° 3.125 96.8 60

a Durchschnitt von 87,5 (Bioteknisk Institut) und 86,9 (Qvist’s
Laboratorium); entsprechend Feststoffen von 97,6 und 98,0%.
b Berechnet als Gesamtmenge von Protein — Proteinverlust in

den Zentrifugaten.

Beispiel 6 (Anwendungsbeispiel)
Nachweis der Proteinbindung von SPS

40 g (N x 6,25) aus einem im Handel erhaltlichen Sojapro-
tein-Isolat (Purina 500 E der Ralston Purina) wurden in 680 g
Wasser gelost. Das Gemisch wurde im Wasserbad auf 50 °C
erwirmt und der pH-Wert mit 6 n HCI auf 4,5 eingestellt. 90 g
dieses Gemisches wurden in 5 x 250 ml Erlenmeyer-Kolben
gegeben und 10 g wissrige Losungen, enthaltend 0, 0,2, 0,4,
0,8 bzw. 1,6 g des wie vorher in der Beschreibung angegeben
hergestellten SPS wurden zugegeben. Die Kolben wurden
dann 240 min mit einem Magnetriihrer im Wasserbad bei
50 °C geriihrt.

Anschliessend wurden die Aufschlimmungen mit
3000 x g 15 min zentrifugiert und die Zentrifugate I nach
Kjeldahl auf N sowie auf Feststoffe analysiert. Die festen
Phasen wurden in Wasser von Raumtemperatur gewaschen
und dann neu zentrifugiert. Dieses Verfahren wurde wieder-
holt. Dann wurden die Feststoffe in 50 ml Wasser dispergiert
und der pH-Wert durch tropfenweise Zugabe von 6 n NaOH
auf 6,50 eingestellt. Die neutralisierten Produkte wurden
gefriergetrocknet und nach Kjeldahl auf N sowie auf den
Feststoffgehalt analysiert. Bezogen auf die in Tabelle 6.1
angegebene Analyse wurden das gewonnene Protein und der
Prozentsatz an SPS, der an das Protein gebunden war, mit
Hilfe der in Zusammenhang mit Tabelle 6.2 angegebenen
Formeln berechnet.

Dieses Beispiel zeigt, dass das SPS fest an das Protein
gebunden ist, so dass das Verhaltnis Protein:Feststoffen mit
zunehmendem Gehalt an SPS abnimmt. Ein SPS-Gehalt, ent-
sprechend ungefihr 0,4 g in 10 g Wasser, zugegebenzu S g

40

45

50

6

6

>

o

1) % Protein-Riickgewinnung =
[1 _ KRC 1>5<6.25]x 100,
wobei NC 1 =% N in Zentrifugat L ist.

2) % Bindung von SPS =

[

5 x (% Protein-Riickgewinnung)
(% p/H)

-

2

—

x (% Protein-Rickgewinnung)
(% 2/%)co

X ?00,
[S/Menge an sps]

(% P/H) Verhéltnis Protein/ Feststoff im trockenen Nieder-
schlag und (% P/H) gilt fiir den Niederschlag ohne Zusatz
von SPS.

Beispiel 7 (Anwendungsbeispiel)

Dieses Beispiel beschreibt die Herstellung eines p.v.p.
unter Verwendung der SPS-ase-Zubereitung KRF 92 Bl in
einer Menge von 5%, bezogen auf die Feststoffe. Die Art der
Herstellung entsprach genau derjenigen von Beispiel 3¢ mit
der Ausnahme, dass alle Mengen um den Faktor 5 verringert
wurden. Das p.v.p. wurde, wie in Beispiel 2 beschrieben, ana-
lysiert. Die bei diesem Versuch erhaltenen Ergebnisse gehen
aus Tabelle 7.1 hervor.
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Tabelle 7.1 )
In Beispiel 7 erhaltene Ergebnisse:
Bestandteile Menge (N x6,25) Fest- Ausbeu- Ausbeute
(g) (%) stoffe tean an Fest-
(%) Protein  stoffen
(%) (%)
Sojamehl 852 552 94,0 100 100
Enzym-
Zubereitung 40 71,2 - 6,1 -
1. Zentrifugat 632 1,88 5,44 25,3 43.0
2. Zentrifugat 673 0,30 0,80 43 6,7
p.v.p. 39,8 85,62 98,12 71,9 48,8
84,4b 98,1b

2 Analyse des Bioteknisk Institut, Holbergsvej 10, DK-6000
Kolding

® Analyse des Qvist’s Laboratorium, Marselis Boulevard 169,
DK-8000 Aarhus C

Beispiel 8 (Anwendungsbeispiel)

Dieses Beispiel zeigt die Wirkung einer Vorbehandlung
von Sojamehl durch Dampfstrahlbehandlung vor der Herstel-
lung von p.v.p.

Vorbehandlung

Eine Aufschlimmung von Sojamehl in Wasser, bestehend
aus 10 kg Sojamehl (Sojamel 13, hergestellt von Aarhus Olie-
fabrik A/S) auf 100 kg wurde durch eine Dampfdiise (Typ
Hydroheater B-300) gepumpt und mit Dampf von 8 bar in
einer solchen Menge und mit einer solchen Strémungsge-
schwindigkeit vermischt, dass eine Endtemperatur von
150 °C 25 s in einem rohrférmigen Druckreaktor aufrechter-
halten werden konnte. Anschliessend wurde der Druck in
einer Entspannungskammer (ein Zyklon) aufgehoben und
von hier wurde die Aufschlimmung durch einen Plattenwir-
meraustauscher geleitet und auf ungefihr 50 °C gekiihlt. Die
abgekiihlte Aufschlammung konnte direkt zur Herstellung
von p.v.p. nach der Erfindung verwendet werden, aber in die-
sem Falle wurde die Aufschlimmung mit einer Eintrittstem-
peratur von 200 °C und einer Austrittstemperatur von 90 °C
spriithgetrocknet. Es zeigte sich, dass das vorbehandelte Pro-
dukt einen Feststoffgehalt von 96,5% und einen Proteingehalt
von 56,9% (N X 6,25) besass.

Herstellung von p.v.p.

Die Herstellung wurde auf die folgende Weise durchge-
fithrt:

70 g Feststoffe des mit Dampf behandelten und getrock-
neten Sojamehls wurden in 560 g Wasser suspendiert und bei
50 °C geriihrt und der pH-Wert mit Hilfe von 6,5 ml 6 n HCl
auf 4,50 eingestellt. 6 x 90 g dieser Suspension wurden in 6
250-ml-Erlenmeyer-Kolben gegeben und auf einem Wasser-
bad von 50 °C mit Hilfe von Magnetriihrern geriihrt. Zu
jedem Kolben wurden 10 g einer Lésung, enthaltend 0, 0,025,
0,050, 0,10, 0,20 bzw. 0,40 g SPS-ase-Zubereitung KRF 68
BIII, gegeben. Die Reaktionsgemische wurden dann 240 min
bei 50 °C geriihrt. Dann wurde das Gemisch 15 min bei
3000 x g zentrifugiert.

Die iiberstehende Fliissigkeit wurde dann nach Kjeldahl
auf N analysiert und die feste Phase mit gleichen Volumina
Wasser gewaschen und zentrifugiert. Dieses Verfahren wurde
zweimal durchgefiihrt. Die feste Phase wurde dann gefrierge-
trocknet und nach Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffge-
halt analysiert.

Ein &hnlicher Versuch wurde mit einem nicht behandelten
Sojamehl (Sojamel 13 der Aarhus Oliefabrik A/S) als Aus-

20

gangsmaterial durchgefiihrt. In diesem Fall waren die Ver-
héltnisse Enzym:Substrat 0, 1, 2, 3, 4 bzw. 8%.
Bezogen auf den Proteingehalt der iiberstehenden Fliissig-
keiten kann der Prozentgehalt an gewonnenem Protein
5 berechnet werden. Die Ausbeute an Protein beruht auf der
Annahme, dass das Enzymprodukt nach der Reaktion 100%
gelost ist. Die folgende Tabelle zeigt die bei beiden Versuchen
erhaltenen Ergebnisse.
10 Tabelle 8.1
Verhiltnis Proteinausbeute und Protein der Feststoffe des aus
dampfbehandeltem oder rohem Sojamehl hergestellten p.v.p.

