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Verfahren zum Abbau von Polysacchariden

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Abbauverfahren von Polysacchariden
mittels eines neuen EnzZyms, '

Das neue Enzym wird angewandt in der Lebensmittelindustrie,
beispielsweise bei der Totalverflﬁssigung von Vegetabilien,
bei der Saft- und Weinindustrie, bei der Zuckergewinnung,
bei der Bierherstellung, fir die Backwarenherstellung, bei
der Alkoholherstellung und fir viele weitere Zwecke,

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Ein Verfahren zur Herstellung sines gereinigten pflanzlichen
Proteinprodukts (pvp) durch enzymatische Entfernung des .
Rickstandes, ohne das Protein zu l0sen und wieder auszufile
len, ist in der BE-PS 882 769 beschrieben. Die Reinheit des
nach dem bekannten Verfahren erhidltlichen pvp ist jedoch -
nicht zufriedenstellend und sollte daher verbessert werden,
In den Beispielen ist eine Reinheit des pvp von ungefdhr 835 %
angegeben, Selbst wenn es mdglich ist, ein pvp mit einer
Reinheit von ungefdhr 90 % nach dem bekannten Verfahren zu
erhalten, ist dies nur mdglich unter Verwendung bestimmter
vorbehandelter Ausgangssubstanzen, z, B, von Sojaprotsinkon-
zentrat. Es ware glnstig, wenn es mdglich wédre, eine Rein-
heit des pvp von Ungeféhr oder {ber S0 ¥ mit einem wesent-
lich breiteren Spektrum an Ausgangsmaterialien zu erhalten,
insbesondere aus enthiilstem und entfettetem Sojemehl.
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Die Erfindung beruht auf der Uberraschenden Feststellung,
daB ein bestimmter Teil des Riickstandzersetzungsproduktes,
wie es wahrend der oben angegebeneh enzymatischen Behandlung
auftritt, d. h, ein wasserlésliches hochmolekulares Kohlen-
hydrat sich teilweise an das pflanzliche Protein anlagert
(bindet), wie spdter naéher erléutert wird, Das fihrt natir-
lich zu einer geringen Reinheit des Proteins, Es hat sich
auch gezeigt, daB dieses hochmolekulare Kohlenhydrat die
Féhigkeit besitzt, sich an Proteine tierischen Ursprungs an-
zulagern, '

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, den Abbau eines hochmolekularen
Kohlenhydrats zu ermdglichen, um eine pvp mit verbesserter
Reinheit herzustellen,

Darlegung des Weseng der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zum
Abbau von Polysacchariden zur Verfiigung zu stellen,

Das Prinzip der Erfindung kann folgendermaBen beschrieben
werden, wobei auf Fig, 1 Bezug genommen wird, in der nur
Produkte; die als ungeldste Feststoffe vorliegen, angegeben
sind, wahrend alle Uberstehenden Fliissigkeiten (und darin
gelésten Stoffe) weggelassen worden sind. Eine Menge Scja~
mehl wurde in zwei gleiche Teile aufgeteilt, Teil I und

Teil II (Spalte a in Fige 1) Teil I wurde proteolytisch bei
einem pH-Wert von ungefdhr 8 mit Hilfe von ALCALASE (einem
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proteolytischen Enzym, das gebildet werden ist von B, lichen-
iformis) abgebaut und dann weiter bei ungefdhr pH 8 gewaschen,
um die Gesamtmenge an Protein zu entfernen, und der Rick=
stand wurde von der Uberstehenden Flissigkeit abgetrennt und
gewaschen (siehe Teil I, Spalten a und b der Fig, 1), Auf
diese Weise wurde ein reiner Rickstand (azls Rickstand I be-
zeichnet) isoliert (Spalte b in Fig, 1), Teil II des Soja-

. mehls wurde nicht behandelt, '

Der Ruckstand in Teil II wird als Rickstand II bezeichnet .
(Spalte b in Fig, 1). Jetzt wurden sowohl Riickstand I als
auch Teil II mit Hilfe einer handelsliblichen Pectinase abge~-
baut (siehe Spalten b und ¢ in Fig, 1). |

Uberraschenderweise hat es sich gezeigt, daB der ungeldste
Teil des Rickstands I wesentlich geringer ist als der unge-
léste Teil des Rickstandes II auf der Basis der Stickstoff-
und Trockensubstanz-Bilanz, siehe Fig, 1, wo die schraffier-
ten Bereiche in Spalte ¢ den unldslichen nicht-Proteinsub-
stanzen in der oben angegebehen Stufe entsprechen, Wenn dar=-
iiber hinaus die Uberstehende Flissigkeit des mit Pectinase
behandelten Rests I mit einer Sojaprotein-Suspension bei

pH 4,5 zusammengebracht wird, wird ein Polysaccharid in der
iberstehenden Fliissigkeit an das Sojaprotein 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 18elich ist, aber beim oder ungefihr
beim isoelektrischen Punkt des Sojaproteins, soweit ein sol=-
ches vorhanden ist; an dieses gebunden wird, wird als SPS
(Soluble Polysaccharide) bezeichnet (siehe Fig, 1}, Das SPS
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begitzt einé'Molekulargewichtsverteilung zwischen 5 x 106
und 4,9 X 104. Die Bildung von isoliertem SPS geht aus denm
in Fig, 2 angegebenen Schema hervor, das auch einen Teil des
in Fig, 1 angegebenen Verfahrens umfalt., So besteht das Pro-
blem darin, ein Enzym zu finden, das imstande ist, das SPS
 in einer solchen Weise abzubsuen, daR die SPS-Abbauprodukte
gich nicht an Sojaprotein anlagefn bzw., in einem wesentlich
geringeren MaR als SPS an SOJaprotein'gebunden wird,

Obwohl in der Beschreibung speziell Sojaprotein erwdhnt wird,
ist die Erfindung nicht auf Sojaprotein beschrankt, sondern
umfabt alle Arten von pflanzlichen Proteinen, siehe z, B.

die in der BE-PS 882 769, Seite 1, angegebenen Proteine,

Es hat sich nun erfindungsgemaB gezeigt, daR es durch Unter=-
suchung ihrer Fahigkeit So0ja-SPS abzubauen, mdglich ist;
Mikroorganismen auszuwéhlén, die imstande sind, eine Verbin-
dung zu bilden, die enzymatische Aktivitét besitzt und im-
stande ist, Soja-SPS abzubauen und die im folgenden kurz als
SPS-ase bezeichnet wird.

Die Erfindung arbeitet daher in erster Linie mit einer SPS-

ase, eine Carbohydrase (Glycosidase) in geeigneter Form,

die imstande ist, Soja~SPS unter entsprechenden Bedingungen

zu Produkten abzubauen, die sich in wissrigem Medium in ge-

ringerem MaBe an Protein anlagern als das Soja=-SPS sich vor

dem Abbau an das gleiche Protein unter entsprechenden Bedin-
gungen angelagert hitte,

Es hat sich ferner gezeigt, daB diese SPS~ase, die fahig
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ist, So0ja-SPS abzubauen, imstande ist, Polysaccharide, die
SPS &hnlich sind und aus Pflanzen (Gemisen und Frichten)
stammen, vbllsténdiger abzubauen als {ibliche Pectinasen und
ibliche Cellulasens,

Der oben verwendete Ausdruck "in einer geeigneten Form" ist
$0 zu verstehen, daB er z, B, ein SPS-ase haltiges Mittel
augschlieft, das toxische Substanzen enthilt oder daR eine
so geringe SPS-ase Aktivitdt besitzt, daB 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 beinm pH-Optimum der betreffenden SPS-ase durchge-
fihrt wird, um einen Abbau von SPS von praktischer Bedeutung
zu erreichen, |

Durch vollsténdige oder teilweise Abtrennung des SPS von dem
erhaltenen pflanzlichen Protein wird die Reinheit des erhale
tenen 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 zur Zeit nicht bekannt, ob die im folgenden beschrie-
bene spezielle SPS-ase ihre enzymatische Aktivitit aus einenm
einzigen Enzym bezisht oder aus einem Enzymkomplex, umfassend
‘mindestens zwei Enzyme, Einige Untersuchungen scheinen dar-
auf hinzudeuten, daf zumindest zwei Enzyme flr die Abbauwir-
Kung der SPS-ase verantweortlich sind, wobei eines diesser
Enzyme nur einen geringen Abbau des SPS hervorrufen kann,
woraufhin ein oder mehrere Enzyme imstande sind,; einen weiter=
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gehenden Abbau des SPS zu erreichen, Die Erfindung soll - je-
doch durch diese Hypothese nicht eingeschrénkt werden,

Die Erfindung betrifft vorzugsweise den Einsatz einer SPS-
ase, die imstande ist, S0ja~-SPS in einem waBrigen Medium zu
Produkten abzubauen, die sich in dem w&Rrigen Medium weniger
stark an pflanzliches Protein anlagern als das So0ja-SPS vor
dem Abbau. Vorzugsweise ist die SPS-ase imstande, Soja=-SPS
in einem w#Brigen Medium mit einem pH-Wert abzubauen, der
nicht mehr als 1,5 von 4,5 abweicht, Die SPS-ase flOhrt zu
Abbauprodukten, 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
wdBrigem Medium anlagern. Die SPS~ase fihrt vorzugsweise zu
einem positiven SPS-ase-Test, wenn sie nach dem spdter ndher
erlauterten Verfahren qualitativ und quantitativ bestimmt
wird, Die SPS-ase wird vorzugsweise gebildet mit Hilfe eines
Mikroorganismus, der zur Gattung Aspergillus, vorzugsweise
zur Art Aspergillus niger, gehdrt, Glnstigerweise ist die
SPS-ase abgeleitet von Enzymen, die gebildet werden kdnnen
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, daB Asp, aculeatus CBS 101,43 auch sehr
wirksame Remanasen, Cellulasen, Pectinasen und Hemicellula-
sen bildet, Ferner hat es sich gezeigt, da8 nicht jeder zu
der Art Aspergillus aculeatus oder Arpergillus japonicus ge-
horende Stamm eine SPS-ase bildet, die fir die Erfindung
brauchbar ist, So konnte, wie sp&ter in der Beschreibung an-
gegeben ist (Abschnitt 5), gezeigt werden, dad der Stamm
Asp, japonicus ATCC 20 236 nicht solche Mengen an SPS-ase
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bildet, die mit Hilfe der enzymatischen Bestimmung von SPS-
ase, wie sie spdter beschrieben wird, nachgewiesen werden
kénnen, Die SPS-ase ist vorzugsweise immunoelektrophoretisch
identisch mit der SPS-ase, die gebildet werden kann von Asp,
aculeatus CBS 101.43 und identifizierbar durch Immunoelektro=-
phorese-Uberlagerungsverfahren (siehe Abschnitte 6 und 7),

Wenn eine SPS-ase mikrobiologisch gebildet wird, wird sie

gebildet im Gemisch mit verschiedenen begleitenden Substan-
zen, insbesondere anderen Enzymen, Wenn dies erwiinscht ist,
kann die betreffende SPS-ase gereinigt werden, z, B, durch
chromatographische Trennungsverfahren, wie spéter niher er-
lautert ist (Abschnitt 8).

