Pom s

[B] an urLeeningsskrirr Nt 134383

NORGE (51) Int. €I C 13 L 1/12
- [NO]
STYRET (1) patentsoknad nr.  3161/71
FOR DET INDUSTRIELLE (22) longin 25.08.71
RETTSVERN
(23) Lopedag 25.08.71
(41) Alment tilgiengelig fra 29.02.72

(44) Sgknaden utlagt, utlegningsskrift utgitt 21 _ 06,76

(30) Prioritet begjeert 28.08.70, Japan, nr. 75374/70

(54) Oppfinnelsens benevnelse  Fremgangsmite for fraksjonering av amylose.

(71)(73) Seker/Patenthaver KEN HAYASHIBARA,
9-8, 4-chome, Higashi-Furumatsu,
Okayama-shi, Okayama,
Japan.

(72) Oppfinner MASASHI KURIMOTO, Ifukucho, Okayama-shi, Okayama,
MIKIHIKO YOSHIDA, Higashi-Furumatsu, Okayama-shi,
Okayama, Japan.

(74) Fullmektig Bryn & Aarflot A/S, Oslo.

(56) Anfprie publikasioner Fransk patent nr. 2007277 (C 13 L 1/00)
BRD utl. skrift nr. 1044767 (l2c-1)




134383

Oppfinnelsen vedrgrer en fremgangsmate for fraksjo-
nering av amyloser i makromolekylzr amylose med en polymeri-
seringsgrad (DP-verdi) over 50 og lavmolekyler amylose med en
polymeriseringsgrad under 50, og fremgangsmaten er karakterisert
ved at man med opplgsningsmidler utvalgt blant gruppen som be-
star av varmt vann, en vandig oppl¢sning av en alkanol med 3-6
karbonatomer, en vandig opplgsning av en fettsyre og en vandig
opplgsning av aceton, gjennomfgrer en eller flere ekstraksjoner
av tgrkede amyloseblandinger i pulverform inneholdende amylose-
molekyler med forskjellig polymerisasjonsgrad, og at man fra-
skiller den opplgsningen som inneholder opplgst lavmolekyler
amylose fra den uopplgste, gjenvaerende makromolekylare amylose.

Den oppl@gsning som er oppnadd ved ekstraksjon med ett
eller flere opplgsningsmidler, kan sd konsentreres, tgrkes og
pulveriseres, hvoretter fraksjoneringen ved ekstraksjon med ett
eller flere opplgsningsmidler gjentas, hvorunder man utvinner den
lavmolekylzre amylose.

Som oppl@gsningsmiddel anvendes fortrinnsvis vann og/-
eller blandinger av vann med alkanoler inneholdende 3-6 karbon-
atomer eller med fettsyrer.

Den uoppldgselige, gjenverende makromolekylere amylose
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1 pulverform kan ekstraheres panytt etter gelatinering ved opp-
hetning, tgrking og pulverisering.

Stivelse besté@r vanligvis av amylose, som har lineer
struktur og en DP-verdi av ca. 1000, samt amylopektin, som innehol-
der mange forgrenede kjeder. Man kjenner til mange typer av natur-
lig stivelse, hvis amyloseinnhold ligger innen omradet 20-80 vekt-
prosent.

Nir en vannsuspensjon av en eller annen naturlig stivel-
se gelatineres og deretter underkastes virkningen av en o -1,6-
glukosidase, som er et enzym som selektivt og utelukkende hydroly-
serer de q -1,6-glukosicdiske bindinger, dvs. amylopektinets for-
greningsbindinger,kan stivelsen omdannes fullstendig til moleky-
ler med rette kjeder i likhet med amylose. Selv om det resulterende
stivelseshydrolysat naturligvis inneholder amylose med en DP-verdi
av nesten 1000, sd inneholder hydrolysatet ogsd en stor mengde
molekyler med DP-verdien 15-20 beroende p& hydrolysen av de i den
naturlige stivelsen opprinnelig tilstedeverende forgreningsbindin-
ger. Det er derfor gnskelig & separere den kortkjedete amylose
(DP mindre enn 50) fra den naturlige amylose (DP stgrre enn 50)
pé& grunn av de forskjellige anvendelsesomrider.