Dampfbehandeltes nicht behandeltes Sojamehl
Sojamehl
5 E/S%  Protein Protein der Protein Protein der
Feststoffe % Feststoffe % Festtoffe %  Festtoffe %
0 92,9 76,5 90,7 73,9
20 0,25 90,1 86,6 - -
0,50 89,3 88,7 - -
1,0 88,1 89,7 87,1 86,2
2,0 86,6 91,7 85,7 88,1
3,0 - - 84,3 89,5
2 4,0 84,7 92,2 82,6 90,9
8,0 - - 76,2 91,1

Im Zusammenhang mit entweder den Extraktions-(Isolie-

rungs-)Verfahren fiir andere Materialien als Proteine oder mit

30 den Verfliissigungsverfahren und damit verwandten Verfah-
ren wird auf das allgemeine Verfahrensschema fiir die
Anwendung, wie in dem Fliessschema 3 angegeben, verwie-
sen.

Das Substrat kann ein oder mehrere Kohlenhydrate in

35 einem Ausgangsmaterial sein, oder es kann das gesamte Aus-
gangsmaterial sein.

Dieses Substrat kann einer chemischen oder physikali-
schen Vorbehandlung, wie spéter beispielhaft erldutert, z.B.
einer Sdure- oder Alkalibehandlung, Einweichen, Benetzen

40 und/oder Kochen mit oder ohne Dampf unterworfen worden
sein.

Das Ausgangsmaterial kann eingeweicht (mazerisiert),
gehackt, nass gemahlen und/oder homogenisiert sein (alle
diese Behandlungen werden in Fliessschema 3 als Homogeni-

45 sierung bezeichnet), wobei Wasser und andere Additive wih-
rend dieser Stufe zugesetzt oder nicht zugesetzt werden kén-
nen. Die Homogenisierung kann mit unterschiedlicher Wir-
kung durchgefiihrt werden, z.B. bei unterschiedlichen Driik-
ken, die nur ein Bruchteil des fiir den speziellen Homogenisa-

50 tor angegebenen Maximal-Druckes ausmachen. Unterschied-
liche Zusitze bzw. Additive kénnen vor oder wihrend der
Homogenisierung zugegeben werden, wie in dem Fliess-
schema 3 durch by, b2 ... b, angegeben.

Das Reaktionsverfahren einschliesslich der SPS-ase-Her-

55 stellung wird unter speziellen Bedingungen, z.B. von Tempe-
ratur, Druck, Zeit, pH und Enzymmenge durchgefiihrt. Auch
sind Empfehlungen beziiglich des angewandten Reaktors
(z.B. fiir ansatzweises Arbeiten oder Kolbenstrémungsreakto-
ren) und das Riihren, soweit erforderlich, angegeben. Eine

b0 Reihe von Additiven kann fiir unterschiedliche Ausgangsma-
terialien angegeben werden wie durch ci, ¢2 ... ¢, in Fliess-
schema 3 angegeben.

Auch die Trennverfahren kénnen mit unterschiedlichen
Wirkungen durchgefiihrt werden. Bei vielen Verfahren wird

o5 die Abtrennung weggelassen oder erleichtert, z.B. wenn das
Ausgangsmaterial vollstandig fliissig (verfliissigt) ist. Unter-
schiedliche Trennvorrichtungen kénnen angewandt werden
(z.B. Zentrifugen, Filter, Ultrafiltrationsvorrichtungen,



Hydrozyklone, Eindicker, Siebe oder einfache Dekantiervor-

richtungen).

Die Trennungswirkung ist definiert als das Verhéltnis zwi-
schen dem absoluten Feststoff (sludge)-Gehalt in der festen

21

662 820

mittel extrahiert, um bestimmte Komponenten wie Fett oder

O1 zu entfernen, fermentiert zur Bildung von Biomasse, Alko-

hol oder anderen Produkten (Enzymen, Antibiotika oder
anderen wertvollen Bestandteilen).

Phase und dem absoluten Feststoff (sludge)-Gehalt des Reak- 5 Die erhaltenen Produkte kénnen auch zur wiederholten
' Behandlung entsprechend dem Verfahrensschema zuriickge-

tionsgemisches.
Die erhaltenen festen oder fliissigen Phasen koénnen wei-

terbehandelt werden, z.B. eingeengt, getrocknet, mit Lésungs-

Im folgenden sind einige Beispiele fiir die Anwendung
von SPS-ase-Zubereitungen angegeben und eine Ubersicht

FlieBschenmna

fithrt werden.

III

(“lnom =0 - 100%)

(spezielle Reaktons-
Bedingungen) -

| Substrat
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2 . Vorbehandlung
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b > /
bl Homogenisierung
% .
—_—
bn. .
SPS-ase
CI___-_.————)
Reaktion
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Homogenisierung

~

Trennung

(OZSEP = 0 - 100%)

fliissig

Feststoffe

Weitere Behandlung (siehe Text)

55

odér erneute Verwendung.-als Substrat

Aufstellung von Anwendungsmaéglichkeiten von

SPS-ase-Zubereitungen

dieser Anwendungen geht aus der folgenden Liste hervor. Art der Be-
Auch in der beiliegenden Tabelle I sind verschiedene SPS-ase- zugs-

Charakteristika zusammen mit dem Fliessschema 3 zusam- 40 Zuberei- Nr.

mengefasst. tung
SPS-ase- Al Extraktion von Stirke aus Mais,
Zuberei- Weizen und Kartoffeln

65 tung, die A2 Extraktion von Lipiden aus

im pflanzlichen Materialien
wesentli- A3 Extraktion von atherischen Olen
chen frei aus pflanzlichen Materialien
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Art der Be- gewinnbaren Menge an 16slichen
SPS-ase- Zugs- Kaffeebestandteilen
Zuberei- Nr. Bearbei- Bb 1 . Verhinderung und/oder Abbau
tung tungshil- von «Schieiern» in Apfelsaft
ist von A4 Extraktion von natiirlichen ’ Bb2 &fgg:‘:vlging zur Klérung von
zgl:rr AS ﬁ;?:;g{:ﬁ aus pflanzlichen Bb3 Herstellung von ISSPH oder
mehre- Extraktionen von Kautschuk von z}l)nder.enlgﬂ‘ailnzlllchen
ren dem Guayul-Busch Totein-Hydrolysaten .
5 10 Bb4 Maische-Enzym in der Brauerei
Zoren- Bb5 Enzym-Zusatz bei der
E(:; - Bierfermentation und/oder
aktivita- Lagerung
ten Bb6  Mittel zur Entfernung der
Vollstan-Ba 1 Herstellung eines . ? Bcl %ggﬁf 1:?: tlcr?t?rlschiedlichen
dige Milchersatz-Stoffes fiir Haustiere Abfallprodukten
Yerflus- Ba2 ggﬁiegﬁ?}i‘{; rrlu\ir:;zuckerte nicht Bc2 Verzuckerung und gleichzeitige
f)l:ié:rn ® Rohrr‘:aterialien modifi- Fermentation
- g . 20 zierte Be3 Abbau von Cellulose
?31;111112;11 4 Ba3 g?:éit:z?gzzgggfs;ﬁ (I;It%tzr(:n SPS-ase- Bc4 Verwendung als Backhilfe
i Zuberei- Bcs Verbesserung der
lung Ba4 geﬁitegﬂg ‘ir(:)rrllslfrgc(};rr:ﬁn d tungen Alkoholausbeute und Ausbeute
Bas Gi,mirilse: g an Biomasse bei der
nicht a Behandlung im Zusammenhang 25 Fermentation von Sulfitlauge von
modifi- mit der Extraktion oder dem B der Pﬁplerherstellunfg .
zierte Pressen von Zuckerrohr oder c6 Isinlﬁlgasserung von biologischen
SPS-ase- Baé Zuckerriiben Be7 Sicla aerfl II-?iff{:a
Zuberei- Ba7 Herstellung von Sojamilch ” g
tungen Behandlung zur Erhéhung der
Tabelle 1
Lit.  Substrat Zusitze I"’Homogeni- 2’Homogeni- Trennung fliissige weitere Behandlungen
a b; C; sierung sierung nSep %  Phase feste Phase  Vereinigte Phase
nHom % nHom % (keine Trennung)
Al Mais Wasser Wasser NaOH 20-50 10-30 (enthdlt ~ Waschvor- -
S0 oder Keime) gang
HC1 Waschen,
Olgewin-
nung
A2 Maiskeime - - NaOH 0 0 100 - - -
: oder
HCI
Bal Sojamehl Wasser -~ HCI 0 0 - - Pasteurisie-
(entfettet) rung,
Konzentrie-
rung,
Spriihtrock-
nung
Ba2 siisse Wasser Terma- NaOH -~ - - - Hefe fiir
Kartoffeln myl oder Alkohol-Fermen-
HCI tation,
Destillation
Ba5 Zuckerriben Wasser - NaOH 10% - 100 Kristallisa- — -
oder tion
HCl
Bc1 Sojaquark od. Wasser - HCl1 10% - - - Hefe fiir
Sojamilchriick- Alkohol-Fermen-
stinde tation,