——e

In Agr. Biol, Chem. 40 (1), 87 - 92, 1976 ist beschrieben,
daB ein Stamm von Asp, japonicus, ATCC 20236 einen Enzym=
komplex bildet, der imstande ist, einen speziellen Abbau
eines sauren Polysaccharids in SojasoRe, das als APS bezeich-
net wird, hervorzurufen, von dem ein Teil als APS-I bezeich-
net wird, Dieses saure Polysaccharid ist nicht identisch mit
- SPS, wie spdter in Abschnitt 3 ndher erldutert wird, So sind
die HPLC~Gelfiltrations-Chromatogramme von SPS und APS deut=
lich verschieden und daruber hinaus sind die Gelfiltrations-
Chromatogramme von APS, das mit Hilfe von handelsitiblicher
Pectinase, Pectclyase, abgebaut worden ist und von SPS, das
mit deren (blichen Pectinase, Pectolyase, behandelt worden
ist, deutlich verschieden, Dariiber hinaus geht aus dem Arti=-
kel nicht hervor, daB das saure Polysaccharid an das Soja-
protein gebunden ist und daR das abgebaute saure Polysaccha-
rid nicht an das Sojaprotein oder zu einem wesentlich gerin-
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geren Grad an das Sojaprotein gebunden ist als das nicht ab-
gebaute saure Polysaccharid, AuBerdem konnte gezeigt werden,
daR dieser Stamm keine SPS-ase in solchen Mengen bildet, die
mit Hilfe der enzymatischen Bestimmung von SPS-ase, wie sie
spater naher beschrieben ist, nachgewiesen werden kénnen, Das
fuhrte zu einem Vorurteil gegen die Anwendung irgendeines
Stammes von Asp, japonicus als SPS-ase-Bildner, Aber Uber-
raschenderweise hat es sich erfindungsgem3R gezeigt, daB
einige Stamme von Asp, japonicus SPS-ase-Bildner sind, Die
Erfindung betrifft auch das isolierte SPS, das auf der Basis
von rohem pflanzlichen Protein als Ausgangsmaterial gebildet
worden ist,

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

Bei dem erfindungsgem&Ben Verfahren wird vorzugsweise der
Stamm Asp. aculeatus CB8S 101,43 oder Asp, japonicus IF0 4408
in einem N&hrmedium geziichtet. Es ist ferner bevorzugt, daB
dis Zichtung als Submerskultur bei einem pH-Wert im Bereich
von 3 bis 7, vorzugsweise von 4 bis 6 bei einer Tempgeratur

im Bereich von 20 bis 40, vorzugsweise von 25 bis 35 OC'
durchgefihrt wird, wobei das Ndhrmedium Kohlenstoff= und
Sticksfoffquellen sowile anorganische Salze enthalt, Glnstiger-
weilse enthdélt das Nahrmedium zusdtzlich gerdstetes Sojamehl,
Das Sojamehl wird vorzugsweise vor der Verwendung als Kompo-
nente des Substrats mit einem proteolytischen Enzym behandelt,
vorzugsweise einem solchen, das‘mikrobiologisch gebildet wor-
den ist, mit Hilfe von Bacillus licheniformis., Es ist eben-
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falls bevorzugt, daB eine Ldsung von Pectin aseptisch wéh-
rend der Zichtung zu der Fermentationsbriihe zugesetzt wird.

Es hat sich gezeigt, daB Asp. aculeatus CBS 101,43 auch sehr
wirksame den Rﬁcksfand léslich machende Enzyme, Cellulasen,
Pectinasen und Hemicellulasen neben der SPS-ase bildet,

und dal der mit Hilfe von Asp, aculeatus CBS 101,43 gebilde-
te Enzymkomplex auBerordentlich gut geeignet ist als Mittel
zur ZellwandzerstOrung von pflanzlichen Materialien, So kann
der von Asp. aculeatus CBS 101,43 gebildete Komplex ange=-
wandt werden in der Nahrungsmittel verarbeitenden Industrie
zur Behandlung von Frucht- und Gemiisemaische und zur Klarung
und Viskositadtsverringerung bei der Verarbeitung von Fruchte
.saft und Wein mit ausgezeichneten Ergebnissen, Er kann auBer=
dem angewandt werden als Entwasserungsmittel (d. h. Mittel
zum Abbgu von Polysacchariden und damit zur'Freisetzung des
in der polymeren Struktur der Polysaccharide gebundenen Was~
sers (bei der Verarbeitung von Gemisen), Die Erfindung be-
trifft ferner die Verwendung einer SPS-ase cder ein Verfah-
ren zum Abbau von Polysacchariden, vorzugsweise Pflanzen-
Zellwend=-Polysacchariden, mit Hilfe einer Carbohydrase, wo-
bei sin SPS-ase haltiges Mittel nach der Erfindung in einenm
wdlrigen Medium mit einem Substrat fir das SPS-ase-Zuberei-
tung zusammengebracht wird,

S0 hat es sich erfindungsgemadR gezeigt, daB SPS-ase-Zuberei-
tungen wertvolle Enzymzubereitungen zur teilweisen oder volle
sténdigen Verfliissigung oder Abbau von verschiedenen Mate=-
rialien, vorzugsweise pflanzlichen Materialien, z. B, Friich-
ten- und Pflanzen-Abf#llen, die Protein, Cellulose, Hemicel-
lulose (z, Bw Glucane, Xylan, Galactane und Araban), Gummen,
Pectin, Lipide, Inulin, Polyphenole; Starke und Alginate
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enthalten, sind und fir damit verwandte Zwecke konnen alle
Zwecke erwdhnt werden, bei denen heute kommerzielle Pectinaz-
sen und Cellulasen angewandt werden, Einige Beispiele sind
spater angegeben,

Im Zusammenhang mit dem Extraktions;(Isolief);Verfahren, das-
Z. B, in Beispiel 2 beschrieben ist, wurde festgestellt, daB
die SPS-ase-=Zubereitung im wesentlichen Proteinase-frei ist,
auf Grund der Tatsache, daB das gewiinschte Endprodukt, d. h.
das Protein, sonst abgebaut wirde, Ahnlich sollte, wenn an-
dere biologische Materialien als Protein aus einem biologi~-
schen Rohmaterial extrahiert (isoliert) Werdgn, die ange=
wandte SPS-ase-Zubereitung im wesentlichen frei sein von
Enzymen, die diese anderen biolcgiséhen Materialien abbauen.
Solche modifizierte SPS-ase-Zubereitungen kénnen gebildét
werden durch selektive Inaktivierung des unerwiinschten Enzyms,
durch Fraktionierung oder andere an sich bekannte Verfahren.

So ist eine bevorzugte Anwendung nach der Erfindung gekenn-
zeichnet durch die Tatsache, daB der Abbau erreicht wird

durch Isoliefung oder Extraktion eines anderen bioclogischen
Materials als Sojaprotein und verwandte pflanzliche Proteine
aus einem biologischen Rohmaterial, wobei die SPS-ase-Zuberei-
tung im wesentlichen frei ist von Enzymen, die imstande sind,
das biologische Material abzubauen. '

So hat es sich erfindungsgemaB gezeigt, daB die modifizier-
ten SPS-ase-Zubereitungen (modifiziert in dem Sinne, daR sie
im wesentlichen frei sind von Enzymen, die imstande sind, das
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zu extrahierende oder zu isolierende biologische Material
abzubauen) wertvolle Enzymzubereitungen darstellen zur Ex-
traktion (Isolierung) von spezielien biologischen Materia=
lien z, B. Starke, Lipiden, Geschmacksstoffen, Farbstoffen
und Saften aus biologischen Rohmaterialien. Verschiedene
Beispiele hierfir sind sp&ter angegeben,

Erfindungsgen&B ist es bevorzugt, daB eines oder mehrere
der Réaktionsprodukte (unbeachtlich, ob es erwlnschte End-
produkte oder Nebenprodukte sind) gleichzeitig mit oder nach
der Enzymbehandlung weiterbehandelt werden., Hierdurch wird
elne flexiblere und besser anpaBbare Arbeitsweise ermég-
licht, Diese weitere Behandlung ist vorzugsweise eine alko-
holische Fermentation, wenn eines der Reaktionsprodukte ein
fermentierbarer Zucker ist, Hierdurch erhalt man ein billi-
ges Verfahren zur Herstellung von Alkohol.

‘Um das Wesen der Erfindung ndher zu erladutern, wird auf die
folgenden Abschnitte 1 bis 4 Bezug genommen, die jeweils
Details im Zusammenhang mit der Erfindung beschreiben:

1. Hersteliung von SPS,

2+ Charakterisierung von 8PS, insbesondere Molekulargewichtg=~
verteilung,

3. Reinigung eines SPS-ase-Zubereitung,

4, Abhangigkeit der SPS-ase-Aktivita* von pH-Wert und Tem-
peratuy sowie Stabilitdt der SPS-aseg
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Abschnitt 1

Herstellung von SPS

Wie oben erwdhnt, kann das Ausgangsmaterial fir die Herstel-
lung von SPS Scjariickstand (Bestandteile auBer Protein)
sein, Daher wird in erster Linie die Herstellung von Soja-
rickstand beschrieben,

Sojariickstand ist die Protein-freie Kohlenhydrat-Fraktion
(die in der Praxis kleine Mengen an Lignin und Mineralien
enthalten kann) in entfettetem und enthilstem Sojamehl.
‘Diese Kohlenhydratfraktion ist unléslich in einem wé&Brigen
Medium bei pH 4,5 und kann auf folgende Weise hergestellt
werden; wobei auf das FlieRschema 1 verwiesen wird,

Entfettetes Sojamehl wird in entionisiertem Wasser von

50 9%C in einem Gewichtsverhdltnis Sojamehl zu Wasser =

1 : 5 in einem Tank mit einem pH-Stat unter Temperaturrege-
lung 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, licheni-
formis mit einer Aktivitadt von 0,6 Anson-Einheiten/g, be=-
stimmt nach dem Anson-Verfahren, beschrieben in Novo Enzyme
Information IB Nr, 058 e-GB), eine Hydrolyse unter konstan=
tem pH-Wert durchgefihrt, wobei das Verhaltnis Enzym : Sub-
strat 4 % der Menge an Protein in dem Sojamehl (II) be~
trégt, Nach einer Hydrolysezeit von 1 h wird die Aufschlam-
mung abzentrifugiert (III) und gewaschen (IV), wobei diese
MaBnahmen zweimal wiederholt werden (V, VI, VII), Die so
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erhaltene Aufschlammung wird ein weiteres Mal 1 h mit Alkal-
se 0,6 L hydrolysiert (VIII, IX), &hnlich wie oben angege-
ben., Dann wird die Aufschlémmung abzentrifugiert (X) und
zweimal gewaschén (XTI, XII, XII, XIV), und die nach der
letzten Waschstufe erhaltene Aufschlammung (6) sprihgetrock-
net (XV). Das so erhaltene sprihgetrocknete Pulver ist der
Sojariickstand, der als Ausgangsmaterial zur Herstellung von
SPS dient,

SPS ist die wasserldsliche Polysaccharid=Fraktion, die er-
halten wird durch Ubliche Behandlung des oben angegebenen
Sojariickstandes mit Pectinase, Das SPS wird auf folgende
Weise mit Hilfe der im folgenden angegebenen 14 Reaktions-
stufen erhalten, Hierbei wird auf das FlieBschema 2 Bezug
genommen,

i. Der Gehalt an trockenen Bestandteilen in dem oben erwahn-
ten Sojarlckstand wird bestimmt und der Sojarickstand
mit Wasser auf einen Gehalt von 2 @ Feststoffe verdinnt
und in einem Tank mit Temperaturregelung auf 50 °%c ge-
halten, '

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

3+ Poctinex Super conc., L wird in einer Menge von 200 g/kg
" Feststoffe zugegeben (eine handelsibliche Pectinase mit
giner Pectinase-Aktivitat von 750 000 MOU, bestimmt nach
dem Prospekt “Determination of the Pectinase units on
Apple Juice (MOU)" vom 12, 6, 1981), Es wird ferner Cel-
luclast 200 L in einer Menge von 20 g/kg Trockensubstanz
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zugegeben (elne handelslibliche Cellulasé, beschrieben in
dem Prospekt Novo Enzyme, Informationsblatt B 153-e~GB
1000, Juli 1981).

