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57)Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Reduzierung des Nucleinsaeuregehaltes von Bekterisn- cder Hafezellen
wwedss Einsatz in der menschlichen Ernaehrung. Zie! der Erfindung ist es, aus Mikronrganismen soldhe
roteinprodulkcte zu gewinnen, die auf Grund ihres geringen Nucleinsaeuregehaites in der menschlichen Ernashrung
wnwendung finden koennen,wobei der durch die Herabsetzung des Nucleinsasuregehaltes bewirkte Proteinveilust so gering
ein soll,dass ein oekenomisch interessantes Verfahren resultiert, Erfindungsgemaess wird das dadurch erreicht, dass
nechanisch aufgeschlossene Biomasse mit hoher Trockensubstanz-Konzentration zwedks Herabsetzung der Proteaseaktivitaet
hc,rmisch denaturiert und auf denfuer die Nucleasewirkung geeigneten pri-Wert eingestelit wird.Der Abbau der
ucleinsaeuren erfoigt durch Inkubation dar Mikrcorganismensuspension in Gegenwart einer geeigneten Kombination
1.edr‘ er Konzentrationen von Salzen und oberflaschenaktiven Substanzen. Das Verfahren ist auf Hefen und Bakterien
wendbar.Als oberfiaechenaktive Substanzen werden anionischie Tenside eingesetzt.Saize anorganischer und organischer
saeuren sind in niedrigen Konzentrationen wirksam,
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ILtel der Erflndung

Vexrfahren zur Redu21erun° des Nuclelnsauregehaltes mikro-
bieller Biomasse

Anwendungsgebiet der Erfinaung

 Dle Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reduzierung des

Tuecleinsduregehaltes von ‘Bakterien- oder Hefezellen zwecks
Einsabtz in der menschlichen Erndhrung.

Charakteristik dex bekannten technischen Lisungen

Es ist bekannt, daB der hohe Nucleinsiuregehalt von mikwo-
biellen Biomassen dem direkten Einsatz als Pzoteinquelle

" in der nenschlichen Erndhrung entgegensteht. Die mit der

t8glichen Nahrung aufgenommene NucleinsiZuremenge soll 2
Gremm nicht lbersteigen (J.C. EDOZIEN et al., Nature 228

- (1970) 180). Beim Einsatz von unbehandelten Hefen ist die-

ser -Wert mit der ALufnshme von ca. 10 g Protein bereits efé.'

‘reicht. Um eine Eirschrinkung der Proteinaufnahme zu verw— .

' meiden, niissen duwrch geeignete MaBSnashmen PTotelnprodukte

ans Hefen nit einenm Protein- ?uflelnoauxe ~Verhiltnis von
40 ~ 80 gewonnen werden.

iy die Herabsetzung des Nucleinssuregehaltes mikwobieller
Bicmassen sind chemische und enzymatische Methoden bekannt.
Dex Nach+911 der auf alle Mikwoorganismen anwendbaren che-
mischen Mathoden bestehb in der Gefahr einer tiefgreifen—
den Proteinschédigung. Bel nohen und ticfen pi-Werten und

erhohter Temperatur} die fir einer mit vertretbarer Ge-
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schwindigkeit ablaufenden Nucleinsfureabbau erforderlich
sind, treten hohe Proteinverluste durch Hydrolyse ein.
AuBerdem wird der erﬁahrﬁngsphysiologische Wert des Pro-
teins durch bteilweise Zerstdrung von Aminosiuren und das
Auftreten toxikologlsch bedenklicher Substanzen herabgeQ
setzt.

Die wesentlich schonendereﬁ enzymatischen Methoden zum T
cleinsiureabban sind bei Einsatz von Enzympréparaten Skono-
misch zu aufwendig. Daher verdienen Verfahren unter Ausnut-
zung der zelleigenen Nucleasen der Mikroox 1omen groidte
Auimerksamkelt.