Ved fraksjonering av en amyloseblanding med bredt DP-
omrdde er det ngdvendig & utnytte egenskapene hos de i amyloseblan-
dingene tilstedevarende amyloser, som f. eks.forskjellene i retro-
graderingsegenskaper, krystalliserbarhet, oppl¢selighet i vann og
vannholdige organiske oppl@¢sningsmidler, samt oppl@#sningshastighet
som fglge av forskjellene i polymeriseringsgrad. De ifg¢lge oppfin-
nelsen foresldtte fraksjoneringsmetoder er fglgende:

1) En metode for fraksjonering av amyloser ved utnyttel-
sen av de forskjellige amylosemolekylers forskjellige vannoppleg-
selighet.

2) En metode for fraksjonering av amyloser ved utnyttel -
sen av de forskjellige amylosers forskjellige opplgselighet i vann-
oppl¢sninger av uorganiske salter, som f. eks. magnesiumsulfat.

3) En metode for fraksjonering av amyloser ved utnyttel-
se av opplgselighetene av komplekse forbindelser med n-butanol
og andre.

Fraksjonering kan tilveiebringes i en viss utstrekning ved
en hvilken som helst av de ovenfor beskrevne metoder. Den fraskil-
te utfelling av langkjedet amylose inneholder imidlertid fremdeles

en stor mengde opplé¢sningsmiddel, hvilket vanskeliggjgr rensingen.
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Andre metoder enn de ovenfor beskrevne krever enten et stort for-
bruk av uorganiske salter, hvilket medf¢rer problemer under avsal-
tingen etter separasjonen, eller krever anvendelse av et organisk
opplgsningsmiddel i separeringstrinnet. Metodene har dessuten

en annen ulempe, nemlig at bare en utilstrekkelig separasjonsgrad
kan oppndes hvis amyloseblandingen har en for industriell anvendelse
egnet konsentrasjon. _

Ettersom de fleste ulempene beror pd at amylosefellingen
inneholder en stor mengde gjenvarehde opplgsningsmiddel, har man
frembragt en fremgangsmate for fremstilling av en felling med
lavt vanninnhold, dvs. en fremgangsmite for & pdskynde separasjonen
av vaske ( oppl¢sning) og utfelling. Det er lykkeé a4 utvikle en
fremgangsmate som omfatter frysing av den amyloseholdige oppl@gsning,
4 fremme amylosens retrogradering, opptining av det frosne produkt
ved oppvarmning og sdledes separering av den retrograderte langkje-
dete amylose fra den overstdende vaske og opplgsning av kortkjedet
amylose.

Ifglge oppfinnelsen foregdr retrograderingen av langkje-
det amylose og isolering av bundet vann fra amylose ved frysing »
av det ved hydrolysen med o0-1,6-glukosidase oppnadde hydrolysat,
og ved & fjerne vaskedelen umiddelbart etter opptining kan fraksjo-
: neringen av amylosen til produkter med forskjellige DP-verdier
gjenncmfgres med letthet.

Den ovenfor beskrevne separasjonsmetode, som omfatter
frysing og opptining, krever imidlertid fullstendig frysing av en
stor mengde amyloseopplgsning og gjenopphetning av denne opp til
60-70°C, hvilket medfgrer hgye omkostninger ved industriell drift.

e

Man har studert forskjellige metoder for & separere

]

amylosefellingen fra opplgsningsmidlene for & finne den best egnete
mdte. Disse studier resulterte i fglgende prosess: I stedet for a