Der Tankinhalt wird 24 Stunden unter Rihren auf 50 %
gehalten.

Die Enzyme werden durch Erhdhung des pH-Wertes auf 9,0
mit 4n NaOH inaktiviert, Das Reaktionsgemisch wird 30 min
stehengelassen und der pH-Wert dann wieder mit 6n HCl auf
4,5 eingestellt,

Das Reaktionsgemisch wird zentrifugiert und sowohl das
Zentrifugat (lberstehende Fliissigkeit) als auch der Rick=-
stand (Schlamm) gesammelt,

Das Zentrifugat aus Stufe 6 wird zur Untersuchung lber
eine Filterpresse filtriert (das Filter wurde vor der
Filtration mit Wasser gewaschen),

Das Filtrat wird ultrafiltriert, diafiltriert und noch=-
mals ultrafiltriert lber eine Membran mit einem Trennwert
von 30 000, wobei die folgenden Parameter angewandt wer=
den:

1. Ultrafiltration auf eine Volumenkonzentration von e

2 Diafiltration, bis der Prozentsatz an Trockensubstanz
in dem Permeat O betrigt (O ° Brix).
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3. Ultrafiltration auf ungefahr 15 % Feststoffgehalt in
dem Konzentrat,

Die Températur betragt 50 %, der pH~Wert 4,5 und der
mittlere Druck 3 bar,

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

10. Der Niederschlag wird mit Hilfe einer Zentrifuge gesam-
melt,

11, Der Niederschlag wird zweimal mit 50 % (Vol/Vol) Etha=-
nol in Hzo gewaschen, entsprechend dem Volumen des Zen-
trifugats aus Stufe 10, d, h, es werden zwei Zentrifu-
gierstufen durchgefihrt,

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

13, Die Flissigkeit der Stufe 12 wird zur Untersuchung Uber
ein Glasfilter filtriert.

14, Das klare Filtrat, enthaltend reinse SPS, wird lyophili-
siert, -
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Abschnitt 2

Charakterisierung von SPS und besonders Molekulargewichts=
verteilung

Durch Gel-Chromatographie mit Hilfe einer HPLC-Vorrichtung
(Waters Pumpe Model 6000, Waters Daten Modul 730 und Waters
Refraktometer R 401) wurde die Molekulargewichtsvertéilung
des SPS, dessen Herstellung wie in der Beschreibung angege-
ben, durchgeflihrt wurde, bestimmt (Fig, 4). Mit Hilfe der
gleichen Methode wurde auch die Molekulargewichtsverteilung
der mit Hilfe von SPS-ase erhaltenen Abbauprodukte von SPS
bestimmt (Fig. 5). AuBerdem wurde mit Hilfe der gleichen
Methode der Anlagerungseffekt zwischen Sojaprotein und SPS
(Fig. 6) und das Nichtvorhandensein des Anlagerungseffektes
zwischen Sojaprotein und SPS, das mit Hilfe des erfindungs-
gemdBen Mittels abgebaut'worden war (Fig. 7), gezeigt,

Die Eich-Kurve (der Logarithmus des Molekulargewichts gegen
Re, wobei der RfQWert fiir Glucose willkiirlich als 1 definiert
ist und der Re-Wert fir ein spezielles Dextran als die Re=-
tentionszeit fiir dieses Dextran, dividiert durch die Reten=
tionszeit fir Glucose, definiert ist) wurde konstruiert mit
Hilfe verschiedener Standard-Dextrane mit bekanntem Moleku=
largewicht (T 4, T 10, T 40, T 70, T 110, T 500), Der R.-Wert
fir das Maximum jedes Dextran-Peaks wurde festgestellt und
das entsprechende Molekulargewicht berechnet als ﬁ@ . ﬁn,
wobei ﬁ@ das Gewichtsmittel des Molekulargewichts und ﬁh

das Zahlenmittel fiur das Molekulargewicht ist, Als Eluens

fur dieses Chromatographieverfahren wurde 0,1m NaNOs-Lésung
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angewandt, Die fir die Chromatographie angewandten Sdulen
waren 60 cm PW 5000 und anschlieRend 60 cm PW 3000. Auf die-

e Weise wurde die Beziehung zwischen dem Molekulargewicht
und dem Re-Wert flr die oben angegebenen Dextrane aufge-
stellt, siehe Fig. 3.

Auf der Basis der Fig., 4 kann berechnet werden, daR SPS eine
Molekdlargewichtsverteilung besitzt, die zu einem Wert von

: ﬁﬁ von ungeféhr 5,4 x 105 und einem Wert fUr M von ungefahr
442 X 10% flhrt. Aus dieser Figur geht auch hervor, daB das
Chromatogramm zwei deutlich Peaks bei Retentionszeiten von
34,5 min (6 %), entsprechend einem Molekulargewicht von un-
gefdhr 5 x 106 und eine Retentionszeit von 47,12 min (67 %) .
entsprechend einem Molekulargewicht von rund 4,9 x 104
zeigt, Aus dieser Kurve geht hervor, daB zwischen diesen
beiden Peaks eine Schulter existiert, bei einer Retentionse
zeit von 41,25 min (27 %), entsprechend einem Molekularge-
wicht von 2,8 x 105.

Nach dem Abbau des SPS mit SPS~ase wurde das Hydrolysege-
misch durch eine Membran filtriert und das Filtrat chromato=
graphiert, Es zeigte sich, daR ungefshr 55 % des SPS zu
Mono-, Di- und Trisacchariden abgebaut waren, und da® die
verbleibenden 45 % zu einem Polymer abgebaut worden waren
mit drei Peaks mit den folgenden i Wolekulargewichten- 5 x 104
104 und 4,4 X 103, siehe Fig. 5.

Un den Anlagerungs- bzw, Bindungseffekt zwischen Sojaprotein
und SPS zu zeigen und die wesentliche Verringerung des An-
lagerungseffektes zwischen Sgiaprotein und SPS, das mit
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Hilfe einer SPS-ase abgebaut worden war, wurden die fdlgen-
den Versuche durchgefihrt:

3 % SPS in 0,10m Acetatpuffer bei pH 4,5 wurden zu einer
Aufschlammung von Sojaisclat (Purina E 500) gegeben, um eine
Suspension mit einem Verhdltnis Isolat zu SPS von 10 : 1 zu
erhalten, Diese Suspension wurde 18 h auf einem Schiittelbad
bei 50 °C inkubiert, Nach der Inkubation wurde die Suspen-
sion zentrifugiert und die klare Uberstehende Fliigssigkeit
durch HPLC, wie oben beschrieben, analysiert. Aus einem Ver=-
gleich der Fig, 6 mit Fig, 4 geht hervor, daB das SPS voll-
stéandig an das Sojaisolat adsorbiert ist.

Das gleiche Verfahren, wie in dem vorhergehenden Absatz an=
gegeben, wurde mit einer 3prozentigen SPS-Ldsung durchge-
fihrt, die mit einer SPS-ase hydrolysiert worden war, die
gebildet worden war von CBS 101.43 (Fig, 7). Ein Vergleich
zwischen Fig. 7 und Fig., 5 zeigt, daB keine Verbindung in
dem hydrolysierten SPS mit einem Molekulargewicht unter etwa
10% an das Sojaisolat adsorbiert war. Die Hydrolyse verrin-
gert die quantitative Anlagerung auf etwa 10 bis 15 %, be-
'zogen auf die Anlagerung von SPS an Sojaprotein.-

Die NMR-Analyse des SPS, dessen'Herstellung wie in der Be-
schreibung angegeben, durchgefiihrt wurde, zeigt die folgende
ungefdhre Zusammensetzung des SPS,

1, &« =Galcturonssure in einer Menge von etwa 45 %, wobei
ungefahr 40 ¥ der Gesamtmenge der o« -Galacturonsiure
als Methylester vorliegen,
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2. Rhamnopyranose in einer Menge von ungefdhr 20 %.
3, Galactopypranose in einer Menge von ungeféhr 15 % und
4. B=Xylopyranose in einer Menge von ungeféhr 20 %.
Die Bestandteile scheinen in einer Struktur vorzuliegen, um=-
fassend eine Rhamnogalacturon-Hauptkette und Seitenketten
augs Xylose und Galactose,’
Eine vollstédndige saure Hydrolyse von SPS (8 h in 1 n
H2504) und anschlieBende Analyse durch Dinnschichtchromato-
graphie (TLC) zeigte, daf auch kleinere Mengen der Mono=-

saccharide Fucose und Arabinose in dem hydrolysierten SPS
vorhanden waren.

Die HPLC-Analyse des SPS, das durch den SPS-ase-Enzymkomplex,

der von CBS 101,43 gebildet war, abgebaut worden war, zeig-
te eine starke Reduktion des Molekulargewichts. In Uberein-
stimmung damit, zeigte das NMR-Spektrum des wie oben angege-
benen abgebauten SPS, daB der Hauptteil der Estergruppen
verschwunden war und daf auch der Gehalt an Xylose und Ga-
lactose in dem hdhermolekularen Material abgenommen hatte.
Das NMR-Spektrum des Teils des SPS-Abbauproduktes, der
durch Zugabe von einem Volumen Ethanol zu einem Volumen
SPS~Abbauprodukt ausfallt, ist ahnlich dem NMR-Spektrum des
SP8 mit den oben erwdhnten Modifikationen bezliglich der
Estergfuppen und des Gehalts an Xylose und Galactose,
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Abschnitt 3

Reinigung einer SPS-ase-Zubereitung

Die Reinigung der SPS-ase-Zubereitung KRF 92 (siehe Beispiel
1) wurde durch Ionenaustausch durchgefihrt, Der Puffer war
50 mMTris (Tris~hydroxymethylaminomethan), der mit HCl auf
pH 7,0 éingestellt'war. Die Sdule war eine K-5/30-Géule,

Das Ionenaustauschermaterial war DEAE-Trisacryl (300 ml).
Die DurchfluBgeschwindigkeit betrug 100 ml/h.

15 g der SPS-ase-Zubereitung KRF 92 wurden in 450 ml H,0

bei 6 °C geldst und alle weiteren angegebenen Verfanrens-
stufen zwischen 6 und 10 °C durchgefihrt, Der pH-Wert wurde
mit 2 m Tris auf 7,0 eingestellt, Die Saule wurde mit dem
Puffer aquilibriert und dann die SPS-ase-Probe auf die Siule
aufgegeben. Die optische Dichte (00280) und die Leitfidhig-
keit wurden an dem Eluat gemessen (siehe Fig, 12), Die Frak-
tion 1 war das Eluat, das nicht an das Ionenaustauscher-
material gebunden war. Dann wurde die Szule mit 2000 ml Puf-
fer 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 Leitfahigkeit von

2 mSi dialysiert, Dann wurden die 9 Fraktionen gefrierge-
trocknet, Nur die Fraktionen 1 und 2 zeigten SPS-ase-Aktivi-
tat.