Die in den Ribosomen der Mikroorganmismen lckalisierten Ri-
bonucleasen sind in nativen Zellen gehemmt, konnen gedoch
- durch vexsoh:r.@dana:cbige chemische Lmd physikalische Bing iy
kungen sktiviert werden, die mit einer Zerstérung der ribo-
somalen Stﬂukfux verbunden sind. '

-Bekaunt ist die ﬁktxvxerung durch kurzzeltige ha*meﬁlnw1r~
kung (Hitzeschock), die bei Candida lipolytica und Candida
utilis erfolgﬁelch zur Abtrennung der Nucleinsiuren einge=
setzt warde (S. OHTA et al., Appl. Microbiol. 22 (1971)
415) « Diese Methode ist bei Saccharomyces cerevisiae schwer
realisierbar (W.B. TREVELYAN, J. Sc. Fd. Agric. 29 (1978)
141) . Allgemeiner anwendbar scheint die Aktivierung der
latenten MNucleasen durch mechanische Zerstorung dex Zellen
' gu sein. Sowohl in aufgeschlossenen Suspensionen.von Cane-
dids utilis als auch von Saccharomyces cevevisiae 1d8%
“sich eine starke Nucleaseaktlvitét nachweisen.

. Allerdings sinkt die Aktivitst der Riboruclease durch ﬁb@ﬂé
mische Denaturierung und speu*fische Inhibitoren wihrend
der TInkubstion zum. Zwecke der Nucleinsiureabbrennung rela-
tiv schoell sb, und ein weitgehender Nucleingsdureabbau wixd
nicht oder nux nach langen P@aﬁtlonsznlten erzeichtb.

Glelchzelulg anwegends z lc*beve P"otogseﬁ bewirken hohﬁ
ontelnverluatee '
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Durch Zusatz von Salzen (NaCl, KC1, Ne PO, etc.) in Kon-
zentratlonen von 3 bis 5 % konote M. LINDBLOM (Biotechnol.
Bioceng. 16 (1974) 1123). die Inaktivierung der Nuclease ver-
meiden, wodurch ein sehr welbgehender NuclelnsaLreabbau be-
reits in der kurzen Reaktionszeit von 20 - 30 Minuten er-
reicht werden kann.

Rurze Reaskbionszeiten bewirken geringe Proteinverluste.

Nachteilig ist der hohe Salzeinsatz, der trotz Verwendung
hoher Hefetrockensubstanzkonzentrationen von 10 % der Menge
‘an gewmnnbarem Proteinisolat gleichkommt oder sie sogar
ubersteigt.

In der DE-OS 2 504 512 wird ein Verfshren zur Gewinnung

eines Proteinkonzentrates mit niedrigem Nucleinsiuregehalt
aus einer Mikrobenzellmasse beschrieben, bei dem die auf-
geschlossene Zellmasse in Gegemnwart von 0,1 bis 20 Ge-

‘ wichts-2 ~%, besonders 1 bis 3 Gewichts~%, Salz im Bereich

von 30 bis 70 °c ung bei einem pH-Wert im Bereich von 5

bis § inkubiert und das Proteinkonzentrat sodann abgetrennt

wind. Nach diesem Veffahren fihrt ein 5 %iger Sal&zuqatz

zZu eineq guten NS-Gehalt bel gutem Protein/NS-~Verh#ltnis. -

Beztiglich dieser beiden Kriterien ist bedi cai 3 % Salzzu-

satz die Grenze des erndhrungsphysiologisch brauchbaren

- Proteinkonzentrats erreicht. Der Tinsatz von 1 % % Salz (Bei=- ,

spiel 3) liefext jedenfalls unbefriedigende Ergebnisse,

dle auch nicht der auf Seite 6, letzter Absatz der o. 8.
DE-0S angegebenen ENS=-Verminderung von 75 % entsprechen.

~ Unter diesem Gesichtspunkt ist die an gleicher Stelle er-
wdhnte wesentliche Verminderung der Nucleinssure bei Zusatz
von 0,1 % Salz in keiner Weise belegt und auch nicht Zu er=- -

,ﬁarten. " ’

Es ist weiterhin bekaont (K. KITANO et al., J. Ferment.
Technol. 48 (1970) 14), daB die Behandlung nicht aufgeschlos-
sener Zellen von Candida utilis mit oberflichenaktiven Sub-

- gbanzen (OAD) zur Ausschittung (Exkretlan) von Nucleinséu~-
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reabbauprodukten fihrt. Im Widerspruch dazu beschreibt C.G.
KURLAND (J. Mol. Bicl. 2 (1960) 83) eine vollstandige Hem-

- mung dex rlbosomalen ‘Nuclease bei OAS-Konzentrationen obexr-

halb 0,1 %. Moglicherwelse verhalten sich die Nuc1easesyu
steme der Mikroorganismen verschieden. '