- separere langkjedet amylose som felling fra amyloseopplgsningen,
suspenderes tgrt pulver av amyloseblanding i et opplgsningsmiddel.
Den kortkjedete amylose i amylosepulveret elueres med letthet,

og opplgsningen og den faste masse bestdende av langkjedet amylose,
separeres innen partiklene av langkjedet amylose begynner & svelle.
Denne metode har vist seqg & vare meget effektiv og ha en ¢gnskelig
separeringseffekt. Den langkjedete amylosefraksjonen med en DP-
verdi over 50 betegnes i det fglgende fraksjon L og den kortkjedete

amylosefraksjonen med en DP-verdi av 15-50 betegnes fraksjon K.
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Den av de to amylosefraksjoner som trenger igjennom
"Diaflo"ultrafiltreringsmembran PM-30 ( et prodﬁkt fra Amicon Cor-
poration, USA) kalles fraksjon K, mens cen fraksjon som ikke tren-
ger igjennom denne membran, kalles fraksjon L.

‘ Man har studert dannelsen av amylosefelling i den vann-
holdige amyloseopplgsning og har funnet fglgende: Fraksijon L dan-
ner uregelmessig, fiberlignende masse, som eventuelt er bundet
gjennom hydrogenbindinger, og den utfelles lett. Ettersom konsen-
trasjonen av fraksjon L i den overstdende vaske er ca. 5 vektpro-
sent ved 65—75°C og konsentrasjonen av fraksjon K er 16-19,5 vekt~
prosent ved samme temperatur, utfelles overskuddet av amylose. Frak-
sjon L danner dessuten retrogradert stivelse som beskrevet ovenfocr.
Fraksjon K hydratiseres med vann flere enn ti ganger sin egen
vekt. Selv om fellingen av fraksjon K wed rgntgenanalyse viste seg
4 ha en relativt hgy krystallinitet, er dehydratiseringer av frak-
sjonen ytterst vanskelig & gjennomfgre, ettersom fellingen innehol-
der en stor mengde vann. Fellingen av fraksjon 1. inneholder derfor
en opplgsning av fraksjon K hvis vekt er mere enn ti ganger stgrre
enn vekten av fraksjon L, noe som eventuelt volder vanskzligheter
under den etterfglgende separasjon av de to fraksjoner. Hvis imid-
lertid oppl¢gsningen av amyloseblanding enten tgrkes i en tgrkeanord-
ning med luftstr¢gm og pulveriseres eller sprgytetgrkes cg dehydra-
tiseres etter konsentrering, og hvis det oppnddde pulver deretter
suspénderes i varmt vann eller en varm blanding av opplg¢sningsmid-
del og omrgres, sd opplgser fraksjon K seg raskt inntil den nér en
konsentrasjon av 13-17 vektprosent. Omrgring i ytterligere 60-

120 minutter gker imidlertid bare i ubetydelig grad opplgsningens
konsentrasjon. Opplgsningen av fraksjon L cpphgrer pd den annen
side ved en konsentrasjon av 0,2-1,5 vektprosent under lignende
betingelser og konsentrasjonen er meget lavere enn konsentrasjonen
i den overstaende vaske av den mettede opplgsning etter kjgling.
Konsentrasijonen av fraksjon K narmer seg 14-17 vektprosent etter
en verdi lik den i den overstdende vaske av den mettede opplgsning.

Selv om et lignende fenomen kan observeres ved kjgling
av en mettet oppl¢gsning av en amyloseblanding, forblir flere pro-
sent av L-fraksjonen i oppl¢sningen, og fellingen av fraksjon L
fir et hgyere vanninnhold, ettersom fraksjon L i oppl¢sningen er
meget mere hydrofil enn det tg¢rkede pulver. Den etterfg@glgende se-

parasjon blir s8ledes vanskelig & gjennomfgre.
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Hvis pd den annen side det tg¢rkede amylosepulver suspen-
deres i varmt vann, mister den i den dehydratiserte og t¢rkede
amylose tilsteclevarende L-fraksjon sitt fuktighetsinnhold, den
retrograderes kraftig ved hydrogenkindinger, den minsker kraftig
sin opplgselighet og den kan bare oppl¢gses til en konsentrasjon
av 0,2-1,5 vektprosent i varmt vann, mens fraksjon K, som har en
krystallignende struktur, cppl@ser seg lett i varmt vann, cg hoved-
delen av den kan ekstraheres p& ytterst kort tid.