Destillation




A 1. Extraktion von Stirke aus Mais, Weizen und Kartoffeln

Die Extraktion von Stirke aus Mais, Weizen, Kartoffeln
und anderen stirkehaltigen Pflanzen wird in einer oder meh-
reren Stufen durchgefiihrt: Einweichen, Nass-Mahlen und
Trennen. Die Anwendung einer SPS-ase-Zubereitung mit im
wesentlichen keiner amylolytischen Aktivitit fithrt zu den fol-
genden Vorteilen, wobei Mais als Beispiel angewandt wird:

1. Die Stirkefreisetzung wird innerhalb einer kiirzeren
Einweichzeit erleichtert,

2. Der Wasserverbrauch kann verringert werden,

3. Die Freisetzung von Maiskeimen wird erleichtert ohne
Freisetzung von Maiskeimol,

4, Das Protein kann in hoherer Reinheit erhalten werden,

5. Die Gewinnung von Maiswasser wird erleichtert.

A 2. Extraktion von Lipiden aus Pflanzenmaterial

Da die Lipide in pflanzlichen Materialien innerhalb der
Zellen eingeschlossen und iiblicherweise an Proteine gebun-
den sind, kénnen Lipide in wissriger Phase durch Behand-
lung mit einer SPS-ase-Zubereitung extrahiert werden, die im
wesentlichen frei ist von Lipasen. So wird Maiskeimdl iibli-
cherweise isoliert durch Extraktion der getrockneten Mais-
keime mit Hexan. Der Trockenvorgang ist jedoch tiberfliissig,
wenn die nassen Maiskeime mit einer SPS-ase-Zubereitung
der oben angegebenen Art behandelt werden. Ahnlich kann
die Extraktion von Olivend! in wissriger Phase verbessert
werden, wenn das fiir die enzymatische Behandlung ange-
wandte Enzym eine SPS-ase-Zubereitung der oben angegebe-
nen Art ist, siehe z.B. Food, Pharmaceutical and Bioenginee-
ring, Nr. 172, Bd. 74, S. 93-94. Auch die wissrige Extraktion
von z.B. Sojaél, Rapsél und Sonnenblumendl kann auf dhnli-
che Weise verbessert werden.

A 3. Extraktion von #therischen Olen aus pflanzlichen Mate-
rialien

Wenn pflanzliche Materialien, die 4therische Ole enthal-
ten, mit einer wissrigen Losung einer SPS-ase-Zubereitung
behandelt werden, die im wesentlichen frei ist von Enzymak-
tivitit, die imstande ist, die dtherischen Ole abzubauen oder
auf andere Weise zu verindern, werden die étherischen Ole in
hohen Ausbeuten zu sehr geringen Kosten extrahiert.

A 4. Extraktion von natiirlichen Farbstoffen aus pflanzlichem
Material

Wenn pflanzliche Materialien, enthaltend Farbstoffe z.B.
rote Riiben, die den roten Farbstoff Betanin enthalten oder
der Farbstoff in Preiselbeeren mit einer SPS-ase-Zubereitung
behandelt werden, die im wesentlichen frei ist von Enzymak-
tivititen, die imstande sind, die Farbstoffe abzubauen oder
auf andere Weise zu verdndern, werden die Farbstoffe in
hohen Ausbeuten zu niedrigen Kosten gewonnen.

A 5. Extraktion von Gummi aus dem Guayul-Busch

Ein anderes Beispiel fiir ein Substrat fiir eine SPS-ase-
Zubereitung, die im wesentlichen frei ist von Enzymaktivitét,
die imstande ist, Rohgummi abzubauen, ist das Zellwandma-
terial von Wurzeln und Zweigen des Guayul-Busches.

Ba 1. Herstellung eines Milchaustauschstoffes fiir Haustiere,
vorzugsweise Austauschstoff fiir Kélbermilch

Durch vollstindige Verflissigung von Sojabohnen, Son-
nenblumensamen, Baumwollsamen, Fababohnen oder Feld-
erbsen kann ein Kilbermilch-Austauschstoff hergestellt wer-
den, der in kaltem Wasser bei einem pH-Wert von etwa 4,5
16slich ist. Bei Verwendung von stirkehaltigen Rohmateria-
lien wie Fababohnen oer Felderbsen muss eine Starkeverfliis-
sigung mit Hilfe einer o-Amylase vor, nach oder gleichzeitig
mit einer Behandlung mit einer SPS-ase durchgefiihrt werden,

23
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die schliesslich die Nichtstirke-Polysaccharide in dem Struk-
turmaterial der Zellwinde verfliissigt. Ein detailliertes Bei-
spiel unter Verwendung von Fababohnen ist unten angege-
ben, und beziiglich der Sojabohnen wird auf Tabelle I verwie-

5 sen. Die Vorbehandlung der Sojabohnen kann vorzugsweise
ein Dampfstrahlkochen sein, das das Léslichmachen des
Riickstandes verbessert.

Beispiel Ba 1.1
15 kg Fababohnenmehl (Farine de Féves des Grandes
Minotéries a Féves de France, Paris) wurden in 35 | Wasser
suspendiert. 75 g Termamyl 60 L und 18 g CaCl. wurden
zugegeben. Die Suspension wurde unter Rithren in einem
~ Dampfmantelkessel auf 95 °C erwarmt. Die Suspension
15 wurde dann 60 min bei dieser Temperatur behandelt.
Anschliessend wurde der pH-Wert auf 4,5 eingestellt und das
Produkt auf 50 °C gekiihlt. 300 g der SPS-ase-Zubereitung
KRF 68 wurden in 1 | Wasser gelost und zugegeben. Die
Reaktion wurde 440 min lang durchgefiithrt. Wenn 10 g Fun-
20 gamyl 800 L mit zugesetzt wurden, wurde die Stirkefraktion
im wesentlichen in Disaccharid (Maltose) umgewandelt.
Anschliessend wurde das Reaktionsgemisch 2 min bei 90 °C
pasteurisiert. Ein Anteil des Produktes wurde dann gefrierge-
trocknet und fiir Stabilitdtsuntersuchungen verwendet. Die
25 Probe wurde dann in einer Menge von 10% Feststoff (Trok-
kensubstanz) geldst, und die Losung des Produktes blieb
tagelang ohne Sedimentation stabil.
Geschmolzenes Fett oder Ol kann leicht in dem Produkt
emulgiert werden, wobei ein Endprodukt erhalten werden
30 kann, das Kuhmilch sehr dhnlich ist. Eine Emulsion, enthal-
tend 3,5 g Ol (Sojabohnens!), konnte auch tagelang ohne
Sedimentation stabil gehalten werden.

10

Beispiel Ba 1.2

Sojamehl (Sojamel 13) wurde 25 s, wie in Beispiel 8
beschrieben, bei 150 °C mit einem Dampfstrahl behandelt.
Das so behandelte Sojamehl wurde sprithgetrocknet und fiir
weitere Untersuchungen, wie im folgenden beschrieben,
angewandt.

A: 50 g des mit Wasserdampf behandelten Sojamehls wur-
den mit 450 g Wasser vermischt und der pH-Wert mit 4,1 ml
6n HCI auf 4,5 eingestellt. Das Gemisch wurde dann im Was-
serbad auf 45 °C erwirmt und 0,250 g der SPS-ase-Zuberei-
tung KRF 68 zu dem erwarmten Gemisch zugegeben, das
45 dann 5 h unter Rithren reagierte. Anschliessend wurde das

Gemisch 2 min auf 80 °C erwérmt, um das Enzym zu inakti-
vieren. Eine 100-ml-Probe wurde bei Raumtemperatur 15 min
mit 3000 x g zentrifugiert. Die liberstehende Fliissigkeit
wurde mit einem Ionenaustauscher behandelt und auch die
50 Kohlenhydratzusammensetzung durch HPLC analysiert. Die
iiberstehende Fliissigkeit wurde auch auf den Stickstoffgehalt
nach Kjeldahl analysiert und der Feststoffgehalt und der
Stickstoffloslichkeitsindex (NSI) und der Feststofflsslich-
keitsindex (DSI) berechnet, siehe Ergebnisse in Tabelle Ba 1.
s5 100 m] des Reaktionsgemisches, das auf 20 °C gekiihlt wor-
den war, wurden in ein kalibriertes 100-ml-Glas gegeben und
2 Tage bei 4 °C gehalten. Die Dispersionsstabilitit (%) wurde
gemessen durch Ablesen des Volumens der erhaltenen Dis-
persionen (Tabelle Ba II) nach 1 und 2 Tagen.

Zu 200 m] des Reaktionsgemisches (bei 0 °C) wurden 8 g
Sojabohnend! gegeben. Es wurde eine Emulsion hergestellt
durch 2 min langes Vermischen in einem Waring Blender. Die
Emulsionsstabilitdt (%) wurde, wie oben, nach 1 und 2 Tagen
gemessen.