Die Fraktion 1 wurde weiter durch Gelfiltration gereinigt.

. 1,5 g der Fraktion 1 wurden in 10 ml 50 mM Natriumacetat,
pH 4,5 (500 mM KC1) gelést., Die Sdule war eine 2,5 x 100-cm-
Sdule. Das Fillmaterial fir die Gelfiltration war Sephacryl
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§-200, Die DurchfluBgeschwindigkeit betrug 30 ml/h, Die

- Fraktionen, die Substanzen mit Molekulargewichten zwischen
70 Q00 und 100 000 enthielten, geeicht mit Globular Prote=-
inen, enthielten einen Enzymkomplex, der als Faktor G be-
zeichnet wird und der bei Untersuchung nach dem gualitati-
ven Agar-Test SPS nicht abbauen kann, SPS wird jedoch nach
dem qualitativen Agar-Test abgebaut, wenn der Faktor G mit
einer Pectinase vermischt wird, Es hat sich gezeigt, daB der
Faktor G imstande ist, Galactose, Fucose und einen Teil der
Galacturonsdure von SPS abzuspalten, aber das Hauptabbau-
produkt ist entsprechend der HPLC~-Analyse noch ein hochmole-
kulares Produkt, das SPS sehr ahnlich ist.

Abschnitt 4

Abhsngigkeit der Aktivitdt von pH-Wert und Temperatur sowie
Stabilitst einer SPS-ase

Fige 13 zeigt die pH-Wert-Abhangigkeit der Aktivitsit der
SPS-ase-Zubereitung KRF 68, Von pH 2,7 bis pH 3,5 wurde ein
Ameisensd@ure-Puffer angewandt und von'pH 3,7 bis 5,5 ein
Acetat-Puffer, ' ‘

Fig. 14 zeigt die Abhéngigkeit der Aktivitit von der Témpe-
ratur der SPS-ase-Zubereitung KRF 68,

Figs 15 zeigt die Temperatur-Stabilitat der SPS-ase-Zuberei-
tung KRF 68,
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Ausfihrungsbeispiel

Zur naheren Erliuterung der Erfindung wird auf die folgenden
Beispiele 1 bis 8 verwiesen, wobei Beispiel 1 die Herstel-
lung von SPS-ase erliutert und die Beispiele 2 bis 8 die An-
wendung der SPS-ase auf ein Soja—Ausgangsmaferial erlautern,
um ein gereinigtes pflanzliches Protein zu erhalten, Andere
Anwendungen der SPS-ase sind in dem Abschnitt zwischen Bei-
spiel 8 und der Zusammenfassung der Figuren angegeben,

Es wurden einige Fermentationen mit den hier angegebenen
Stammen von Asp. aculeatus und Asp, japonicus im LabormaR-
stab durchgefithrt. Hierbei erhielt man Mittel, enthaltend
SPS-ase, entsprechend dem-hier angegebenen SPS-ase-Test, Da
jedoch verhéltnism&fig groBe Mengen an SPS-ase erforderlich
sind, um Anwendungsversuche durchzufihren, wurden Zhnliche
Versuche im PilotmaBstab durchgefiihrt, siehe das folgende
Beispiel 1. '

Beispiel 1
Herstellung von SPS-ase in einer Pilotanlage

Eine SPS-ase wurde durch Submers-Fermentation von Aspergil-
lus aculeatus CBS 101.43 hergestellt.’

In einem Fernbach~-Kolben wurde ein Agar-Substrat der folgen-
den Zusammenstellung hergestellt:

Pepton Difco 6 g
Aminolin Ortana 4 g
Glucose ig

Hefeextrakt Difco 34
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Fleischextrakt Difco 1,5 g
KH2P04 Merck 20 g
Malzextrakt Evers ' 20 g
entmineralisiertes H,O ad 1000 mi

2

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 DC)
gezlichtet, Die Sporen von der Schriage wurden in sterilisier-
ter Magermilch suspendiert und die Suspension in Glisern lyo-
philisiert. Der Inhalt einer Ampulle mit lyophilisiertem In-
halt wurde in den Fernbach-Kolben gegeben, Der Kolben wurde
13 Tage bei 30 °C inkubiert. |

Es wurde ein Substrat mit der folgenden Zusammensetzung in
einem 500 1 Impf-Fermenter hergestellt,

Ca003 1,2 kg

- Glucose 7.2 kg
Rofec (Maiswasser-Fest-

stoffe) 346 kg

Sojabohnendl 1,2 kg

Leitungswasser wurde bis zu einem Gesamtvolumen von ungefahr
240 1 zugegeben, Der pH-Wert wurde vor der Zugabe von CaCO
- auf ungefshr 5,5 eingestellt, Das Substrat wurde in dem

Impf-Fermenter 1 h bei 121 °C sterilisiert. Das Endvolumen

3
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vor der Beimpfung betrug ungefahr 3C0 1.
Die Sporensuspension aus dem Fernbach-Kolben wurde in den
Impf-Fermentor Gberfihrt, Die Bedingungen der Impf-Fermen-
tation wareni ' ‘
Fermentortyp: Ublicher belufteter und gerthrter Fermenter

mit einem Verhaltnis Hohe : Durchmesser ven
ungefahr 2,3.

Ruhren: ‘ 200 UpM (zwei Turbinen-Propellerrithrer)
Beluftung: 300 Normal Liter Luft pro Minute
Temperatur: 30 bis 31 °C

Druck: 1,5 bar (0,5 ato)

Zeit: etwa 28 h

Ungefshr 28 h nach der Beimpfung wurden 150 1 aus dem Impf-
Fermenter in den Hauptfermenter Gberfihrt,

In einem 2 500 1 Hauptfermentor wurde ein Substrat der fol=-
genden Zusammensetzung hergestellt:

Gerdstetes Sojamehl 90 kg
KH,PO,, : ‘ 20 kg
Pluronic 150 ml

Leitungswasser wurde bis zu einem Gesamtvolumen von etwa
900 1 zugegeben, Das gerdstete Sojamehl wurde in Wasser
suspendiert, Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 einge-
stellt und die Temperatur auf 50 OC 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
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(N32003 Zugabe) ohne Beliftung unter Normaldruck (null ato)
und Rihren mit 100 UpM gehalten. AnschlieBend wurden die
restlichen Bestandteile des Substrats zugegeben und der pH- -
Wert mit Phosphorsédure auf ungefshr 6,0 eingestellt, Das
Substrat wurde in dem Hauptfermenter 1,5 h bei 123 %C steri-
lisiert, Das Endvolumen vor der Beimpfung betrug ungefshr
1080 1,

Dann wurden 150 1 Impfkultur zugesetzt.
Die Fermentationsbedingungen waren:
Fermentertyp: Ublicher beliifteter und geriihrter Fermenter

mit einem Verhaltnis Hohe Durchmesser von
ungefahr 2,7

Rihren: 250 UpM (zwei Turbinen-Propellerriihrer)
Beliftung: 1200 Normal Liter Luft pro Minute
Temperatur: 30 °C

Druck: -~ 1,5 bar (0,5 ato)

Zeit: etwa 151 h

Zwischen ungeféhr 24 und ungefahr 116 h der Fermentation wur-
de eine Pectinldsung aseptisch zu dem Hauptfermenter mit konw
stanter Geschwindigkeit von ungefshr 8 1/h zugefihrt, Die
Pectinldsung der folgenden Zusammensetzung wurde in einen

500 1 Dosierungstank hergestellt:

X)

Pectin genu 22 kg
Phosphorsiure,

konz, » 6 kg
Plurpnic 50 ml

%) Geny pectin (Citrus-Typ NF)
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Leitungswasser wurde auf ein Gesamtvolumen vontetwa 325 1 zu-
gegében, Das Substrat wurde in dem Dosierungstank 1 h bei

121 °C sterilisiert. Das Endvolumen vor dem Beginn der Dosie-
rung bzw. Zugabe betrug ungefahr 360 1, Nach Auslauf dieser
Menge wurde ein zweiter dhnlicher Ansatz hergestellt. Das CGe-
samtvolumen an Pectinlésung flr eine Fermentation betrug un-
gefahr 725 1.

Nach ungefshr 151 h langer Fermentation wurde die Fermenta-
tion abgebrochen. Die ungefahr 1850 1 Kulturbrihe wurden auf
ungefahr 5 % gekithlt und die Enzyme nach dem folgenden Ver-
fahren gewonnen,

Die Kulturbriihe wurde mit Hilfe eines Vakuum-Trommelfilters
(Dorr Oliver), das mit Filterhilfe (Hy-flo-super-cel Diatome-
enerde) beschichtet war, filtriert, Das Filtrat wurde durch
Eindampfen auf ungefdhr 15 % des Volumens der Kulturbrihe
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 be-
zeichnet), Das Filtrat wurde mit 561 g (NH4)2804/1 bei pH
5,5 auggef&allt und 4 % Hy-flo-super-cel Diatomeenerde als
Filterhilfe zugegeben, Der Niederschlag und die Filterhilfe
wurden durch Filtration {ber ein Rahmenfilter getrennt, Der
Filterkuchen wurde in Wasser geldst und unldsliche Bestand-
teile Uber ein Rahmenfilter abfiltriert. Das Filtrat wurde
(check) filtriert, Uber eine Seitz-Filterfolie (fype supra
100) mit 0,25 % Hy-Flo=-super-cel als Filterhilfe (in der
folgenden Tabelle als Filtration II bezeichnet). Das Filtrat
wurde Uber eine Ultrafiltrationsvorrichtung diafiltriert,
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Mach der Diafiltration wurde die Flissigkeit auf einen Fest-
stoffgehalt von 12,7 9 eingeengt (in der folgenden Tabelle
als Feststoffgehalt im Konzentrat bezeichnet).

Eine fakultative Basenbehandlung zur teilweisen Entfernung
der Proteaseaktivitédt kann zu diesem Zeitpunkt durchgefihrt
werden, Im Fall, da die Basenbehandlung angewandt wird,
wird sie 1 h bei einem pH-Wert von 9,2 durchgefihrt, worauf-
hin der pH~Wert auf 5,0 eingestellt wird,

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

Es wurden vier Fermentationsansdtze in der unten angegebenen
Weise durchgefiihrt, wobei der flir die Fermentation ange-
wandte Stamm, die Durchflihrung der fakultativen Basenbehand-
lung und andere Parameter verindert wurde, wie in der fol-
genden Tabelle angegeben,

Mikro= Basen- Code Konzegtretign (%) | Fest= 3
organismus [Behandlung] Nr, g:; Fllterhllfé Z:;:§; g
Ja  nedn FII- [Aus- | Fil- |-" ¥
tra= |fal= | tra- igg: 2
Elon lung E;on trat g
CBS 101.43 X | KRF 681 0,5 5 G,2 128
ATCC 20236 x | KRF 74} 2,0 | 4 0,4 | 7,5
IFD 4408 X KRF 8311,0 1 5 0,25§12,4 x)
CBS 101.43 X KRF 921 0,25} 4 0,25¢12,7
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X) ‘
Nach der Filtration zur Keimverringerung wird das Konzen-

,trat'im Verhaltnis 1 : 2,3 eingeengt. Ein kleinerer Teil
des eingeengten Filtrats wurde spriihgetrocknet und der ver-
bleibende Rest wurde gefriergetrocknet,

Um die Proteaseaktivitét weiter zu verringern, wurden einige
~der oben angegebenen Zubereitungen wie unten angegeben be-
handelt, wobei nur eine der drei Alternativen A, B und C
“durchgefiihrt wurde,

As 100 g SPS-ase- Zubereitung werden in 1 1 entionisiertenm
Wasser unter Rihren bei 10 °%¢ ¥ 2 % geldst, Der pH-Wert |
wird mit 4n NaOH auf 9,1 eingestellt, Diese Basenbehandlung
wird 1 h lang durchgefiihrt, Der pH-Wert wird dann mit Eig-
essig auf 4,5 eingestellt und das Gemisch gegen eiskaltes
~entionisiertes Wasser bis zu einer Leitfadhigkeit von 3 mSi
‘dialysiert, Dann wird (das Péodukt) gefroren und lyophili-
siert.