Durch eine alkalische Proteinextraktion aus aufgeschlosse-
ner Mikroorganismensuspension und Abtrennen der Zellwand-
reste zwecks Erhhung der Proteinausbeute und ~reinheit
tritt eine starke Schidigung des Nucleasesystems auf, so

~daB nur noch bei stark verdlinnten Suspensionen mit langen

Regkbtionszeiten ein weitgehender Nucleinsdureabhau erzielt
werden kann (LINDBLOM). '

Die Nachteile der bekannten Verfsghren zur Abtrennung von
Nucleinsduren aus Mikroorganismen unter Ausnutzung zellel-
gener Nucleasen bestehen entweder im Arbeiten mit stark

~ verdinnten Hefesuspensionen beli langen Reakbionszeiten

.d)

&)

odex sehr hohen Salzeinsdtzen.

‘Mit der nachs sehend beschriebenen erflndungsgemaBen Ketho=

de 31na dlese Nachtelile behoben.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, aus Mikroorgsnismen Proteinpro-
dukbe in hoher Ausbeute mit so geringem Nucleinsiuregehalt

‘zu gewinnen, da8 ihr Binsatz fiir die menschliche Erndhrung

néglich wird.

Darlegung des Wegens der -Exfindung

~Dexr Erfindung liegt die Aufgsbe zugrunde, den Nuclelnsduxe-

abbau in mikrobieller Biomasse mit zelleigenen Nucleasen sc
durchzufiihren, dal trotz hohen Abbaugrades technisch ver-
tretbare Prote 1nv&rlusto suftreten.

Die Auvfgabe wird dadurCh‘gelﬁst,'daB mechanisch aufgeschlos—~

sene Mikroorganismensuspension mit einem Trockensubstanzge-
halt von 3 bis 15 % nach einer lurzzeitigen Hitzebehandlung
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(30 bis 35 Sekunden bei 60 bis 80 °C) zum Zwecke der Prote-

~ aselngktivierung durch Zugabe von Alkalien auf einen pH-

Wert zwischen 5,5 und 8,0 eingestellt wird. AnschlieBend
wird durch 20- bis 180 minlitige Inkubation der Suspension
bei Temperaturen von 45 bis 65 °C ein weitgehender Abbau
der zelleigenenANycleinséuren erzielt. Erfindungsgendl wird
die Inkubation in Gegenwart von 0,01 bis 5 % einer anioni-
schen oberfléchensktiven Substanz (0AS) und 0,1 bis 2,0 %
Salz durchgefiihrt. Durch Zentrifugieren und Waschen kénnen
die Nucleins8ureabbauprodukte in bekannter Weise von der

Biomasse abgetrennt werden, die den Hauptanteil des Pro-

teins der eingesetzten Mikroorganismen enthilt.

Un die glinstige Wirkung der erfindungsgemiBen Kombination
von Salz und OAS zu veranschaulichen, sei auf das Verhilt-
nis Protein/Nucleinséure von Produkten, die pur mit Hilfe
einer Komponente erhalten wurden, hingewiesen.

3 % NeCl (DE-/S 2 504 512):  Protein/NS 28
0,2 % SDS (eigene Ergebnissc): Protein/NS 26

Demgegentber stehen bei der gemeinsamen Verwendung der Kom-

‘ponenten Werte von 40,

Bel lMikroorgenismen mit geringer Protease- und gleichzeltig

hoher Nucleasegktivitit kann der Thermoschock zur Proteasee

inhibierung entfallen.

‘Wird der Abbau der Nucleinséuren durch Inkubation aufge-

- schlossener Hefesuspensionen in Gegenwart von 0,01 bis

9

02 % OAS und 0,1 bis 1 % Salz (NaCl, KC1, Na HPO, u. 8e)
vorgencmmen, 1l&B% sich aufgrund der dann zu beobachtenden
Stebilitdt der Nuclease durch Verlingerung der Reakbions—

‘zeib eine sehr weltgehende Reduzierung des Nucleinsdurege-

haltes erzielen (siehe Tabelle 1 und 2 und Béispiel 1.