B: Es wurde eine Reaktion wie oben durchgefiihrt, in die-
sem Falle wurden jedoch 1,00 g der SPS-ase-Zubereitung
angewandt. Es wurden die gleichen Arten von Analysen und
Stabilitatsmessungen, wie in Absatz A beschrieben, duchge-

35
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fiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabellen Ba I und Ba IT angege-
ben.

Aus der chemischen Analyse der iiberstehenden Fliissig-
keiten geht hervor, dass die Werte fiir NSI (%) und DSI (%)
bei dem Versuch B hoher sind als bei dem Versuch A. Die
Stabilitétstests, die an den Reaktionsgemischen durchgefiihrt
wurden, zeigen jedoch einen besseren Wert fiir die Proben A.
Dies liegt moglicherweise an der grosseren Linge der Peptid-
kette der Proteine in dem Reaktionsgemisch bei geringerer
Enzymmenge.

Aus der durch HPLC gemessenen Kohlenhydratzusam-
mensetzung geht hervor, dass hauptséichlich Mono- und Di-
saccharide gebildet worden sind. So sind Oligosaccharide,
von denen bekannt ist, dass sie fiir Diarrhoe und Flatulenz
verantwortlich sind, wenn sie Kélbern in zu grossen Mengen
verabreicht werden, nur in geringen Mengen vorhanden.

Tabelle Ba I
Chemische Eigenschaften der iiberstehenden Fliissigkeit

24

dann 30 min bei 90 °C gehalten. Die Viskositit m: des Reakti-
onsgemisches wurde dann mit Hilfe einer Haake-Spindel bei
90 °C gemessen.
Anschliessend wurde das Reaktionsgemisch auf 55 °C
5 gekiihlt und der pH-Wert mit 2n H2SO4 auf 5,0 eingestellt.
Dann wurde eine Verzuckerung eingeleitet durch Zugabe der
Glucoamylase SAN 150 (Handelsname der Novo Industri
A/S) in einer Dosis von 1,75 1/t Stirke. Das Verzuckerungs-
gemisch wurde dann in drei Teile A, B und C aufgeteilt, die
10 15 min, wie unten angegeben, mit Enzym behandelt wurden,
bevor die Viskositidt gemessen wurde.
A: Dieser Teil diente zum Vergleich. Die Viskositét n2
wurde gemessen, siehe Tabelle Ba III.
B: Die Tricoderma viride-Cellulase von Celluclast® 200 N
15 wurde in einer Dosis von 1 kg/t Feststoffe von siissen Kartof-
feln zugegeben. Die Viskositit s wurde gemessen, siche
Tabelle Ba III.
C: Die SPS-ase-Zubereitung KRF 68 wurde in einer
Menge von 0,25 kg/t Feststoffe der siissen Kartoffeln zugege-
2 ben. Die Viskositit s wurde gemessen, siehe Tabelle Ba I11.

Ver- Verhiltnis von NSI, %* DSI, %** HPLC-Ergebnisse
suche Enzymmengezu  (bei (bei (Zusammensetzung
Substrat pH=4,5) pH=4,5) der neutralen Reaktions-Gemisch ~ Viskositit Viskositit
% (Gew./Gew.) Zucker) bei 90 °C bei 55°C
A E/S=05% 399 624 DPi+DP:79,7% > vorverfliissigte
DP3: 7,4% siisse Kartoffeln m=770 mPa-s 1?=2190 mPa-s
DPs: 12,2% A - M2=2190 mPa-s
DP;,:8,1% B - M3 =1970 mPa-s
B E/S=2,0% 57,0 67,1 DP:+DP:: 84,4% " C - M= 950 mPa-s
DP3: 6,1%
DPs: 3,7%

DP,, : 5,7%

* NSI = Stickstoffloslichkeits-Index
** DSI = Feststoffldslichkeits-Index

Tabelle Ba I1
Stabilitits-Tests der Reaktionsmischungen

Ver- Verhiltnis von  Stabilitét-Tests
suche Enzymmenge zu ohne Ol mit O1
Substrat
% (Gew./Gew.) Dispersion Dispersion Emulsion Emulsion
1. Tag 2. Tag 1.Tag  2.Tag
A E/S=0,5% 80% 63% 100%  87%
B E/S=2,0% 66% 35% 8% 71%

Ba 2. Herstellung von verzuckerte Stérke enthaltenden Roh-
materialien

Im Zusammenhang mit der Verzuckerung von Cassava
und siissen Kartoffeln und anderen stiirkehaltigen pflanzli-
chen Materialien fiihrt die Zugabe einer SPS-ase-Zubereitung
zur Losung von Viskositdtsproblemen. Bei Verwendung einer
SPS-ase-Zubereitung ist es moglich, Stirkesuspensionen mit
einem Feststoffgehalt von 25 bis 30% herzustelien, und nach
der Verzuckerung kann die Maische fermentiert werden,
wodurch ein billiges Ethanol erhalten werden kann.

Beispiel Ba 2.1

Auf der Basis von frischen und gerosteten siissen Kartof-
feln (japanischen) wurde eine Maische mit einem Feststoffge-
halt von 24% hergestellt. Der Stirkegehalt der siissen Kartof-
feln betrug ungefidhr 70% des Feststoffgehaltes. Eine Vorver-
flussigung mit Hilfe der bakteriellen Amylase von Termamyl®
60 L in einer Dosis von 0,5 kg/t Stirke wurde durchgefiihrt
durch Erhitzen der Maische auf 90 °C. Die Maische wurde

Aus dieser Tabelle geht hervor, dass die Viskositit des
Reaktionsgemisches wesentlich verringert werden kann durch
die SPS-ase in einer geringen Menge, verglichen mit dem Cel-

35 luclast® und SAN 150.

Ba 3. Gesamtverfliissigung von Birnen und anderen
Friichten

Wenn ganze Birnen, die mechanisch zerstossen worden
sind, anschliessend mit einer SPS-ase-Zubereitung behandelt

40 werden, findet eine vollstindige Verfliissigung statt, und nach
Entfernung von kleineren Mengen Feststoffen wird ein klarer
Birnensaft erhalten. Ein dhnliches Verfahren kann auf andere
dhnliche Friichte, z.B. Apfel, angewandt werden.

45 Beispiel Ba 3.1
Frische Apfel wurden mit Hilfe einer Bucher-Zentral-

miihle grob gemahlen. Die Apfelmaische wurde dann in
einem Kessel mit Heizmantel 5 min bei 90 °C pasteurisiert
und dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die vermaischten

s0 Apfel wurden dann auf einer Fryma-Miihle mit Korundstein
gemabhlen, bis die Maische glatt war. Die Maische wurde
dann erneut 10 min bei 80 °C pasteurisiert und auf 50 °C
gekiihit.

Jetzt wurden Enzymreaktionen 30 min bei 50 °C mit

55 einem Contraves-Rheomat 15 durchgefiihrt, wobei Riihren
und Viskosititsmessungen (im Zusammenhang mit einer pro-
zentualen Ablesung auf dem Rheometer bei Geschwindigkeit
13) gleichzeitig durchgefiihrt wurden. Nach vollstindiger
Enzymreaktion wurden 100 g Proben abgezogen und in einem

t0 kalibrierten Rohr 15 min bei 3000 x g zentrifugiert. Hierbei
wurde der Prozentsatz an Saft und der Prozentsatz an
Abscheidungen bzw. Feststoffen gemessen. Der pH-Wert und
der Prozentsatz an Refraktometer-Feststoffen als ° Brix wur-
den ebenfalls gemessen. Tabelle Ba IV zeigt einen Vergleich

o5 zwischen der Wirkung von SPS-ase, der Kombination von
Celluclast und SPS-ase und der Kombination von Celluclast
und Pectinex. Die SPS-ase-Zubereitung KRF 68 wurde ange-
wandt.



Tabelle Ba IV
Ergebnisse der Gesamt-Verfliissigungsversuche mit
Apfel-Maische bei 50 °C, 30 min

Pectinex® End-Vis- Zentrifugation

SPS-ase Cellu-
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stoffgehalts wurde an Reaktionsgemischen und an den iiber-
stehenden Fliissigkeiten vorgenommen. Auf der Grundlage
dieser Ergebnisse wurde der Prozentsatz an geldsten Feststof-
fen berechnet. Korrekturen fiir den Gehalt an 18slichen Fest-

g/hl  clast®  3xg/hl  kositat % Saft % ogrix 5 stoffen des Enzymproduktes wurden bei allen Berechnungen
Maische2001 (%) Fest- pH vorgenommen.
g/hl stoffe Die iiberstehenden Fliissigkeiten 2, 3 und 4 wurden durch
Maische Ionenaustauscher behandelt und durch HPCL auf die Koh-
lenhydratzusammensetzung untersucht.

