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(58)  VERFAHREN ZUR SPALTUNG VON ALPHA-GALACTOSIDISCHEN ZUCKERN

(57) Die Erfindung betrifft ein Spaltungsverfahren von a-galactosidisch verkniipften Zuckern, die
als Raffinose bei der Zuckerriibenextraktion anfallen. Ziel der Erfindung ist es, ein Abfallprodukt
der Zuckerindustrie nutzbar zu machen. Erfindungsaufgabe ist es, mittels eines
Spaltungsverfahrens Uber o-Galactosidase die Raffinose in Sacharose umzuwandein.
ErfindungsgemaR erfolgt dies, indem man ein «-Galactosidasepréparat einsetzt, welches frei von
Invertase ist und aus einem Mikroorganismus stammt, der das Plasmid pBT 102 oder pBT 103

- enthalt. Es wird vorzugsweise das Enzym aus E. coli DSM 2091 oder aus Pseudomonas putida
DSM 2107 eingesetzt. ' '
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Verfahren zur Spaltung von € -gzlactosidischen Zuckern

dnwendungsegebiet der irfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahrea zur Spaltung von
o, -galactosidischen Zuckern, das in der Zuckerindustris

breite Anwendung finden kann,

Bekannte technische Ldsungen

zxtrakte aus Zucksrriben enthalten neben dem hauptsichlich
vorkommenden Zuckeranteil Saccharose geringe Mengen
Raffinose, ein Tri-saccharid, das sus den Monosacchariden
Galactose/Glucose/Frustose hester:, Diese Raffinose nat
die unangenehme Zigenschaft, dad sie sich in den Kristalli-
gsatlonglibersténden anreichert und vei Uberschreiien von

ca. 1 % an der Gesemt-Zuckermasse dsven Xristallisstion
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ergcawers Lzw. in gewissen Verfahren verhindert., Alleine
in einer Zuckerfabrik fgllen pro Tag winrend siner ca.
3monatigen Xampagne 5 big 10 $ Raffinose Krigtglli-
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unter Verbleib einer vom verwendeten Agens nicht weiter-
spaltbaren oder abbagubaren Saccharcse, Dag ist bisher
weder chemisch noch éen ZJmatlsch noglich.

Bekannt sind enzymatische Methoden, bei denen man sich
gines natirlich vorkommenden Znzyms, der & ~Galactosidase
bedient, Dieses znzym spaltet per Definifion die Galactose
quantitativ vom Raffinoge-koleklil ab. 4lle bekannten

g% -CGalactosidase-Priparate sind jedoch bisher grundsitzlich
mit einem zZnzym verunreinigt, der Invertase, die Sacc

23r0se
in Glucose und Fructose spaltet. Iz Anbetracht der hohen
Konzentration an Saccharose im Verhilinis zur anwesenden
Raffinose (cae. 60 bis 80 : 1) ist auch sine geringfigige
oz sehr

Verunreini?uns der'ﬁg-Galaotosidase durch &'vertase
T

Hier ist anzuge*“en, daB es unter den bekannten, mit Iaver-
ase verunreinigten #§-Galactosidas %

gisch einge etzb ward - ¥,

vegen larer Zugdngliciokeit in der Zucker-Tescinologis Ver=-
wendung gerfunden naben, Ziese haben neben der genannien Ver-
unreinigung nocn dea Nacateil, da3 sis alg Pilg-Znzyme ein
detivitdiomaximum im deutlich sauresn pZ-3sreich habsn, was
oel einer groflvolumigsn Tschaologis (oro Fasrik mehrers