Hvis altsd amylosepulveret suspenderes cg omrgres i varmt
vann med et tilstrekkelig volum til 3 opplgse i pulveret tilstede-
verende fraksjon K, ekstraheres fraksjon K effektivt, og bare en
ytterst liten del av fraksjon L oépl¢ser seg. Hoveddelen av frak-
sjon L blir derfor tilbake i pulverform i den ucpplgselige faste
rest. Cen ekstraherte opplgsning inneholder altsa hovedsakelig
fraksjon X, og det'gjenvarende faste stoff kan fraskilles som et
produkt hovedsakelig bestéende av fraksjon L.

Den uoppl@¢selide gjenvarende amylose skiller seg dessu-
ten fra fellingen fra den mettede amyloseoprlgsning ved at dens
fuktighetsinnhold er senket til 60-75 vektprosent, ved at den har
en relativt fastere granuler form, som oppviser lavere svelling,
og ved at den er meget lett & separere fra moderluten. Den eks-
traherte orplgsning kestér alted av fraksjon K, og den uvopplgselige
amylose sveller ikke, hvilket medfgrer at det er lett & separere
amylosen fra opplgsningen. Disse to oppdagelser har resultert i
utviklingen av foreliggende oppfinnelse.

Det tgrkede amylosepulver retrograderes fgrst s& kraftig
som mulig ved dehydratiserinc. Ettersom man foretar en ekstraksjon
i et fasesystem inneholdende fast stoff plus vaske, er det fordel-

aktig & anvende amylosen i form av et fint pulver med maksimal
spesifik overflate. Det er derfor ngdvendig & tgrke og pulverisere
amylosen til et fint pulver uten altfor kraftig heving av den
konsentrerte amyloseopplgsnings temperatur for & fremme amylosens
retrogradering. For dette form&l bgr den hgykonsentrerte amylose-
opprlgsning enten tg¢rkes ved lufting cg pulveriseres eller sprgyte-
togrkes, slik at man far retrograderte granuler, eller tgrkes ved
anvendelse av en pnevmatisk transport-tgrkeanordning.

Selv om vann er et opplg¢sningsmiddel, i hvilket amylose
er meget lett opplgselig, kan man ifglge oppfinnelsen ogsd anvende
en blanding av vann og med vann blandbare organiske oppl¢snings-
midler, som f£. eks. n-butanol, proparocl, fettsyrer, aceton etc.
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som lett danner komplekse forbindelser med amylose. Nar f. eks.
amylose ekstraheres med varmt vann inneholdende 7 % n-butanol, kan
fraksjon K ekstraheres til en konsentrasjon av 18-18,5 wektprosent
sammenlignet med en konsentrasijon av 13~16 vektprosent wved ekstrak-
sjon med bare vann. I begge tilfeller er konsentrasjonen av ekstra-
hert L-fraksjon 0,5 -1 vektprosent. Man antar at det dannes spiral-
formede komplekser mellom n-butanol og amylosefraksjon K, hvilket
ytterligere letter ekstraksjonen av denne fraksijon.

Ettersom den ovenfor beskrevne metode er basert pa for-
skjellen i opplgsningshastighet mellom forskjellige amyloser i et
ikke-likevektssystem omfattende fraksjon L, fraksjon K og opplgs-
ningsmiddel, og er en metode for & unngd svelling av amylosepulver
i varmt vann, er det ngdvendig & holde ekstraksjonstiden s& kort
som mulig og & fraskille fast stoff fra oppl@gsningen s& raskt som
mulig for effektivt A& ekstrahere fraksjon K. Vanligvis foretrekker
man & ekstrahere og a fraskille den uopplgselige rest fra opplgs-
ningen ved 60-80°C i 1gpet av 1-20 minutter.