0 0 0 100 59 41 3,8 97 10
25 0 0 19 81 19 35105 Tabelle Ba V
50 0 0 15 79 21 35 10,7 Ergebnisse bei der enzymatischen Verfliissigung von
50 50 0 48 83 17 35 108 Riiben-Pulpe

0 50 200 95 &3 17 32 129 Ver- Verhiltnis der End-Messungen  iiberstehende Flissigkeit

0 50 2000 40 82 18 3,1 13,2 'S such Enzymmenge zu Reaktionsmischung

Nr.  Feststoffen
Ba 4. Herstellung von Saft durch Behandlung von Friich- E/S% pH % % % geldste
ten und Gemiisen (Endwert) Feststoffe Feststoffe Feststoffe
Es hat sich gezeigt, dass SPS-ase-Zubereitungen gut geeig-

net sind zur Herstellung von Saft durch Behandlung von ver- 1 0 55 4,18 00 0,0
schiedenen Friichten, Beeren und Gemiisen, z.B. Karotten, 2035 3,6 3,85 2,58 66,9
Erbsen, Tomaten, Apfeln, Birnen, schwarze Johannisbeeren, 3 0,56 3,5 3,81 2,56 66,2
Bohnen und Kohl. Hierbei wird eine bessere Ausbeute an 4 1,02 3,5 3,86 2,73 70,4
Saft sowie eine bessere Extraktion von Farb- und 5 1,58 33 3,17 2,34 73,4
Geschmacksstoffen erreicht, verglichen mit der handelsiibli-  »* 6 3,10 34 3,23 2,49 76,4
chen Pectinase- und Celiulase-Zubereitung. 7152 34 266 2,18 80,5

Beispiel Ba 4.1

Es wird auf Beispiel Ba 3.1 verwiesen, bei dem die SPS-
ase-Zubereitung verglichen worden ist mit den im Handel
erhiltlichen iiblichen Cellulase- und Pectinaseprodukten Cel-
luclast® 200 L und Pectinex® 3x. Aus der Tabelle geht hervor,
dass die Ausbeute an Saft leicht verbessert werden kann,
wenn so wenig wie 50 g/hl SPS-ase verwendet werden, vergli-
chen mit 2000 g/hl Pectinex®, beide zusammen mit 50 g/hl
Celluclast®. Auch war die Viskositit etwas geringer. So
scheint es, dass die SPS-ase ungefihr 40mal wirksamer ist als
Pectinex.

30

35

Ba 5. Behandlung im Zusammenhang mit der Extraktion oder w0

dem Pressen von Zuckerrohr oder Zuckerriiben

Es hat sich gezeigt, dass es moglich ist, die Ausbeute im
Zusammenhang mit einfachen Extraktionsverfahren zu ver-
bessern, wenn die SPS-ase-Zubereitung angewandt wird zur
Behandlung von Zuckerrohr oder Zuckerriiben vor und/oder
wihrend der Extraktion oder dem Pressen. Auch kann der
Riickstand (Bagasse) mit der SPS-ase-Zubereitung behandelt
werden, wodurch er teilweise in fermentierbare Zucker umge-
wandelt wird, die als Ausgangsmaterial zur Ethanolfermenta-
tion verwendet werden konnen.

50

Beispiel Ba 5.1

10 kg Riickstand von Zuckerriiben (Pulpe), der erhalten
worden war durch kontinuierliche Gegenstromextraktion in
einem DDS-Diffuser bei Nakskov Sugar Factory, wurden
zweimal in einer Fryma-Miihle (Typ MZ-110) vermahlen.
Wihrend des Mahlvorganges wurde Prozesswasser zugege-
ben.

300 g Anteile der Pulpe wurden jetzt 18 h bei 45 °C mit
Enzym behandelt unter Verwendung der in Tabelle Ba V

55

angegebenen Mengen. Das trockene Enzymprodukt (KRF 68) 6o

wurde zu der Pulpe zugegeben, die wihrend der ersten
Stunde mit einem Stab geriihrt wurde. Daraufhin war die
Pulpe so weit verfliissigt, dass die restliche Zeit erfolgreich
magnetisch geriihrt werden konnte. Am Ende der Reaktion
wurde der pH-Wert gemessen (wahrend des Beginns der
Reaktion wurde keine pH-Korrektur vorgenommen), und das
Reaktionsgemisch wurde zentrifugiert, bis eine klare {iberste-
hende Fliissigkeit erhalten wurde. Die Bestimmung des Fest-

6

O

Reaktionsbedingungen: M =300 g, S =4,18% Feststoffe, E/S
wie oben angegeben, pH nicht eingestellt, T=45°C,t=18

Tabelle Ba VI
HPLC-Werte
Zucker-Art (Neutral) Versuch Nr.
2 3 4
% neutrale Zucker
Hochmolekular (DP4+) 43,6 31,9 25,3
Disaccharide 4.6 4,8 -
Glucose 20,4 23,7 27,8
Galactose 5,0 5,9 7,3
Fructose/Arabinose 26,4 32,2 33,2
Galacturonsdure nicht gemessen

Alle entsprechend der obigen Tabelle Ba VI entstandenen
Zucker konnten zu Alkohol fermentiert oder fiir andere
Zwecke verwendet werden.

Ba 6. Herstellung von Sojamilch

Sojamilch kann leicht durch vollstandige Verfliissigung
von gemahlenen Sojabohnen und anschliessende Homogeni-
sierung des erhaltenen Gemisches hergestellt werden. Soja-
milch wird hiufig hergestellt durch Einweichen von Sojaboh-
nen in siedendes Wasser, Mahlen der eingeweichten Bohnen
und Extraktion mit Wasser und anschliessende Trennung des
unldslichen Riickstandes, z.B. von Proteinen und Polysaccha-
riden. Um die Ausbeute an Sojamilch zu verbessern, kdnnen
diese unléslichen Riickstinde durch Umsetzung mit der SPS-
ase verfliissigt werden.

Beispiel Ba 6.1

Das Sojamilchverfahren wird durch die folgende Reihe
von Enzymreaktionen erldutert, wobei Berechnungen des
Protein-Loslichkeitsindex (PSI, %) und des Feststoff-Loslich-
keitsindex (DSI, %), die nach Abtrennung bei pH 7 erhalte-
nen Ausbeuten zeigen (siehe Tabelle Ba VII). Die Enzymre-
aktionen wurden unter den folgenden Bedingungen durchge-
fiihrt:
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26

Substrat: Vollfettes Sojamehl Nach der Reaktion wurde der pH-Wert mit Hilfe von 4n
(Dansk Sojakagefabrik A/S) NaOH auf 7 eingestellt und die Trennung durch 15 min lan-
Menge des 220g ges Zentrifugieren bei 300 x g durchgefiihrt.
Reaktionsgemisches:
Menge des Substrats: 20g 5 Ba 7. Behandlung zur Erhéhung der zuriickgewinnbaren
Temperatur: 50°C Menge an loslichen Kaffeebestandteilen
pH: 4,5 (6n HCI) Es hat sich gezeigt, dass die Behandlung von Kaffeeboh-
Reaktionszeit: Reihe A1h nen bei unterschiedlichen Stufen wahrend der Herstellung
Reaktionszeit: Reihe B0,5-6 h von Instantkaffee zu einer erhdhten Ausbeute an 18slichen
Enzym: SPS-ase (KRF 68) 10 Kaffeebestandteilen fiihrt. So kénnen z.B. verbrauchte Kaf-
Enzymmenge: Reihe A: E/S-Verhiltnis feeriickstinde (Kaffeesatz) oder griine Bohnen enzymatisch
(Gew./Gew.) 0-8,0 mit glinstigen Ergebnissen behandelt werden.
Reihe B: E/S-Verhiltnis
(Gew./Gew.) 1,0
Tabelle Ba VII
Berechnung der Mengen-Bilanz im Zusammenhang mit dem enzymatischen Sojamilch-Verfahren
Reihen Reaktionszeit Enzymmenge Reaktionsmischung tiberstehende Fliissigkeit Laoslichkeits-Indices
h E/S% % Protein % Feststoffe % Protein % Feststoffe PSI% DSI%
A 1,0 0 3,65 8,70 1,87 5,72 49,6 63,7
1,0 0,5 3,68 8,74 2,41 6,28 63,7 70,0
L0 1,0 3,71 8,78 2,48 6,43 65,1 71,4
1,0 2,0 3,78 8,86 2,98 7,18 77,5 79,5
1,0 4,0 3,92 9,03 3,36 7,69 84,6 83,9
1,0 8,0 4,19 9,37 3,76 8,08 88,5 85,0
B 0,5 1,0 3,64 8,78 2,39 6,41 64,0 71,1
1,0 1,0 3,64 8,78 2,56 6,60 68,7 73,4
2,0 1,0 3,63 8,78 2,79 6,91 75,2 77,1
4,0 1,0 3,63 8,78 3,10 7,29 84,0 81,7
6,0 1,0 3,63 8,78 3,39 7,69 92,3 86,5

Bb 1. Verhinderung und/oder Abbau des «Schleiers» in
Apfel- oder Birnensaft

Nach der Herstellung von Apfelsaft oder Birnensaft und
anderen Fruchtsiften, die klar sein sollen und die vorher mit
iiblichen Pectinase- und Cellulasezubereitungen behandelt
worden sind, um die Bildung einer Triibung zu vermeiden,
konnen «Schleier» aufireten. Es hat sich gezeigt, dass die
SPS-ase-Zubereitungen gut geeignet sind zum Abbau derarti-
ger Schleier, die hauptséchlich aus Araban, das an Proteine
gebunden ist, bestehen.