Ausfihrungsbeispiele _
Die* beschriebene Exfindung soll durch folgende Beispiele

" erliutert werden:
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vBeiSP:Lel 1

100 g einer 10 g Hefetrockensubstanz enthaltenden Suspen«
“slon aufgeschlousener Stellhefe I wexden durch Zvgabe von
0,71 N Natronlauge auf pH 7,5 eingestellt und unter Zusatz
von O,J g NaCl und O 18 Notriumdodecylsulfat 30 dlnuﬁen
bei 55 O¢ inkubiemt. :

Das durch Zentrifugileren und Waééhan mit Wasser erhaltene
Sediment hat ein Trockengewicht von 5,95 g. . '

Proteingehalt: 60,8 %; Nucleinsduregehalt: 1,4 %; Reinpro-
teinausbeute: 86 %; Protein/Nucleinsiure~-Verhdltnis: 40 s

Belspiel 2

100 ¢ einer 10 g Hefetrockensubstanz enthaltenden &Lspon-~
sion mechanisch aufgeschlossener und denaturierter Stell-

hefe I worden unter Zusatz von 0,5 g HaCl und 0,25 g Na= .
" dodecylsulfonat-1 30 Minuten bel 56 °¢ inkubiert.

Nach dem Zentrifugieren und Waschen mit Wasser wird ein Se-
diment nit éinem Trockengewicht von 5,60 g erhalten. .

TS-Ausbeute: 56 % : S
Proteln~Gehalt: 60,5 % NS-Gehalt: 1,3 %
Reinprotein-Ausbeute: 84 % ‘
Proteln/NS=Verhiltnis: 46 : 1

.Beisplel 3

100 g einex 10 %igen H”SnSuspens on mechanisch aufgeschlos—
‘sener und denabturierter Backhefe werden w;e im Beispiel 2
mit 0,5 g NaCl und 0,30 g Na«?-athoxy~n~dodecylﬁui ongltem
'30 Mlnuten bei 58 ¢ inkubiert, zenurlfugLert und gewas
schen.

TS~Ausbeute: 55,1 % : o .
Protein~Gehalt: 59,8 % NS«Gehalt: 1,5 %
Reinprotein-iusbeute: 78,2 % o '
Protein/NS-Verhéltniss 40 21
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Tabelle 1 |
. Vergleich der Nucleasesktivitit von Suspensionen aufge-
schlossener Backhefe (ca. 5 % Hefetrockensubstanz) mit

verschiedenen Zusitzen
' Fucleaseaktivitdt in % -

: 'vor der nach der
Zusatz ' Inkubation Inkubation
3 % NaCl = 100 100
0,5 % NaC1l 60 60
0,1 % SDS 83 | 50
0,1 % SDS + 0,5 % NaCl 100 ¢ 100

— | 65 35

Bestimmung der Nucleaseaktivitit

Zu. 1 ml Ribonucleinsiiure enthaltenden Acetatpuffer (1;5 mg
RNS pro 1 ml 0,2 N Acetatpuffer, pH 5,6) werden 50 AL der
aufgeschlossenen Hefesuspension gegeben. Die Inkubation ere—
folgt 15 Minuten bei 50 °C. Die Realkbion wird durch Abkiihlen
der Proben und Zugabe von 1 ml Fillungsreagenz (044 %'UO2
(OCOCHB)é ir 12 Z%iger Perchlorsiure) beendet. Die Proben
werden zentrifugiert und 1 ml des Uberstandes mit 9 ml Was-
ser verdinnt., - :

Die Messung der Extinktion der verdiinnten Proben erfolgt.
bei 260 nm gegen eine Blindprobe, die in gleicher Welse wie
die MeSprobe behandelt wird, nur daB anstelle der RNS-Lo-
sung 1 ml Wasser eingesetzt wird.
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Erfindungsanspriiche o |

1. Verfahren zur Reduziering des.Nucleinsiuregehaltes mikro~
bieller Biomasse durch mechanischen AufschiuB der Biomasse,
thermische Denaturierung, Einstellung des pH-Wertes auf
535 bis 8 durch Zugabe von Alkalien, Zusatz von Salzen in

Mengen von 0,1 bis 2,0 %, Inkubation bei Temperaturen von
45 bis 65 °C und Gewinnung des Proteinproduktes sowie der
Nucleinsduresbbauprodukte, dadurch gekennzeichnet, da8 die
Inkubation in Gegemwart von Salzen und 0,01 bis 5,0 %
elner anionischen oberfléchensktiven Substanz durchgefiihrt
wird.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,‘daﬂ als
- " oberfldchensktive Substapzen n-Alkylsulfate und n-Alkyl-
sulfongbe verwendet werden.
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