Fremgangsmdten ifglge oppfinnelsen skal beskrives i detalj
i det fglgende. Den amyloseblanding som anvendes som utgangsmateri-
ale kan utgjgres av amylose fraksjonert fra stivelse. For & skaffe
en amyloseblanding inneholdende amylose med en DP-verdi lavere enn
50 anvendes imidlertid vanligvis stivelse inneholdende amylopektin,
f. eks. amylomaisstivelse, maisstivelse, batatstivelse, potetsti-
velse, tapiokastivelse, sagostivelse og hvetestivelse. En suspen-
sjon av en eller annen av disse stivelsestyper opphetes og omrgres
ved 100-170°C, gelatineres til en DE-verdi ( dekstroseekvivalent-
verdi) lavere enn 0,5 %, og kjgles deretter til 40-60°. Til den
gelatinerte stivelse tilsettes derpa en dyrkingsbuljong som inne-
holder o ~1,6-glukosidase, og som faes ved dyrking av en eller annen
av fglgende stammer, nemlig Pseudomonas amyloderamosa ATCC 21216,
Escherichia intermedia ATCC 21073, Lactobacillus brevis IFO 3345,
Nocardia asteroides IFO 3384 og Micrococcus lysodeikticus IFO 3333.
Man passer pa at stivelsen ikke retrograderes. Blandingen inkuberes
for & frembringe spaltning av amylopektinets forgreningsbindinger.

Som resultat faes en blanding som utelukkende inneholder amylose
med rette kjeder. Blandingen bestar narmere bestemt av naturlig
amylose, som foreld i det opprinnelige stivelsesmateriale, og er
en langkjedet amylosefraksjon med en DP-verdi over 50, samt kort-
kjedet amylose dannet ved hydrolysen av amylopektinfraksjonen i

det opprinnelige stivelsesmateriale.
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Den ovenfor beskrevne amyloseblanding konsentreres til en
konsentrasjon over 30 vektprosent, omrgres samt kjgles for & fremme
retrogradering eller krystallisering av amylosen, samt dehydrati-
seres og tg@grkes deretter etter en eller annen vanlig t@grkemeto-
de, f. eks. sprgytetgrking, tgrking ved hjelp av en luftstrgm el-
ler trommeltgrking. Fuktighetsinnholdet bringes ned til under 18
vektprosent. I det etterfglgende trinn anvendes et granul®rt pro-
dukt med en partikkelstgrrelse mindre enn 0,15 mm. Man foretrek-
ker 3 finfordele det produkt som fies ved lufttgrking eller trom-
meltgrking til et fint pulver med en partikkelstgrrelse mindre enn
0,15 mm. Ettersom det sprgytetgrkede produkt foreligger i porgs
form, kan oppfinnelsen gjennomfgres med et granulart produkt med
partikkelstgrrelse 0,15 - 0,84 mm.

Det finnes ingen s&rskilt begrensning for ekstraksjons-
temperaturen, men man foretrekker & gjennomfgre ekstraksjonen innen
temperaturomradet 40-80°% av hensyn til amylosens opplgselighet.
Opphetning ved temperaturer over 80°C i 1-60 minutter frembringer
absorpsijon av vann i amylosepulveret, hvilket fgrer til svelling
av dette og vanskeliggjgr separasjonen av fast stoff og vaeske.

Hvis derimot ekstraksjonen gjennomfgres ved temperaturer lavere enn
40°c, kreves en lengere ekstraksjonstid.

Ettersom hoveddelen av fraksjon K kan opplgses under om-
rgring i lgpet av ca. 2 minutter, foretrekker man & gjennomfgre
ekstraksjonen ved 60-75°%C i lgpet av 20 minutter. Ekstraksjon innen
dette temperaturomrade under anvendelse av vann som oppl@gsnings-~
middel kan gjennomf@gres inntil konsentrasjonen av fraksjon K i
ekstraksjonsopplgsningen er 13-17 vektprosent, mens en konsentra-
sjon av 18-18,5 vektprosent kan oppndes, nar vann som inneholder
7 % n-butanol anvendes for ekstraksjonen. Ved denne temperatur-
kan fraksjon L ekstraheres med vann til en konsentrasjon av mindre
enn 1,5 vektprosent, og med en blanding av vann og n-butanol til
en konsentrasjon av 0,5~ 1 vektprosent.