Beispiel Bb 1

Birnensaftkonzentrat, das hergestellt worden war durch
enzymatische Verfliissigung von Riickstinden von der Her-
stellung von Birnenkonserven unter Verwendung von Cellu-
clast® und Pectinex®, wurde beim Stehen wolkig. Der
«Schleier» wurde isoliert und mit 0,01 n H2SO4 24 h hydroly-

siert und durch HPLC analysiert. Das Chromatogramm zeigte

Arabinose und kleine Mengen an Oligosacchariden.
Durch Inkubation von 0,5% (Gew./Vol.) dieses Kohlen-

hydrats in 1 mMol Acetatpuffer, 3 h bei pH 4,5 und 40 °C mit

SPS-ase (KRF 68 und KRF 92 1:1) mit einer Enzymkonzen-
tration von 0,05% (Gew./Vol.) zeigte es sich, dass 84% der
urspriinglichen schleierbildenden Kohlenhydrate (Feststoffe)
in Arabinose umgewandelt wurden.

Auch ein verdiinntes Birnenkonzentrat (20° Brix) wurde
2 h bei 40 °C mit einer Enzymmenge von 0,15% (Gew./ Vol.)
der oben erwihnten SPS-ase oder mit 1% (Gew./Vol.) eines
Handelsproduktes, das als Clarex® bezeichnet wird, behan-

delt. Es zeigte sich, dass die SPS-ase imstande war, den relati-

ven HPLC-Spitzenbereich eines arabanartigen Schleiers um

86% zu verringern, wihrend die entsprechende Verringerung
mit Clarex® (in einer wesentlich hoheren Menge als die SPS-
40 ase-Zubereitung) nur 78% betrug.

Bb 2. Anwendung als Kldrmittel fiir Weisswein
Es hat sich gezeigt, dass Weissweine, die eine sehr uner-
wiinschte, Triibung zeigen, wirksam mit Hilfe von SPS-ase
45 gekldrt werden konnen. Es hat sich gezeigt, dass das Triibung
bildende Material hauptséichlich aus Arabinogalactanen
besteht, die an Hydroxyprolinreste in einem Zellwand-Struk-
turprotein gebunden sind.

, Bb 3. Herstellung von ISSPH oder anderen pflanzlichen Pro-
teinhydrolysaten

Vor der Abtrennung des ISSPH (isoelektrisch 1dslichen
Sojaproteinhydrolysats) oder anderer pflanzlicher Proteinhy-
drolysate aus der Aufschlimmung, wie in der US-PS
4 100 024 oder in Process Biochemistry, Bd. 14, Nr. 7 (1979),
S. 6 bis 8 und 10 bis 11 beschrieben, kann das Reaktionsge-
misch mit einer SPS-ase-Zubereitung behandelt werden. Hier-
durch wird eine leichtere Trennung erzielt.

w
N

Bb 4. Maische-Enzym fiir die Brauereiindustrie

60 Bei der Herstellung von Bier beeinflussen Kohlenhydrate
der Ausgangsmaterialien z.B. der B-Glucane von Malz und
Gerste die Viskositit und Filtrierbarkeit des Extrakts. Die
Zugabe von SPS-ase wihrend des Maischens verringert die
Viskositit des Extrakts und verbessert die Filtrierbarkeit und

65 die Ausbeute an Extrakt. Dariiber hinaus fiihrt die Zugabe
von SPS-ase wihrend des Maischvorganges zu einer Verbes-
serung der Fermentierbarkeit des Extrakts und des Stickstoff-
gehalts in dem Extrakt.



Beispiel Bb 4.1

Im Labor wurden 50 g gemahlene Korner, bestehend aus
50% Malz und 50% Gerste, mit 275 g Wasser (15% Feststoffge-
halt) nach dem folgenden Maischdiagramm vermaischt:

52 °C (60 min)/63 °C (60 min)/76 °C (30 min).

Um die Wirkung der SPS-ase zu zeigen, wurden vier Ver-
suche durchgefiihrt, siche die im folgenden angegebene
Tabelle, wobei die Enzyme wihrend des Maischvorgangs
zugegeben wurden (pH der Maische 5,5 bis 6,0).

Enzym keines  Cereflo SPS-ase (KRF 68)
Aktivitdt der 200 1630 1630
B-Glucanase/g 0 BGU FBG FBG
Menge an Enzym per kg 0 1,5g 005¢g 0,18¢g
Korner

Gesamtmenge der 0 300 80 FBG 300 FBG
Enzym-Aktivitdtseinhei- BGU

ten per kg Korner

Filtrationsgeschwindig- 120ml 135ml 160ml 170 ml
keit des Extrakts nach

10 min

Viskositit des Extrakts 1,52 1,36 1,36 1,30
10° Balling (25 °C) mPa-s mPa.-s mPa.-s mPa-s

BGU = B-Glucanase-Einheiten, bestimmt nach der analy-
tischen Methode AF 70/4-GB, erhiltlich von Novo Industri
A/S.

FBG = Pilz-B-Glucanase-Einheiten, bestimmt nach der
analytischen Methode AF 70.1/2-GB, erhiiltlich von Novo
Industri A/S.

Der einzige Unterschied zwischen BGU und FBG ist der
pH-Wert, bei dem die Enzymbestimmung durchgefiihrt
wurde: pH 7,5 fiir BGU und pH 5,0 fiir FBG.

Cereflo ist eine bakterielle B-Glucanasezubereitung, wie
sie beschrieben ist in dem Informationsblatt B 214b-GB 1500
Juli 1981, erhiltlich von Novo Industri A/S.

Beispiel Bb 4.2

Im Labor wurden 50 g gemahlene Kérner, bestehend aus
40% Malz und 60% Gerste, mit 150 g Wasser (25% Feststoffge-
halt) entsprechend dem folgenden Schema vermaischt: 45 °C
(60 min)/63 °C (90 min)/75 °C (15 min).

Um die Wirkung der SPS-ase nachzuweisen, wurden drei
Versuche durchgefiibrt, siehe die im folgenden angegebene
Tabelle, wobei die Enzyme wéhrend des Vermaischens zuge-
geben wurden (pH-Wert der Maische 5,5 bis 6,0).

Enzym keines  Ceremix SPS-ase (KRF
68) + Ceremix, wie
im vorhergehenden
Versuch zugegeben

Aktivitdt der 200

B-Glucanase/g - BGU 1630 FBG

Enzymmenge perkg - 1,65g 0033g

Korner

Gesamtmenge der 0 330 50 FBG

Enzym-Aktivitits-Ein- BGU

heiten per kg Kérner

Filtrationsgeschwindig- 48 ml 98 ml 111 ml

keit des Extrakts nach

30 min

Extrakt, °Balling 18,6 19,0 19,5

Viskositit des Extrakts 1,72 1,37 1,27

10° Balling (25 °C) mPa-s mPa-s

27
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Die Definition von BGU und FBG ist wie in Beispiel Bb
4.1 angegeben. In der letzten Spalte der obigen Tabelle ist nur
die Menge und Aktivitdt von SPS-ase angegeben.

Ceremix ist eine bakterielle B-Glucanasezubereitung, wie
sie beschrieben ist in dem Informationsblatt B 216 b-GB 1000
Febr. 1982, erhiltlich von Novo Industri A/S.

Bb 5. Enzymatischer Zusatz zur Anwendung wahrend der
Bierfermentation und/oder Lagerung

SPS-ase kann wahrend der Fermentation von Extrakt oder
wihrend der Lagerung von Bier zugesetzt werden, um den
Gehalt an B-Glucanen zu verringern und dadurch die Filtrier-
barkeit und Stabilitdt gegeniiber einer Schleierbildung von
Bier zu verbessern. SPS-ase zeigt auch eine Wirkung auf Pro-
teine, die fiir die beim Kihlen auftretende Triibung verant-
wortlich sind.