B. 500 g SPS-ase-Zubereitung werden in 4 1 entionisiertenm
Wasser unter Rihren bei 10 °C + 2 % geldst, Der pH-Wert
wird mit 4n NaOH auf 9,1 eingestellt, Diese Basenbehandlung
wird 1 h lang duréhgefﬁhrt, Der pH-Wert wird mit Eisessig
auf 5,0 eingestellt., Das erhaltene Material wird lyophili-
siert,

C. 50 g SPS~ase-Zubereitung werden in 400 ml entionisisrtem
Wasser unter Rihren bei 10 % + 2 °c geldst, Der pH-Wert
wird mit 4n NaOH auf 9,1 eingestellt, Diese Basenbehandlung
wird 1 h lang durchgefihrt, Dann wird der pH-Wert mit Eis-
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essig auf 5,7 verringert. Das erhaltene Material wird lyo-
philisiert,

Als Ausgangssubstanz fiir Basen=

die Basen-Behandlung an- Behandlung

gewandte SPS-ase-Zuberei-

tung A B c Code~Nr,

KRF 68 X KRF 68 BII

KRF 68 | x KRF 68 BIII

KRF 92 :
i

Die oben angegebenen Zubereitungen werden in der folgenden
Tabelle durch ihre Enzymaktivitaten nach der Erfindung cha-
rakterisiert.,



e 5 53 o o

o -
er9 e °

63 376 12

- 34 -
Enzym=-
Aktivitat KRF 68  KRF 68 BIT KRF 68 BIIT KRF 74
jie g

Platten=
SAE Test + + + -

~ Quantita=

tiver Test 350 301 349 Q
SRU 737 507 481 142
SRUM, 54 2125 1560 1720 - 578
HUT pH 3,2 67000 105 339 1630
cx’ 8000 8044 9396 1320
PU 110300000 8000000 8800000 840000
PGE 119400 72000 77700 4100
UPTE 78100 83700 76900 15130
PEE 840 910 770 370
'VHCU 1600000 4100000 1000000 65000
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Enzym-
Aktivitat
je g KRF 83 KRF 92  KRF 92 BI

Platten=
SAE Test * * *

Quantita=-

tiver Test . 168 476 430
SRU 683 626 757
SRUM120 ,753 1640 1030
HUT pH 3,2 12800 5960 397
Cx 8040 5700 3092
PU 7500000 8400000 7600000
PGE 64600 60000 68800
UPTE 327000 | 44000 62400
PEE 680 1000 780
VHCU 2200009 1100000 742000
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Beisgiel 2 (Anwendungsbeispiel)

Dieses Beispiel beschreibt die Bildung eines p.v.p. aus
einem enthiilsten und entfetteten Sojamehl "Sojamel 13", Der
Feststoffgehalt dieses Mehls betrug 94,0 %, und der Gehalt
an (N x 6,25) auf Feststoffbasis betrug 58,7 %. Das Soja-
mehl 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 suspendiert
und unter Rihren bei 50 °C gehalten und der pH-Wert mit
Hilfe von 7,5 ml 6 n HCl auf 4,5 eingestellt, 50 g einer
Lésung, enthaltend 4,00 g der erwdhnten SPS-ase-Zubereitung,
wurdenﬂzugegeben und das Reaktionsgemisch dann 240 min bei
50 ¢ gerﬁhrt. Das Gemisch wurde dann in einer Laborzentri-
fuge (Beckmann Model J-6B) 15 min bei 3000 x g zentrifu-
giert, Die Uberstehende Flissigkeit wurde gewogen und nach
Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffgehalt untersucht,
Die feste Phase wurde dann mit einem Volumen Wasser ent-
sprechend der bei der ersten Zentrifugation erhaltenen Men-
ge an Uberstehender Flussigkeit gewaschen. Diese Operation
wurde zweimal durchgefihrt. Die feste Phase wurde dann ge-
friergetrocknet, gewogen und nach Kjeldahl auf N sowie auf
den Feststoffgehalt untersucht, Die bei dem Versuch erhal-
tenen Ergebnisse geheh aus Tabelle 2.1 hervor:
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Tabelle 2.1 Ergebnisse

Komponente Menge N x 6,25 Fest- Ausbeute Ausbeute an

g %) stoffe an Pro- Feststoffen
(% tein (%)
(%)
Sojamehl 85,2 55,2 94,0 100 100
SPS-age=
Zubereitung 4,00 75,6 - - 6,4 -
1. Zentrifugat 666 1,50 5,04 21,2 42,0
PeVeDo 44,5 87,5 85,7 82,7 53,2 —.

S0 erhielt man ein PeV.pe. mit einer Proteinreinheit, d, h,
N x 6,25, bezogen auf die Feststoffe, von 91,4 % und mit
einer Gesamtausbeute an Protein von 83 %o

‘Beispiel 3 (Anwendungsbeispiel)

Dieses Beispiel wurde durchgefihrt, um die Proteinausbeuten,
die Nihrstoffqualitat und einige funktionelle Eigenschaften
von Sojaproteinprodukten zu vergleichen, die nach den fol-
genden drei Verfahren hergestellt worden waren,

A. Ubliche isoelektrische Ausfédllung zur Herstellung von
Sojaprotein-Isolat,

B. Obliche isoelektrisches Waschverfahren zur Herstellung
von Sojaprotein-Konzentrat,
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C. Isoelektrisches Waschverfahren nach der Erfindung, um-
fassend ein den Riickstand ldsendes Enzym zur Bildung von
PeVeDoe

Um einen wirklichen Verglelch des erfindungsgemé&Ben Verfan-
rens (C) mit den Ublichen Verfahren fir Sojaprotein (A und B)
- zu erhalten, wurde das gleiche Ausgangsmaterial in allen
drei Fallen angewandt, Die Versuche wurden auch so durchge-
fahrt, daB entsprechende Temperaturen und Behandlungszeiten
in allen drei F3llen angewandt wurden, Lediglich die pH-Werte
waren unterschiedlich auf Grund der fundamentalen Unter-
schiede zwischen den drei Versuchen,

A, Ubliche isoelektrische Ausfallung zur Hderstellung von
 Sojaprotein-Isolat

425,8 g Scjamehl wurden in 3574,2 g Leitungswasser bei 50 %
extrahiert; der pH-Wert wurde mit 20,1 g 4n NaOH auf 8,0
eingestellt, Nach 1stindigem Rihren wurde die Aufschlémmung
bei 3000 x g 15 min unter Verwendung von 41-l-Bechern in
einer Laborzentrifuge (Beckmann Model J-68) zentrifugiert,
Das Zentrifugat I und der Niederschlag I wurden gewogen,

Der Niederschlag I wurde wieder mit Wasser auf ein Gesamtge=-
wicht von 4000 g extrahiert, Die Temperatur wurde auf 50 °C .
gehalten, der pH-Wert mit 4n NaOH auf 8 eingestellt und die
Aufschlammung 1 h gerilihrt, Das Gemisch wurde zentrifugiert
und das Zentrifugat II und der Niederschlag II wie oben ge~
wogen, Von den Zentrifugaten I und II und dem Niederschlag
I1 wurden Proben entnommen nach Kjeldahl und auf den Fest=
stoffgehalt untersucht, AnschlieBend wurden die Zentrifugate
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I und II vermischt und suf 50 °C gehalten., Das Protein wur-
de dann isoelektrisch bei pH 4,5 mit Hilfe von 45 g &n HCl
ausgefallt, Nach istindigem Rihren bei 50 °C wurde das Pro-
tein durch 15 min langes Zentrifugieren bei 3000 x g gewoha
nen, Das Zentrifugat III wurde gewogen und nach Kjeldahl

auf N sowie auf den Feststoffgehalt ahalysiert. Die feste
Phase III wurde gewogen und mit Wasser in einer Menge ent=
sprechend dem Gewicht des Zentrifugats I gewaschen. Der
Waschvorgang wurde durchgefiihrt durch 1 stiindiges Rihren
bei 50 °C. Das gewaschene Protein wurde durch 15 min langes
Zentrifugieren bei 3000 x g gewonnen, Das Zentrifugat IV
wurde nach Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffgehalt
analysiert, Die feste Phase wurde in 1550 g Wasser von

s0 % suspendiert und der pH-Wert mit 17 g 4n NaOH auf 6,5
eingestellt, Das Gemisch wurde 1 h gerlhrt und der pH-Wert,
soweit erforderlich, wieder auf 6,5 eingestellt, SchlieR-
lich wurde das Produkt gefriergetrocknet, gewogen und nach
Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffgehalt analysiert, Die
Berechnungen der Mengenbilanz sind in Tabelle 3.1 angegeben,
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B, Isoelektrisches Waschverfahren zur Herstellung ven Soja=
protein-Konzentrat

425,6 g Sojamehl wurden in 3574 g Wasser von 50 % gewaschen.
Der pH-Wert wurde mit 44,8 g 6n HCL auf 4,5 eingestellt, Das
Waschen wurde 4 h unter Rihren durchgefiihrt. Die Aufschlim-
mung wurde dann 15 min in einer Laborzentrifuge (Beckman
Model J-6B) bei 3000 x g zentrifugiert, wobei 431-l-Becher
verwendet wurden, Das Zentrifugat I wurde gewogen und nach
Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffgehalt analysiert. Die
feste Phase I wurde gewogen und erneut mit Wasser bis zu
einem Gesamtgewicht von 4000 g gewaschen. Der pH-Wert wurde
wieder mit 1,7 g 6n HCl auf 4,5 eingestellt und die Auf-
schlimmung 30 min bei 50 °C gerthrt, Die Masse wurde zentri-

fugiert, und das Zentrifugat II und die Feststoffe II wurden

wie oben gewogen, Die feste Phase II wurde erneut in 1575 g
H 0 bei 50 °C suspendiert und der pH-Wert mit 34,5 g 4n NaCH
auf 6,5 eingestellt, Das Gemisch wurde 1 h bei 50 °C ge=
rihrt und der pH-Wert, soweit notwendig, wieder auf 6,5 ein-
gestellt., SchlieBlich wurde das Proteinprodukt gefrierge-
trocknet, gewogen und nach Kjeldahl auf N sowie auf den
Feststoffgehalt analysiert, Die Mengenbzlanz ist in Tabelle
3.2 angegeben,
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C., Isoelektrisches Waschverfahren unter Verwendung eines
den Rickstand ldsenden Enzyms zur Bildung von pe.V.p.