Den for ekstraksijonen ngdvendige vannmengde bestemmes
av den ovenfor angitte opplgselighet av fraksjon K. Det vil kreves
en vanntilsetning som er tilstrekkelig til & £rembringe ekstraksjon
av fraksjon K i hele det faste stoff. Ved tilsetning av et opplgs-
ningsmiddel som gir 10-25 %'s amyloseopplgsning, kan hoveddelen
av fraksjon K ekstraheres fra amylosepulver oppnadd fra vanlig

stivelse., Ettersom amylose, oppnddd ved spaltning av amylomais-
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stivelse, inneholder en mindre mengde av fraksjon K, kan et lig-
nende resultat oppndes selv med en mindre mengde opplgsningsmid-
del.

Sasom oppfinnelsen imidlertid gdr ut pd en ekstrak-
sjon i et fasesystem med fast stoff plus vaske, er det vanskelig
fullstendig a ekstrahere den indre del av amylosepartiklene i et
eneste ekstraksjonstrinn. Ekstraksjonsproduktet bgr derfor eks-
traheres ytterligere én gang og om ngdvendig to ganger med friskt
varmt vann. Ettersom det er vanskelig & ekstrahere fraksjon K
fra den indre del av amylosepartiklene, minsker ekstraksjons-
effekten meget kraftig i lgpet av det andre og tredje ekstrak-
sjonstrinn. Konsentrasjonen av ekstraksjonsopplgsningen minsker
til 10 vektprosent resp. 5 vektprosent.

Hvis en fullstendig separasjon er ¢nskelig, er det
derfor hensiktsmessig & svelle det uopplgselige amylosepulver
- panytt ved tilsetning av vann og opphetning, og deretter tgrke
og pulverisere materialet, hvoretter en fornyet ekstraksjon gjen-
nomfgres. .

Et amylosepulver som faes ved hydrolyse av vanlig sti-
velse og som inneholder ca. 30 % L-~fraksjon kan ifglge den i det
foregdende beskrevne fremgangsmite renses til en amylose, som
inneholder mere enn 90 % L-fraksjon.

Oppfinnelsen er illustrert ved fglgende, ikke begrensen-
de eksempler.

Eksempel 1.

A. Fremstilling av amylosepulver som skal anvendes som
utgangsmateriale.

Enten maisstivelse eller amylomaisstivelse (tilsyne-
latende innhold av naturlig amylose 50 vektprosent) ble vasket
med vann, hvoretter man fremstilte en 15 %'s stivelsesoppslemming,
som ble oppvarmet i 15 minutter ved 135°¢ under kontinuerlig om-
rgring, Derpd ble den resulterende, homogent gelatinerte opplgs-
ning raskt kjglet (DE-verdi 0,5). Ved 50°¢c og pH 3,5 ble der-
etter tilsatt per gram stivelse 50 enheter o -1,6-glukosidase
fra en dyrkingsbuljong av Pseudomonas amyloderamosa ATCC 21216,
hvorpa blandingen ble inkubert ved 45°c i 35 timer. Det resul-
terende hydrolysat ble konsentrert til 30 vektprosent under an-
vendelse av en vakuumfordamper forsynt med en roterende spiral.
Halvparten av det konsentrerte produkt ble tgrket ved lufting ved
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50-60°C, og den andre halvdelen ble sprgytetgrket under anvendel-
se av pnevmatiske forstgvningsmunnstykker. Det f@grste produkt ble
finfordelt og siktet gjennom en sikt med siktdpning 0,15 mm.

En prgve av det materiale som passerte sikten ble oppsamlet og
analysert. Det sprgytetgrkede produkt var et fint pulver som
passerte gjennom en sikt med siktdpning 0,15 mm. Fuktighetsinn-
holdet i de to produkter var 3 resp. 7 vektprosent.

Prgvene ble fraksjonert ved hjelp av ultrafiltrerings-
membran PM-30, hvorunder det viste seg at den prgven som var
fremstilt med maisstivelse som utgangsmateriale inneholdt 70 %
fraksjon K, mens den prgven som var fremstilt med amylomaissti-
velse som utgangsmateriale inneholdt ca. 50 % fraksjon K.