Bb 6. Mittel zur leichteren Entfernung von Mandelhdutchen
Wihrend der mechanischen Entfernung von Mandelhéut-

20 chen nach dem Blanchieren von Mandeln wird ein bestimm-
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ter Anteil von Mandelhdutchen nicht entfernt. Es hat sich
gezeigt, dass eine Enzymbehandlung der Mandeln zu einer
Verringerung des erwdhnten Prozentsatzes fiihrt.

Bc 1. Zersetzung unterschiedlicher Abfallprodukte

Im Zusammenhang mit bestimmten Herstellungsverfah-
ren werden grosse Mengen kohlenhydrathaltiger Abfallpro-
dukte gebildet. Z. B. ist dies der Fall im Zusammenhang mit
der Herstellung von Sojaisolat durch Wasserextraktion und
Siureausfillung, Sojamilch und Sojaquark (einer speziellen
Art von japanischem Kise). Auch in diesem Zusammenhang
kann Abfallpulpe aus z.B. Apfeln, Birnen oder Zitrusfriichten
erwihnt werden. Es hat sich gezeigt, dass eine SPS-ase-Zube-
reitung imstande ist, diese kohlenhydrathaltigen Abfallpro-
dukte vollstindig zu verfliissigen und fermentierbare Zucker
zu bilden, die als Ausgangsmaterial zur Ethanolfermentation
verwendet werden konnen.

Beispiel Be 1.1

Bei der iiblichen Herstellung von Sojamilch oder Soja-
quark werden Sojabohnen haufig in siedendem Wasser einge-
weicht, gemahlen und mit heissem Wasser extrahiert, worauf-

“hin eine Trennung durchgefiihrt wird. Der Riickstand von
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dieser Trennung ist das Material, das fiir diesen Versuch
angewandt wird. Die fliissige Phase ist die Sojamilch, die wei-
ter zur Herstellung von Sojaquark angewandt werden kann.
10 kg ganze Sojabohnen, erhalten von Aarhus Oliefabrik
A/S, wurden gleichzeitig mit 70 1 siedendem Wasser in einer
Fryma-Miihle Typ MZ 110 vermahlen. Die gemahlene Auf-
schlimmung wurde dann 15 min oberhalb 85 °C gehalten, um

50 die natiirlichen Bohnenenzyme zu inaktivieren, die den

bekannten Sojabohnenbeigeschmack erzeugen. 5 1 dieser
Sojabohnenaufschlimmung wurden dann im Labor 15 min
mit 3000 x g zentrifugiert. Die Analyse zeigte, dass der Riick-
stand 20,45% bzw. 20,06% Feststoffe (Doppelbestimmungen,
berechnetes Mittel 20,26%) enthielt. Es wurde langsam 6n
HCI zugegeben und mit einem Spatel in den Riickstand ein-
gearbeitet, bis ein pH-Meter 4,50 zeigte, wenn die Elektrode
direkt in die Masse eingetaucht wurde.

In einem 500-ml-Becher-Glas wurde bei 50 °C Enzymre-
aktionen an 2 x 200 g der Masse mit zwei verschiedenen Men-
gen an SPS-ase (KRF 68) durchgefiihrt, ndmlich E/S = 0,5%,
bezogen auf die Feststoffe und E/S = 3,0%, bezogen auf die
Feststoffe. Das trockene Enzym wurde zu der Masse zugege-
ben. Wihrend der ersten | bis 2 h wurde mit einem Spatel
gerithrt und anschliessend war die Menge soweit verfliissigt,
dass mit einem Magnetriihrer erfolgreich geriihrt werden
konnte. Die Gesamtreaktionszeit betrug 21 h. Wahrend der
Reaktion wurde die Osmolalitét mit einem Osmometer



662 820

(Advanced Digimatic 3DII von Advanced Instruments Inc.)
gemessen. Die Ergebnisse in Tabelle Bc I zeigen den Verlauf
der Reaktion. Am Ende des Versuchs wurde das Gemisch 15
min bei 3000 x g zentrifugiert. An der Oberfliche der iiberste-
henden Fliissigkeit trat eine Olschicht auf, deren Volumen
bestimmt wurde. Als Bodenschicht trat eine lockere
Schlammschicht auf. Die tiberstehende Fliissigkeit ein-
schliesslich des Ols wurde mit einer Pipette entfernt. Das Ol
wurde mit der klaren wissrigen Phase durch Homogenisieren
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stoffgehalts abgezogen. Die in Tabelle Bc I angegebenen
Ergebnisse zeigen deutlich, dass dieses Abfallprodukt durch
enzymatische Reaktion verfliissigt werden kann und dass
rohes Ol, wie in Abschnitt A4 angegeben, erhalten werden

s kann. Nach Gewinnung des Ols kann der geldste Riickstand
auf verschiedene Weise verwendet werden, z.B. zur Fermenta-
tion zu wertvollen Verbindungen oder zum Einengen und
Trocknen und anschliessende Verwendung als Futtermittel
oder Nahrungsmittelprodukt oder nach weiterer Reinigung

zusammengegeben und eine Probe zur Bestimmung des Fest- 10 zur Herstellung wertvoller Produkte.

Tabelle Bc I
Bei der Verfliissigung von Sojamilch und Sojaquark erhaltene
Ergebnisse
Reaktionsbedingungen und Versuch A Versuch B
Ergebnisse
Menge des Riickstands 200 g 200 g
Menge an SPS-ase 0,20 g 1,20 g
(KRF-68)
Temperatur 50°C 50°C
pH 4,50 4,50
Reaktionszeit 21h 21h

Ergebnisse, gemessen mit t min

Osmola-AOsmo- t min

Osmola-AOsmo-

dem Osmometer wiihrend litédt lalitit litét lalitdt

der Reaktion mOsm mOsm mOsm mOsm

AOsmolalitit ist der 0 287 0 0 282 0

korrigierte Wert fiirdie 10 313 26 10 368 86

Osmolalitit der - - - 25 497 215

Mischung beit=0 40 391 104 45 601 319

95 501 214 95 718 436

250 634 347 250 875 593
1260 907 620 1260 1145 863

Reaktionsmischung

Feststoffe 20,3% 20,7%

iiberstehende 18,0% 19,4%

Fliissigkeit: Feststoffe

iiberstehende 8-10% 8-10%

Fliissigkeit: Olgehalt

Berechnung % Losliche 88,6% 93,5%

Feststoffe

Bc 2. Verzuckerung und gleichzeitige Fermentation

Kohlenhydrathaltige Pflanzenmaterialien, z.B. Knollen,
wie Jerusalem-Artischocken, Kartoffeln, siisse Kartoffeln,
Cassawa oder Pulpe von solchen Knollen, d.h. das nach Ent-
fernung der extrahierten Komponenten verbleibende Mate-
rial kann durch Behandlung mit einer SPS-ase-Zubereitung
verzuckert und gleichzeitig die erhaltenen fermentierbaren
Saccharide zu Ethanol fermentiert werden.

Beispiel Bc 2.1

Die Herstellung von Ethanol durch Fermentation der
abgebauten inulinhaltigen Jerusalem-Artischocken wurde im
Labormassstab durch gleichzeitige Verzuckerung mit SPS-ase
und Inulinase und bei vier unterschiedlichen Vorbehandlun-
gen der Jerusalem-Artischocken untersucht.

SPS-ase: Es wurde die SPS-ase-Zubereitung KRF 68 ange-
wandt

Inulinase: Die Inulinase wurde gebildet durch Fermenta-
tion von Asp. ficuum (CBS 55 565). Die Inulinaseaktivitat
wurde bestimmt, wie auf S. 99 von Research Disclosure
Nr. 21 234 (Dezember 1981), S. 456-458 angegeben.

Fermentation im Labor: 150 g Anteile der vorbehandelten
Mische (spéter beschrieben) wurden nach Zugabe von 4,5 g
Béckerhefe und 1 ml einer 4%igen Lésung von Pluronic als

so Antischaummittel fermentiert. Die Fermentationskolben
waren mit COz-Fallen, enthaltend 98% Schwefelsdure, verse-
hen, und die Fermentation wurde durch Messung des
Gewichtsverlustes aufgrund von freigesetztem CO: verfolgt.
Der Kolbeninhalt wurde wihrend der bei 30 °C durchgefiihr-

55 ten Fermentation geriihrt. Es wurden fiir jeden untersuchten
Parameter drei Kolben angewandt.