100 cbm/Stunde) eraebliche Probleme Deim ansiusrn und
Reneutralisieren aufwirds,
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dase bendtigzt jedoch als Gofakioren Mangan-Ionen und NAD,
ist euBerdem wenig stabil sowie aur in geringer Konzen-
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tration in der Biomasse vorhanden, Daher wurde diese
o -Galactosidase im Verfahren unser ¢
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kontinuaierlichen Zuckerfabrikation nicht in Bet
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i8'1st Ziel der Zrfindung, ein Abfallprodukt der Zucker—
industrie auizbar zu machen,

degen der zrfindung

Per srfindung lisgh dahs:
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& ~-Galactosidase bersitzust
absolut frei ist voa Inver

snzym noch folgesnde 3ig
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Geldst wird disse iufgabe durch sin Varfanren zur sPalsun
f =]

von c{ -ga_'actosidisc‘n veriknil



Bevorzugt wird 4

cyanakitivierte unlfsliche Polys

Die Herstellung von Mikroorganismen, die das Plasmid 3T 102

oder 103 enthalfen und die Gewinnung der @& -Galactosidase
als diesen ist In der DE-0OS 3 122 216 eingebend beschrieben.

as Znzym aus E, coli DSM 2091 oder
Pseudomonas putida DSH 2107 verwendet,

Das verwendete Znzym ist freil von Invertasespuren uand
kann bel etwa neutralen pH-Werten 2 ffinose 1n Saccharose~
&%ﬂstalllsauﬂonsuoe"sténcen unter technisch anwsendbaren
Temperaturen spalten. Das Enzym bendtigt keine Cofakioren
wie lin-Lonen und NAD, es erwies sich als stabil und kann
nach iliblichen Hethoden, wie z, B. Zinwirkung auf trom-
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faride, an Trdger fixzient
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werden, Anstelle des isolierten Enzvms kann auch
0 bat ! :

AufschluBmetiodan an

Nach dem AufschluB wird vorzuzsweise sins Polyenionen=
féllung durchgefinrt, hel welcher die = -Galaciosidage Sew



wohnlich im Uberstand verbleibt. Bevorzugt als Po
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werden Polyethylenimine, insbesondere so
Molekulargewichts,

Aus dem so erhalsie
Ammoniumsulfat gefd
Fraktion 0,8 bis 1
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Dialyse und Lyophil
ein menr als 90 % rein
tes s -Galactosidase-Priparat

Die erfindungsgemil verwendete $-Galaciosidase ei

weit besser zur Spaliung von Reffinose
galactosidisch verkniipften Zuck Z
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45 ml Ablauf, dis 802 mg Raffinose enthielten, wurden mit
45 ml Wasser verdilant, Dis Ldsung wurde auf einen pH-der
von 6,5 eingestellt, Disge LOsung wurde in Parallelversuciaen
gowonl mift einem zellf*eien axtrekxs als asuch mit Toluol-

d—

behandelten Zellen des Stammes Z, coli DSH 2091, der das
Plasm;d pBT 102 enthslt, inkubizrt, wobel Extraki bzw,
behandelte Zellsn je 57 Binheiten & -Galactosidase ent-
hielten,

Nach dén‘aﬂge ebensn Behandlungszeiten wurde eine %us+man;e
?afvinQSeﬁvon 459, 378 und 315 ng entsprechend
absetzung des ursprilaglichen Raffinosegehalies suf 57,2,
47,1 und 39,2 % gefunden, Die nachstehende Tab

2 A7 . B . 'l ¢ h
Tals dieernaltenen Ergebnisse zusammen.

90 ml Kristalli

1 AT Aannme 4 H 3 -

satlonsablauf-Lisung, snthalsend 302 zg
T L A . 1 ¢ 2 L. 7T 33 3 ¢ Of’f
Raffinose, behandelt mit 57 U g4 -Galactogidase pei 40 0

and pH 6,5.
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Behandlungszeit Raffinose-Gehalt % vom Ausgansswert
(min) (mg)
0 802 100,0
60 459 57,2
120 378 47,1
180 315 39,2
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spfindudgsangpruch
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Verfahren zur Spaltung von & -galactosidisch verkniipften
Zuckern wis Raffinose oder Stachyose mittels &l -

Galactosidase, gekennzeichnet dadurch, daB man
Galactosidasepridparat eilnsetzt, welches frei von Inver-

tase 1st und aus einem Mikroorganismus stammt, der das
Plasmid pBT 102 oder pBT 103 enthilt.

Verfahren
das Znzym
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