B. Ekstraksjon av maisstivelsehydrolysat (amylose)
tgrket ved lufting.

1000 gram maisstivelseshydrolysat (amylose) tgrket ved
lufting, ble suspendert i 4150 ml vann, hvorunder man fikk 5150
gram av en 19,4 %'s blanding. Blandingen ble holdt ved 70°C under
omrgring i 15 minutter, hvorpa blandingen umiddelbart ble sentri-
fugert i en sentrifugalseparator av kurvtypen for a utskille uopp-
lgst amylose. Man fikk 1730 gram uopplgselig rest. Restens tgrr-
vekt var 521 gram, hvorav 260 besto av fraksjon L og 261 gram av
fraksjon K, dvs. forholdet K:L var ca. 50:50.

Ekstraksjonsoppl@gsningen veide 3420 gram og inneholdt
14 % tgrrstoff, hvorav 40 gram besto av fraksjon L, hvilket er
bare 13 % av den mengde fraksjon L som opprinnelig var tilstede i
utgangsmaterialet. En stor mengde fraksjon K ble ekstrahert derimot.

Til den pany utfelte del ble tilsatt 1745 ml vann
av 70°C, slik at man fikk en 15 %'s suspensjon. Derpd ble sus-
pensjonen omrgrt ved 70% i 15 minutter, hvoretter den umiddel-
bart ble sentrifugert. Man fikk 430 gram utfelling. Denne uopp-
lgselige amyloseutfelling inneholdt 237 gram fraksjon L og 193
gram fraksjon K, altsd et forhold K:L av 45:55. Denne utfelling
ble ekstrahert pa lignende mate med et like stort volum varmt
vann. Den mengde som kunne ekstraheres var imidlertid ytterst
liten, og forholdet K:L ble endret bare meget ubetydelig.

C. Fornyet tgrking og ekstraksjon av gjenva@rende uopp-
l@selig amylosepulver.

Til uoppl@gselig gjenvarende amylose, oppnadd ved en
enkel ekstraksjon som beskrevet i det foregdende, ble tilsatt vann
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hvorpad man gelatinerte ved opphetning og deretter igjen retrogra-
derte, tgrket og pulveriserte. Pulveret ble siktet gjennom en
sikt med siktdpning 0,15 mm, hvorpd 500 gram av det produkt som
passerte gjennom sikten ble blandet med 1500 ml varmt vann (70°C)
til en 25 %'s blanding, som ble omrgrt i 15 minutter og deretter
sentrifugert. Av den uopplgselige amylose ble det fremstilt en
17,4 %'s suspensjon, som deretter ble ekstrahert og sentrifugert.
Pa lignende madte ble en tredje ekstraksjon med en 15 %‘'s suspen-
sjon gjennomfgrt. Herunder ble oppnadd et produkt som inneholdt
94 % fraksjon L. Fraksjon L ble oppnadd i et utbytte av 71 %,
beregnet pa mengden som opprinnelig var tilstede i utgangsmateri-
alet. Det ble ikke oppnddd noen endring i forholdet K:L ved en
ytterligere ekstraksjon. De oppnadde resultater er stillet opp

i fdlgende tabell 1.
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Eksempel 2.Amylomaisstivelseshydrolysat i pulverform,
oppnadd ifglge den i eksempel 1A beskrevne fremgangsmate, ble
behandlet pad lignende mdte som beskrevet i eksempel 1C. Hydroly-
satet ble omrgrt ved 75°c i 20 minutter, og man ekstraherte tre
ganger. Det etter den fgrste ekstraksjon oppnddde uopplgselige
amyioseprodukt inneholdt 64 % fraksjon L, produktet etter den
andre ekstraksjon innehpldt 81 % fraksjon L og produktet etter den
tredje ekstraksjon 91 % fraksjon L. Utbyttet av fraksjon L var
86 %, altsa et godt resultat.