In Tabelle Be IT ist der durch Freisetzung von CO: auftre-
tende Gewichtsverlust in Ethanol umgerechnet, angenom-
men, dass | Mol freigesetztes COz | Mol C:HsOH,d. h. 1 g

60 CO2 ~ 46/44 g C:HsOH entspricht.

Vorbehandlung der Artischocken:

Behandlung A: 14,1 kg Artischocken (22,8% Feststoffge-
halt) wurden 20 min bei 140 °C und 4 bis 5 bar gekocht
(Henze). Das Gewicht nach dem Kochen betrug 19,0 kg

05 (~ 16,9% Feststoffgehalt). Die Fermentation wurde direkt an
der Maische durchgefiihrt.

Behandlung B: Gewaschene und in Scheiben geschnittene
Artischocken wurden mit Wasser (1:1) in einem
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Waring-Mischer vermischt. Die Maische wurde dann 1 h bei
85 °C und pH 4,5 behandelt.

Behandlung C: Wie B, jedoch ohne Einstellung des pH-
Werts.

Behandlung D: Wie B, aber ohne Wirmebehandlung und 5
ohne pH-Wert-Einstellung.

Ergebnisse: In Tabelle Bc II zeigen die Ergebnisse die
Wirkung des Zusatzes von SPS-ase zu der vorbehandelten
Maische auf die Ethanolausbeute. Eine deutliche Verbesse-
rung der Ethanolausbeute wurde bei allen vorbehandelten
Maischen erzielt, wenn SPS-ase zugesetzt wurde.

Tabelle Be 11
Fermentations-Ergebnisse im Zusammenhang mit der
gleichzeitigen Fermentation und enzymatischen 1
Verzuckerung von Jerusalem Artischoken

Vorbe-Zugabe von SPS-ase Verlust an CO2 (g)

o

% entstandenes

hand- Inulinasezu E/S%  nach42-44h Ethanol im
lung 1 g Feststoff Fermentation Verhiltnis zu
Feststoffen 20

A 1,5 0 7,65+0,05 31,5

1,5 0,27 8,07 £0,08 33,2
B 1,5 0 4,854+0,03 29,7

1,5 0,40  541%0,03 33,1 5
C 1,5 0 5,70+ 0,05 34,8

1,5 0,10 5,97 +0,01 36,5

1,5 0,20 6,13 +£0,06 37,5

1,5 0,30 6,13+£0,00 37,5

1,5 0,40 6,18 +0,05 37,8 30
D 1,5 0 5,77+0,02 353

1,5 0,10 5,89+0,00 36,0

1,5 0,20 6,04+0,11 36,9

1,5 0,30 6,01 £0,01 36,7

1,5 0,40  6,02+0,03 36,8 ¥

0 0,40 5,48+0,02 33,5

Bc 3. Abbau von Cellulose

Es hat sich gezeigt, dass cellulosehaltige Materialien, wie
Stroh, z.B. Weizenstroh, Sigespine, Papier und Lignocellu-
lose, in einem grosseren Ausmass mit einer SPS-ase-Zuberei-
tung hydrolysiert werden kénnen als mit iiblichen Cellulasen.
Das wird durch das folgende Beispiel gezeigt, bei dem ein kri-
stallines Cellulosematerial (Avicel) mit Hilfe einer iiblichen
Cellulase Celluclast® 200, erzeugt von Trichoderma reesei
sowie der SPS-ase-Zubereitung KRF 68, behandelt worden
ist.

40

45

Beispiel Be 3.1 5

Avicel wurde in Wasser suspendiert (20% Feststoffe), der
pH-Wert auf 5 eingestellt und die Temperatur auf 50 °C
gehalten. Nach 24 h langer Reaktion wurde die Aufschlim-
mung filtriert und der Gehalt an reduzierendem Zucker (mg
Glucose/g Avicel) gemessen. Bei Verwendung von Enzym-
mengen von 5 und 20% wurden die folgenden Werte fiir den
Cellulosegehalt gefunden:

(=

55

60

Tabelle Be I11
Enzym E/S% mg Glucose/g Avicel
Celluclast 5 - 80 6
SPS-ase 5 200
Celluclast 20 100
SPS-ase 20

340
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Bc 4. Anwendung als Backhilfe

Es hat sich gezeigt, dass SPS-ase-Zubereitungen ausge-
zeichnet geeignet sind als Backhilfen. So ist es, wenn eine
SPS-ase-Zubereitung zu dem trockenen Mehl vor der Herstel-
lung des Teiges zugesetzt wid, méglich, ein Brot mit einer bes-
seren Qualitdt beziiglich Volumen, Krume und Geschmack zu
erhalten. So ist es méglich, ein Brot hoher Qualitit aus einem
Weizenmehl geringer Qualitét herzustellen, wenn eine SPS-
ase-Zubereitung als Zusatz verwendet wird.

Bc 5. Verbesserung der Ausbeute an Alkohol und an Bio-
masse wihrend der Fermentation von Sulphitlauge von der
Papierherstellung

Es hat sich auch gezeigt, dass die Ausbeute an Ethanol
verbessert werden kann, wenn Sulphitlauge von der Papier-
herstellung mit einer SPS-ase-Zubereitung behandelt wird,
bevor sie als Kohlenhydratquelle zur Fermentation von Etha-
nol verwendet wird. Sulphitlauge von der Papierherstellung
kann auch angewandt werden zur Herstellung von Biomasse,
z.B. Einzelzellprotein durch Fermentation, und auch in die-
sem Falle wird die Ausbeute an Biomasse verbessert, wenn
die Sulphitlauge vorher mit einer SPS-ase-Zubereitung
behandelt worden ist. Auch koénnen der Abbau aufgrund des
Vorhandenseins der SPS-ase-Zubereitung sowie die Fermen-
tation gleichzeitig durchgefiihrt werden.

Bc 6. Entwésserung von biologischen Schlammprodukten
Waihrend der iiblichen Wasserextraktion von vielen biolo-
gischen Materialien aus Pflanzenrohmaterialien entstehen
grosse Volumina an unléslichem Riickstand, bestehend aus
grossen Mengen gequollener Polysaccharide. Das ist z.B. der
Fall, wenn Sojamilch, Sojaquark oder Sojaisolat durch Was-
serextraktion von Sojabohnen, entfettetem Sojamehl oder
weissen Flocken hergestellt werden. Das strukturell gequol-
lene Polysaccharidmaterial kann dann in geringem Ausmass
mit SPS-ase behandelt werden, wodurch die Netzstruktur des
Materials ge6ffnet wird und nur geringe Mengen Kohlenhy-
drate gelost werden. Dadurch wird das Material entwissert
und folglich ein héherer Feststoffgehalt in dem Schlamm
erhalten im Vergleich mit einem Produkt, das ohne Enzymbe-
handlung erhalten wird. So fithrt das Enzymverfahren zu dem
Vorteil eines wesentlich geringeren Energieverbrauchs zur
Entfernung von Wasser durch Trocknen, und es eréffnet auch
die Moglichkeit, ein billigeres trockenes Tierfuttermittel oder
massebildendes Mittel fiir Futterzwecke herzustellen.

Bc 7. Silage-Hilfsmittel

Es ist bekannt, Enzyme als Silage-Hilfsmittel zuzusetzen,
um die Geschwindigkeit des Silierungsprozesses und die Fer-
mentation der Silage zu verbessern. Es hat sich gezeigt, dass
SPS-ase-Zubereitungen besser sind im Vergleich mit bekann-
ten enzymatischen Silage-Hilfen.

Fig. Bezieht sich auf stellt dar

Nr.

I allgemeinen Teil der  Bindungswirkung zwischen

Beschreibung SPS und Sojaprotein
2 allgemeinen Teil der  Fliessschema, das die
Beschreibung Herstellung von SPS
beschreibt
3 Abschnitt 2 Eichkurve fiir
HPLC-Gel-Filtrations-Chro-
matographie
4 Abschnitt 2 HPLC-Gel-Filtrations-Chro-

matogramm von SPS
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Fig. Bezicht sich auf stellt dar
Nr.
5  Abschnitt 2 HPLC-Gel-Filtrations-Chro-
matogramm von durch >
SPS-ase abgebautem SPS
6  Abschnitt 2 und 3 HPLC-Gel-Filtrations-Chro-
-matogramm der
iiberstehenden Fliissigkeit von
SPS, inkubiert mit Sojaprotein 0
7  Abschnitt 2 HPLC-Gel-Filtrations-Chro-
matogramm der
iiberstehenden Fliissigkeit von
abgebautem SPS, inkubiert mit
Sojaprotein s
8  Abschnitt 3 HPLC-Gel-Filtrations-Chro-
matogramm von APS,
abgebaut duch Pectolyase
9  Abschnitt 3 HPLC-Gel-Filtrations-Chro-
matogramm von APS, »
abgebaut durch SPS-ase
G 5 Blatt Zeichnungen
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