425,8 g Sojamehl wurden in 3524,2 g Wasser bei 50 °% ge-
waschen, der pH-Wert wurde mit Hilfe von 43,7 g 6n HCl auf
4,5 eingestellt, 24 g der SPS-ase-Zubereitung KRF 68 BIII
(Beispiel 1) wurden in 26 g Wasser geldst und zu dem Wasch-
gemisch zugegeben, Der Waschvorgang wurde dann 4 h-unter
RGhren durchgefihrte. AnschlieBend wurde die Reinigung, wie
bei B beschrieben, durchgefihrt, wobei die Mengen an 6n HC1,
4n NaQOH und Wasser zum erneuten Suspendieren die einzigen
Parameter mit abweichenden (unterschiedliichen) Werten sind,
Die Mengenbilahz ist in Tabelle 3,3 angegeben.
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Nahrstoffeigenschaften

Die Aminosdurezusammensetzungen der drei Proteinprodukte
wurden bestimmt, siehe Tabelle 3.4, Der Gesamtgehalt an
essentiellen Aminosduren, die chemische Bewertung und der
Index der essentiellen Aminosauren (EAAI) wurde berechnet
nach dem FAO Bezugsmuster von 1957,

Der Gehalt an Trypsininhibitor der drei Produkte wurde be-
stimmt mit Hilfe des in A.0,C.S, Tentative Method Ba 12 - 75
"{A.0.C,8. ist eine Abkirzung fir American Oil Chemists'
Society) beschriebenen Verfahrens, Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.5 angegeben, die auch die Ausbeuten und das Ver-
héltnis Protein zu Feststoffen der drei Produkte zeigt,
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Tabelle 3.5 Verfahrens-Charakteristika und Trypsin-Inhibi-
tor-Gehalt der drei Protein-Produkte A, B und C

"A. Sojaprotein B. Sojaprotein C. Sojaprotein

R o Isolat Konzentrat  Isolat(p,v.p.)
Verfah- Prote= '
reng=- in in
Charak- den 87,4 % 73,7 % 90,0 %
teristi~ Fest~
ka stof=
fen
Prote=
in-AUS- 51;1 % 86 ;7 % 78)2 :%
beute
 Trypsin-Inhibi-
tor , 34 000 21 000 19 000
TUI/g Produkt
TUI/g Protein 36 250 28 970 21 810

Funktionelle Eigenschaften

1%igen Proteindispersion beimgﬁﬂ§;0 in 0,2 m NaCl-Ldsung
bzw, in destilliertem Wasser bestimmt. Nach 45 min langem
Rihren mit einem Magnetrihrer wurde die Suspension 30 min
mit 4000 x g zentrifugiert und die (berstehende Losung auf
Stickstoff untersucht. Die Stickstoffldslichkeit wurde be-
rechnet als (ldsliches N %/Gesamt N %). Die Ergebnisse die-
ser Berechnung flir die drei Produkte sind in Tabelle 3.6
angegeben;

Die Emulgierfahigkeit wurde dreimal an jedem Produkt durch
eine leicht modifizierte Swift-Titration bestimmt. 4,0 g
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(N x 6,25) des Produktes wurden in 250 ml 0,5 m NaCl mit

einem Sorval Omnimixer bei niederer Geschwindigkeit vermischt,
50 ml der Suspension wurden in ein Mischglas gegeben und

S0 ml Sojabohnendl zugesetzt, AnschlieBend wurde das gesamte
Gemisch gewogen. Das Ul-Wasser-Gemisch wurde dann mit 10 000
UpM homogenisiert, wobei das Glas in einem Eisbad stand,

" Eine zusdtzliche Menge Sojabohnensl wurde mit einasr Geschwin-
digkeit von 0,3 ml/s zugegeben, bis die Emulsion zusammen-
fiel, Die Gesamtmenge an Ul, die vor dem "Endprodukt® zu=
gesetzt wurde, wurde durch Wiegen festgestellt,

Die Emulgierfadhigkeit wurde berechnet als ml Ul pro Gramm
Protein (N x 6,25). Die Dichte des Uls wurde mit 0,9 g/ml
angenommen, o

Die Mittelwerte der Bestimmungen der Emulgierfshigkeit der
drei Produkte sind in Tabelle 3.6 angegeben.

Die Aufschlagbarkeit wurde in einer 3%igen Proteinlésung bei
pH 6,5 bestimmt, 250 ml der wéBrigen Dispersion der Protein-
proben wurden mit Geschwindigkeit III 4 min in einem Hobart-
Mischer (Modell N-50), der mit einem Drahtquirl versehen
war, aufgeschlagen. Die Aufschlagbarkeit bzw, Ausdehnung
beim Aufschlagen wurde berechnet nach der Formel

V-250

Ausdehnung beim Aufschlagen = 250  x 100 %,

in der V das Endvolumen des aufgeschlagenen Produktes in ml
bedeutet,
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V wurde gemessen durch erneutes Fillen des Mischerglases mit
Wasser. Es wurden Doppelversucne fur jede der drei Proben
durchgefihrt, Die erhaltenen Mittelwerte sind in Tabelle 3.6
angegeben,

Die Schaumstabilitdt wurde als Verhaltnis zwischen der Menge
Schaum, die nach 3minlitigem Ablaufen verblieb und der ur-
spriinglichen Schaummenge bestimmt, 1 g des nach dem oben an=-
gegebenen Verfahren Qéschéumten bzw, aufgeschlagenen Produk-
tes wurde in einen Kunststoffzylinder (Durchmesser 7 cm, Hohe
9 cm) mit einem Drahtnetz mit einer Maschenweite von 1 x 1 mm
gegeben. Der Zylinder wurde auf einen Trichter auf einem
Glaszylinder -gegeben und das Gewicht (B) der abgelaufenen
FlUssigkeit in dem Glaszylinder bestimmt. Die Schaumstabili-
tdt FS ist definiert durch die Gleichung,

Fs = 822 x 100 %.

Die Ergebnisse dieser Bestimmung sind in Tabelle 3,6 angege-
ben.

Die Gelfestigkeit ist in dieser Beschreibung definiert als
die Brookfield-Viskositét gemessen mit Hilfe von T-Spindeln
in einem Brookfield Helipath-Sténder, Die Gele wurden herge-
stellt durch Warmebehandlung von 12%igen Proteinsuspensionen
in 0,5 m NaCl, Die Wirmebehandlung wurde in geschlossenen
Dosen mit einem Durchmesser von 7,3 cm und einer Héhe von

5 cm, die in ein Wasserbad gestellt wurden, das auf 80 und
100 °c gehalten wurde, jeweils innerhalb von 30 min durchge-
finrt, Die Dosen wurden gekithlt und bevor sie ge&ffnet und
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(der Inhalt) gemessen wurde, thermostatisch auf 20 °C einge-
stellt, Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 3.6
angegeben,

Tabelle 3.6  Funktionelle Eigenschaften der drei Protein-

Produkte
Funktion A, Sojapro=- ‘B. Sojapro= C. Sojépro-
tein-Igso- tein-Iso= tein=-Iso=
lat lat lat(p.vep,)
o .
ﬁagiI in 0,2 m 39,5 20,3 25,6
% NSI in Wasser 53,9 25,1 28,6
Emulgier-Fahig-
keit: ml Ul/g 218 . 182 354
(N x 6,25)
Aufschlagbarkeit
(%) 120 120 340
Schaumstabilitit
(%) | 50 50 20
Gel-Festigkeit
(dPEQS)
80 % (0,5m NaCl) 1,7 x 203 = 1,2 x 10% 3,3 x-102
100 °C (0,5n Nacl) 2,0 x 10% 4,0 x 10° 1,3 x 104

Beispiel 4 (Anwendungsbeispiel)

Ein p.v,p. wurde hergestellt nach dem in Beispiel 3¢ be-

schriebenen Verfahren mit der Ausnahme, daB die Cellulase
Aktivitadt teilweise von Trichoderma reseei stammt, Die im
Handel erh&ltliche Cellulasezubereitung CELLUCLAST, herge-
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stellt von Novo Industri A/S, wurde mit einer Base bei nie=
derer Temperatur auf die folgende Weise behandelt. Der pH-
Wert einer 10jigen Celluclast-Ldsung in Wasser wurde mit
NaCH auf 9,2 eingestellt und die so erhaltene Ldsung auf

5 °%C gekiihlt, Nach 1 h bei diesem pH-Vert und dieser Tempe-
ratur wurde der pH erneut mit 20 %iger Essigsaure auf 4,7
eingestellt., Die LGsung wurde Uber Nacht bei 5 °c gehalten
und dann steril filtriert, Das Filtrat wurde gefriergetrock-
net. 4 g des gefriergetrockneten Produktes zusammen mit der
SPS-ase-Zubereitung KRF 68 BIII (Beispiel 1) zugegeben, Die
beiden Enzyme wurden in 172 g Wasser vor der Zugabe zu denm
Wasch-Gemisch geldst, Die Bestimmung der Mengenbilanz ist
in Tabelle 4,1 angegeben, ‘

Der Versuch zeigt, daB diese spezielle SPS-ase-Zubereitung
schon eine wirksame Cellulase enthalt, da der Zusatz von
Celluclast das Verhdltnis Protein : Feststoffen nicht beein-
fluBt. Andere SPS-ase-~Zubereitungen koénnen jedoch weniger
Cellulase enthalten, z. B, KRF 92, siehe in Tabelle unmittel-
bar vor Beispiel 2, |
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Beispiel 5 { Anwendungsbeispiel)

Ein p.v.p. wurde nach dem in Beigpiel 3¢ beschriebenen Ver-
fahren hergestellt mit der Ausnahme, daB alle Mengen um den
Faktor 5 kleiner waren und daf das Reaktionsgemisch vor dem
Zentrifugieren auf ungefénr 5 % geklihlt wurde. Auf der
Grundlage der Analyseergebnisse im Zusammenhang mit den Zen-
trifugaten wurde eine theoretische Ausbeute an Protein er-
halten, wie aus Tabelle 5.1 hervorgeht.