Eksempel 3. En amylosepulverprgve, oppnadd ved hydro-
lyse av maisstivelse og sprgytetgrking ifglge eksempel 1A, ble
ekstrahert med varmt vann. Fgrst ble fremstilt en 10 %'s suspen-
sjon, som ble ekstrahert ved 75°C i 20 minutter, og deretter
umiddelbart sentrifugert. Det sdledes oppnadde uopplgselige amylo-
sepulver var meget lett & utskille ved sentrifugering. Ettersom
pulveret var porgst, fikk man ved ekstraksjon tre ganger en sukses-
siv ¢gkning av innholdet av L-fraksjon til 41 %, 62 % resp. 78 %
fra utgangsinnholdet 30 % i utgangsmaterialet. Dette viser at
det var lett & ekstrahere fraksjon K i de indre deler av det po-
rgse amylosepulver.Utbyttet av fraksjon L var dog bare 50 %.

Eksempel 4.Av amylosepulver fremstilt ved sprgytetgrking
av maisstivelseshydrolysat ifglge eksempel 1A ble fremstilt en
25 %'s suspensjon, som ble ekstrahert ved 75°C i 10 minutter.

Som oppl@sningsmiddel ble anvendt en vandig opplgsning som inne-
holdt 7 % n-butanol. Amylosepulveret ble ekstrahert tre ganger.
Innholdet av L-fraksjon i den som utgangsmateriale anvendte
stivelse var 30 %, hvilket innhold gket til 45 %, 59 % resp.75 %
i de etter de tre ekstraksjoner oppnadde amylosepulver. Utbyttet
av fraksjon L var imidlertid bare ca. 50 %. Man fant at butanolen
dket amylosens opplgselighet, at bade L - og K-fraksjonene opp-
lgste seg lett ved de suksessive ekstraksjoner og at selv om inn-
holdet av fraksjon L gket, si& hadde utbyttet av denne fraksjon

en tendens til & minske. Man forsgkte derfor & gjennomfgre. eks-—
traksjonen med en lavere utgangskonsentrasjon i suspensjonen,
nemlig 15 %, og fant at et produkt med et innhold av L-fraksjon
pad 75 % kunne oppndes ved den andre ekstraksjonen, og at utbyt-
tet kunne gkes til ca. 75 %.
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Patentkratw

1. Fremgangsmate for fraksjonering av amyloser i makro-
molekylaer amylose med en polymeriseringsgrad over 50 og lavmole-
kyler amylose med en polymeriseringsgrad under 50, k a r a k -
terisert wved at man med opplgsningsmidler utvalgt blant
gruppen som bestar av varmt vann, en vandig opplgsning av en
alkanol med 3-6 karbonatomer, en vandig oppl@gsning av en fett-
syre og en vandig oppldgsning av aceton, gjennomfgrer en eller
flere ekstraksjoner av tgrkede amyloseblandinger i pulverform
inneholdende amylosemolekyler med forskjellig polymerisasjons-
grad, og at man fraskiller den opplgsningen som inneholder opp-
lgst lavmolekylaer amylose fra den uopplgste, gjenverende makro-
molekylare amylose. ‘

2. Fremgangsmate som angitt i krav 1, karak ter i-
s er t ved at den opplgsning som er oppnadd ved ekstraksjon med
ett eller flere oppl¢gsningsmidler, konsentreres, t¢grkes og pulver-
iseres, hvoretter fraksjoneringen ved ekstraksjon med ett eller
flere opplgsningsmidler gjentas, hvorunder man utvinner den lav-
molekylxzre amylose.

3. Fremgangsmate som angitt i kra? l, karakteri-
s er t ved at man som opplgsningsmiddel anvender vann og/eller
blandinger av vann med alkanoler inneholdende 3-6 karbonatomer
eller ﬁed fettsyrer.

4. Fremgangsmate som angitt i kravl, karakter i-
s e rt ved at den uoppl@gselige, gjenverende makromolekylzre
amylose i pulverform ekstraheres panytt etter gelatinering ved
opphetning, tgrking og pulverisering.
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