Tabelle 5,1 Bei der Herstellung von p.v.p. erhaltene theo-

retische Protein-Ausbeute .-

Fraktionen .. Menge Pfotein Ausbeute Beispiel 3 C

: g (Nx6,25) an Pro-

- (%)  tein Pro-  Protein
tein A
(Nx6,25)
7%

Sojamehl 85,2 55,2 100 55,2 100 -
SPS-ase KRF-68 . -
B-III 4,8 75,3 7.7 75,3 7.7
1. Zentrifugat 639 0,99 13,5 1.7 24,7
2. Zentrifugat 595 0,13 1,6 0,2 2.9
PaVeps - 87,28 92,6° 87,1 80,1°

a Durchschnitt ven 87,5 (Bioteknisk Institut) und 86,9
(Quist's Laboratorium); entsprechend Feststoffen von
97,6 und 98,0 %,

Berechnet als Gesamtmenge von Protein - Proteinverlust
in den Zentrifugaten,
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Beispiel 6 (Anwendungsbeispiel)
Nachweis der Proteinbindung von SPS

40 g (N x 6,25) aus einem im Handel erhdltlichen Sojaprotein
Isolat (Purina 500 E der Ralston Purina) wurden in 680 g
Wasser geldst, Das Gemisch wurde im Wasserbad auf S5O °C er-
warmt und der pH-Wert mit 6 n HCl auf 4,5 eingestellt., S0 g
dieses Gemisches wurden in 5 x 250 ml Erlenmeyer~Kolben ge-
geben und 10 g waBrige Ldsungen, 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 Magnetrihrer im Wasserbad bei 50 °C ge-
rihrt, ' S
AnschlieBend wurden die Aufschlammungen 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 Radmtempératur gewaschen und dann neu zentri-
fugiert. Dieses Verfahren wurde wiederholt, 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 Ta-
belle 6.2 angegebenen Formeln berechnet,

Dieses Beispiel zeigt, daB das SPS fest an das Protein ge-
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bunden ist, so daR das Verhdltnis Protein : Feststoffen mit
zunehmendem Gehalt an SPS abnimmt., Sin SPS-Gehalt, entspre=-
chend ungefdhr 0,4 g in 10 g Wasser, zugegeben zu S5 g Pro=-
tein-Isolat, ist das in denm Sojamehl vorhandene Verhaltnls
Protein : 8PS,

Die prozentuale Bindung von SPS ist ein berechneter dert,
Die prozentuale Bindung von SPS nimmt auf Grund der Satti-
‘gung des Proteins in Beziehung auf SPS bei geringen Verhilt-
nNissen Protein : SPS ab,

Tabelle 6,1 Messungen nach Beispiel 6

Verhdltnis Zentrifugat I trockener Niederschlag

Protein/

SPS %N %OM %N % Nx6,25 %DM  Nx6,25

2 DM

o 0,068 0,62 13,2 82,5 93,1 88,6

- 25 0,045 0,49 13,4 83,8 97,3 86,1
2,5 . 0,038 0,45 13,0 81,3 97,9 83,0
6,25 0,031 0,45 12,6 78,8 98,1 80,3

3,125 0,026 0,61 11,8 73,8 97,9 75,3
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Tabelle 6.2 Protein-Gewinnung und prozentuale Bindung von

5PS

Verhaltnis 4 PrDtein-Gewinnungl) % Bindung von SPSZ)
Protein/SPS

< 91,5 | 0

25 94,4 e 77

12,5 95,3 80

6,25 96,1 70

3,125 96,8 60
1) o protein-Rickgewinnung = /71 = NG 1§x £:22 7 x 100,

wobei-NC-14 = % N in Zentrifugat I ist.

2) % Bindung von SPS =

5x(%Protein-Rickgewinng,) - Sx(%Protg;g-Rﬂckgewinnq.)_)7
A0 TE A w

Zf 5/Menge an SPS _/

(% P/H) Verhaltnis Protein/Feststoff im trockenen Nieder-
schlag und

(% P/H) oo gilt fir den Njederschlag ohne Zusatz von SPS
Beispiel 7 (Anwendungsbeispiel)
Dieses Beispiel beschreibt die Herstellung eines unter Ver=

wendung der SPS-ase-Zubereitung KRF 92 BI in einer Menge
von 5 %, bezogen auf die Feststoffe., Die Art der Herstellung
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entsprach genau derjenigen von Beispiel 3¢ mit der Ausnahme,
daB alle Mengen um den Faktor 5 verringert wurden. Das
PeV.p. wurde, wie in Beispiel 2 beschrieben, analysiert, Die
.bei diesem Versuch erhaltenen Ergebnisse gehen aus Tabelle
741 hervor,

Tabelle 7,4 In Beispiel 7 erhaltene Ergebnisse

Bestandteile Menge (Nx6,25) Fest- Ausbeute Ausbeute
g (%) Stoffe an Pro- an Fest-
(%) tein stoffen
(%) (%)
Sojamehl 85,2 55,2 94,0 100 100
Enzym=-Zubereitung 4,0 71,2 - 6,1 -
1. Zentrifugat 632 1,88 5,44 25,3 43 ,0
2, Zentrifugat 673 0,30 0,80 4,3 6,7
PeVeDo 39,8 85,6 98,18 71,9 48,8
84,4b 98,1b

a Analyse des Biotekniskblﬁstitut, Holbergsvej 10, DK~60Q0
Kolding

b Analyse des Qvist's Laboratorium, MarseliszoulevardA169,
DK-8000

Beisgiel.B (Anwendungsbeispiel)

Dieses Beispiel zeigt die Wirkung einer Vorbehandlung von
Sojamehl durch Dampfstrahlbehandlung vor der Herstellung
VON PaVePe
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Vorbehandlung

Eine Aufschlammung von Sojamehl in Wasser, bestehend aus

10 kg Sojamehl (Sojamel 13 hergestellt von Aarhus Oliefa-
brik A/S) auf 100 kg wurde durch eine Dampfdlise (Typ Hydro-
heater B-300) gepumpt und mit Dampf von 8 bar in einer sol-
chen Menge und mit einer solchen Stromungsgeschwindigkeit
vermischt, daB eine Endtemperatur von 150 °c 25 s in einenm
rohrfdrmigen Druckreaktor aufrechterhalten werden konnte,
AnschlieBend wurde der Druck in einer Entspannungskammer
(ein Zyklon) aufgehoben und von hier wurde die Aufschlammung
durch einen Plattenwdrmeraustauscher geleitet und auf unge-
fahr 50 °C gekihlt, Die abgekihlte Aufschlémmung konnte di-
rekt zur Herstellung von p,Vv.p, nach der Erfindung verwen-
det werden aber in diesem Falle wurde die Aufschlammung mit
einer Eintritfstemperatur von 200 °C und einer Austritts-
temperatur von 90 ° sprihgetrocknet, Es zeigte sich, daB
das vorbehandelte Produkt einen Feststoffgehalt von 96,5 %
und einen Proteingehalt von 56,9 .% (N x 6,25) besal.

Herstellung von p.v.D.

Die Herstellung wurde auf die folgende Weise durchgefiinrt:

70 g Feststoffe des mit Dampf behandelten und getrockneten
Sojamehls wurde in 560 g Wasser suspendiert und bei 50 %
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 Wasserbad
von 50 °C mit Hilfi von Magnetrihrern gerlhrt. Zu jedenm
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Kolben wurden 10 g einer Ldsung, enthaltend 0, 0,025, 0,050,
0,10, 0,20 bzw. 0,40 g SPS-ase-Zubereitung KRF 68 BIII gege=
ben, Die Reaktionsgemische wurden dann 240 min bei 50 °C ge=-
rihrt. Dann wurde das Gemisch 15 min bei 3000 x g zentrifu=-
giert,

Die Uberstehende Flissigkeit wurde dann nach Kjeldahl auf

N analysiert und die feste Phase mit gleichen Volumina Was-
'ser gewaschen und zentrifugiert, Dieses Verfshren wurde
zweimal durchgefihrt, Die feste Phase wurde dann gefriérge-
trocknet und nach Kjeldahl auf N sowie auf den Feststoffge=
halt analysiert. |

Ein &hnlicher Versuch wurde mit einem nicht behandelten Soja-
mehl (SoJamel 13 der Aarhus Oliefabrik A/S) als Ausgangs-
material durchgefihrt, In diesem Fall waren die Verhéltnisse
Enzym : Substrat 0, 1, 2, 3, 4 bzw. 8 e

Bezogen auf den Proteingehalt der berstehenden Flissigkei-
ten kann der Prozentgehalt an gewonnenem Protein berechnet

werdeh. Die Ausbeute an Protein beruht auf der Annahme, daB
das Enzymprodukt nach der Reaktion 100 ¥ geldst ist, Die

folgende Tabelle zeigt die bei beiden Versuchen erhaltenen
Ergebnisse,
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Verhaltnis Proteinausbeute und Protein der

Feststoffe des aus dampfbehandeltem oder ro=-

hem Sojamehl hergestellten p.v.p.

Dampfbehandeltes nicht behandeltes
Sojamehl Sojamehl

E/S % Protein Protein der Protein Protein der
Fest= Feststoffe Fest= Feststoffe
stoffe % % stoffe % %

0 92,9 76,5 90,7 73,9

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

4,0 84,7 92,2 82,6 50,9

8,0 - - 76,2 91,1

Im Zusammenhang mit entweder den Extraktions- (Isolierungs-)
Verfahren fir andere Materialien als Proteine oder mit den

Verflissigungsverfahren und damit verwandten Verfahren wird
auf das allgemeine Verfahrensschema fir die Anwendung, wie
in dem FlieBschema 3 angegeben, verwiesen.

Das Substrat kann ein oder mehrere Kohlenhydrate in einem

Ausgangsmaterial sein oder es kann das gesamte Ausgangsmate-
rial sein,

Dieses Substrat kann einer chemischen oder physikalischen
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Vorbehandlung, wie spater beispielhaft erlautert, z. B. einer
Saure- oder Alkalibehandlung, Einweichen, Benetzen und/qder
Kochen mit oder ohne Dampf unterworfen worden sein.

Das Ausgangsmaterial kann eingeweicht (mazerisiert), gehackt,
naf gemahlen und/oder homogenisiert sein (alle diese Behand-
lungen werden in FlieRschema 3 als Homogenisierung bezeich-
net) , wobei Wasser und andere Additive wadhrend dieser Stufe
zugesetzt oder nicht zugesetzt werden kdnnen, Die Homogeni-
sierung kann mit unterschiedlicher Wirkung durchgefihrt wer-
den, z. B, bei unterschiedlichen Driicken, die nur ein Bruch-
teil des fir den speziellen Homogenisator angegebenen Maxi-
mal=-Druckes ausmachen. Unterschiedliche Zusatze bzw, Addi-
tive kdénnen vor oder widhrend der Homogenisierung zugegeben
werden, wie in dem FlieBschema 3 durch bi' b2 see D
ben,

, angege-

Das Reaktionsverfahren einschlieBlich der SPS-ase-Herstellung
wird unter speziellen Bedingungen, z. B. von Temperafur,
Druck, Zeit, pH und Enzymmenge durchgefiihrt., Auch sind Emp-
fehlungen beziliglich des angewandten Reaktors (z. B. fir an=-
satzweises Arbeiten oder Kolbenstrdmungsreaktoren) und das
Rithren, scweit erforderlich, angegeben, Eine Reihe von Addi-
tiven kann fir unterschiedliche Ausgangsmaterialien angege-

ben werder wie durch c;, C5 ees € 1In FlieBschema 3 angege-
ben,

Auch die Trennverfahren konnen mit unterschiedlichen Wirkun-
gen durchgefiihrt werden, Bei vielen Verfahren wird die Ab-
trennung weggelassen oder erleichtert, z, B. wenn das Aus-
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gangsmaterial vollsténdig flissig (verflissigt) ist. Unter=
schiedliche Trennvorrichtungen kénnen angewandt werden (z. B.
Zentrifugen, Filter, Ultrafiltrationsvorrichtungen, Hydro-
zyklone, Eindicker, Siebe oder einfache Dekantiervorrichtun-

gen). )
Die Trennungswirkung ist definiert als das Verhdltnis zwi-

schen dem absoluten Feststoff (sludge)=-Gehalt in der festen
Phase und dem absoluten Feststoff (sludge)-Gehalt des Reak-
tionsgemisches.

Die erhaltenen festen oder flissigen Phasen kénnen weiter-
behandelt werden, z. B, eingeengt, getrocknet, mit LOsungs-
mittel extrahiert, um bestimmte Komponégggﬁ“wie Fett oder
Ul zu entfernen, fermentiert zur Bildung von Biomasse, Al-
kohol oder anderen. Produktes (Enzymen, Antibiotika oder an-
deren wertvollen Bestandteilen).

Die erhaltenen Produkte kénnen auch zur wiederholten Behand~-
lung entsprechend dem Verfahrensschema zurickgefihrt werden,
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FlieBschema III
Substrat
a, N
a, N Vorbehandlung [
a, S
b . K2
bé > Homogenisierung
s rd - - s/
SPS~ase ) ]{
€1 > | Reaktion | (spezielle Reaktions-
2 > ‘ Bedingungen)
n >
N/
Homogenisierung
Trennung - P
("LSeP = 0 - 100 %)
flissig Feststoffe
v

Weitere Behandlung (siehe Text)
oder erneute Verwendung als
Substrat
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Imn folgenden sind einige Beispiele fir die Anwendung von
SPS-ase-Zubereitungen angegeben und eine Ubersicht dieser
Anwendungen geht aus der folgenden Liste hervor,

Auch in der beiliegenden Tabelle I sind verschiedene Charak-
teristika zusammen mit dem FlieRBschema 3 zusammengetaBt.
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Aufstellung von Anwendungsmdglichkeiten von SPS-ase-Zuberei-

tungen

Art der SPS-ase- Be-
Zubereitung ﬁg?s- _
SPS-ase-Zuberei- A 1| Extraktion von Starke aus Mais,
tung, die im we- Weizen und Kartoffeln
sentlichen frei A 2! Extraktion von Lipiden aus pflanz-
ist von einer oder lichen Materialien
mehreren storenden| A 3| Extraktion von dtherischen Olen
Enzymaktivitéten | aus pflanzlichen Materialien
A 4| Extraktion von natirlichen Farb-
stoffen_ aus pflanzlichen Materia-
lien
A 5! Extraktionen von Kautschuk von dem
Guayul=Busch '
Voll- Ba 1, Herstellung eines Milchersatz-
stan- Stoffes flUr Haustiere R
dige Ba 2| Herstellung von verzuckerte Star-
Verflis- ke enthaltenden Rohmaterialien
sigung Ba 3| Vollstandige Verflissigung von
oder Birnen und anderen Frichten
ahnl, Ba 4| Herstellung von Saft durch Behand-
Behand- lung von Frichten und Gemiusen
nicht lung Ba 5| Behandlung im Zusammenhnag mit der
modi- Extraktion oder dem Pressen von
fi- Zuckerrohr oder Zuckerriben
zier- Ba 6| Herstellung von Sojamilch
te Ba 7' Behandlung zur Erh&hung der gewinn=
SPS~  baren Menge an loslichen Kaffee-
ase- ; bestandteilen
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Art der SPS-ase- A Be-
Zubereitung sg?s-
Zute- Bearbei- Bb 1| Verhinderung und/oder Abbau von
rei- tungs- "Schleiern" in Apfelsaft
tun= hilfen Bb 2 | Verwendung zur Klarung von Weif-
gen wein
Bb 3 | Herstellung von ISSPH oder anderen
pflanzlichen>Protein-Hydrolysaten
Bb 4 | Maische-Enzym in der Brauereil
Bb 5 | Enzym-Zusatz bei der Bierfermenta-
‘ tion und/oder Lagerung
Bb 6 | Mittel zur Entfernung der Mandel-
hautchen
nicht |Andere Bc 1| Abbau von unterschiedlichen Abfall-
modi~ |Anwen=- produkten
fi- dungs~- Bc 2 | Verzuckerung und gleichzeitige
zierte |arten | Fermentation ' "
SP5- Bc 3 | Abbau von Cellulose
ase~ Bc 4 | Verwendung als Backhilfe
Zube- Bec 5 | Verbesserung der Alkoholausbeute
‘rei- und Ausbeute an Biomasse bei der
tungen Fermentation von Sulfitlauge von
der Papierherstellung
Bc 6 | Entwasserung von biologischen
Schlammen
Bc 7 | Silage-Hilfe
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A 1., Extraktion von Starke aus Mais, Weizen und Kartoffeln

Die Extraktion von Starke aus Mais, Weizen, Kartoffeln und
anderen starkehaltigen Pflanzen wird in einer oder mehreren
Stufen durchgefihrt: Einweichen, NaB-Mahlen und Trennen. Die
Anwendung einer SPS-ase-Zubereitung mit im wesentlichen
keine amylolytischen Aktivitat fihrt zu den folgenden Vor-
teilen, wobei Mais als Beispiel angewandt wird:

1, Die Starkefreisetzung wird innerhalb einer kiirzeren
Einweichzeit erleichtert,

2. Der Wasserverbrauch kann verringert werden,

3. Die Freisetzung von Maiskeimen-wird erleichtert chne
Freisetzung ven Maiskeimdl

4, Das Protein kann in héherer 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 Zel-
len eingeschlossen und Ublicherweise an Proteine gebunden
sind, konnen Lipide in w&Briger Phase durch Behandlung mit
einer SPS-ase-Zubereitung extrahiert werden, die im wesent-
lichen frei ist wvon Lipasen, So wird Maiskeim®6l Ublicher-
weise isoliert durch Extraktion der getrockneten Maiskeime
mit Hexan. Der Trockenvorgang ist jedoch Uberflissig, wenn
die nassen Maiskeime mit einer SPS~ase~Zubereitung der oben
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angegebenen Art behandelt werden. Ahnlich kann die Extrak-

tion von Olivendl in waBriger Phase verbessert werden, wenn

das fir die enzymatische Behandlung angewandte Enzym eine

SPS-ase=Zubereitung der oben angegebenen Art ist, siehe z, 3.

Food, Pharmaceutical and Bioengineering, Nr. 172, Bd. 74,

S. 93 - 94, Auch die waBrige Extraktion von z. B. Sojadl,

Raps6l und Sonnenblumendl kann auf &hnliche Weise verbessert

werden,

A 3. Extraktion von atherischen Ulen aus pflanzlichen
Materialien

Wenn pflanzliche Materialien, die &therische Ule enthalten,
mit einer wiBrigen Ldsung einer SPS-ase-Zubereitung behan-
delt werden, die im wesentlichen frei ist von Enzymaktivitdt,
die imstande ist, die &Ztherischen Ule abzubauen oder auf an-
dere Weise zu verdndern, werden die stherischen Ule in ho-
hen Ausbeuten zu sehr»geringen Kosten extrahiert.

A 4, Extraktion von natiirlichen Farbstoffen aus pflanz-
lichem Material

Wenn pflanéliche Materialien, enthaltend Farbstoffe z. B.
rote Riben, die den roten Farbstoff Betanin enthalten oder
der Farbstoff in Preiselbeeren mit einer SPS-ase-Zubereitung
behandelt werden, die im wesentlichen frei ist von Enzym-
aktivitaten, die imstande sind, die Farbstoffe abzubauen
oder auf andere Weise zu verindern, werden die Farbstoffe

in hohen Ausbeuten zu niedrigen Kosten gewonnen,
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A 5, xtraktion von Gummi aus dem Guayul-Busch

Ein anderes Beispiel fir ein Substrat fur eine SPS-ase-Zube-
reitung, die im wesentlichen frei ist von Enzymaktivitaten,
die imstande ist, Rohgummi abzubauen, ist das Zellwandmate~
rial von Wurzeln und Zweigen des Guayul-Busches.

Ba 1. Herstellung eines Milchaustauschstoffes fUr Haustiere,
vorzugsweise Austauschstoffe fir Kélbermilch

Durch vollstandige Verflliissigung von Sojabohnen, Sonnenblu-
mensamen, Baumwollsamen, Fababohnen oder Felderbsen kann

ein Kalbermikh-Austauschstoff hergestellt werden, der in
kaltem Wasser bei einem pH-Wert von etwa 4,5 ldslich ist.
Bei Verwendung von starkehaltigen Rohmaterialien wie Faba-
bohnen oder Felderbsen muR eine Stérkeverflissigung mit Hil-
fe einer & «Amylase vor, nach oder gleichzeitig mit einer
Behandlung mit einer SPS-ase durchgefihrt werden, die

_.schlieBlich die Nichtstérke-Polysaccharide in dem Struktur-

material der Zellwdnde verflissigt, Ein deteilliertes Bei-
spiel unter Verwendung von Fababohnen ist unten angegeben,
und beziiglich der Sojabohnen wird auf Tabelle I verwiesen,
Die Vorbehandlung der Sojabohnen kann vorzugsweise ein Dampf-
strahlkochen sein, das das iL6slichmachen des Riickstandes
verbessert, ‘

Beispiel Ba 1.1

15 kg Fababohnenmehl wurden in 35 1 Wasser suspendiert. 75 g
Termamyl 60 L und i8 g_Ca012 wurden zugegeben, Die Suspen-
sion wurde unter Rihren in einem Dampfmantelkessel auf 95 %
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erwdrmt, Die Suspension wurde dann 60 min bei dieser Tempe-
ratur behandelt, AnschlieRend wurde der pH-Wert auf 4,5 ein-
gestellt und das Produkt auf 50 e gekiihlt, 300 g der SPS-
ase-Zubereitung KRF 68 wurden in 1 1 Wasser geldst und zuge-
geben, Die Reaktion wurde 440 min lang durchgeflihrt. Wenn

10 g Fungamyl 800 L mit zugesetzf wurden, wurde die Starke-
fraktion im wesentlichen in Disaccharid (Maltose) umgewan=-
delt., AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch 2 min bei

90 %C pasteurisiert, Ein Anteil des Produktes wurde dann ge-
friergetrocknet und fir Stabilit#tsuntersuchungen verwendet,
Die Probe wurde dann in einer Menge von 10 % Feststoff
(Trockensubstanz) gelést und die LOsung des Produktes blieb
tagelang ohne Sedimentation stabil,

Geschmolzenes Fett oder UL kann leicht in dem Produkt emul-
giert werden, wobei ein Endprodukt erhalten werden kann,

das Kuhmilch sehr ahnlich ist, Eine Emulsion, enthaltend

3,5 g Ol {Sojebohnendl) konnte auch tagelang ohne Sedimenta-
tion stabil gehalten werden, -

Beispiel Ba 1.2

Sojamehl (Sojamel 13) wurde 25 s, wie in Beispiel 8 be-

schrieben, bei 150 °C mit einem Dampfstrahl behandelt, Das
so behandelte Sojamehl wurde sprilhgetrocknet und fir weite-
re Untersuchungen, wie im Folgenden beschrieben, angewandt,
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50 g des mit Wasserdampf behandelten Sojamehls wurden mit

450 g Wasser vermischt und der pH-Wert mit 4,1 ml 6n HC1

auf 4,5 eingestellt. Das Gemisch wurde dann im Wasserbad auf
45 °C erwdrmt und 0,250 g der SPS-ase-Zubereitung KRF €8 zu
dem erwédrmten Gemisch zugegeben, das dann 5 h unter Rihren
reagierte. AnschlieRend wurde das Gemisch 2 min auf 80 °C
erwdrmt, um das Enzym zu inaktivieren, Eine 100 ml Probe
wurde bei Raumtemperatur 15 min mit 3000 x g zentrifugiert,
Die Uberstehende Fliissigkeit wurde mit einem Ionenaustauscher
behandelt und auch die Kohlenhydratzusammensetzung durch

HPLC analysiert, Die Uberstehende Flissigkeit wurde auch auf
den Stickstoffgehalt nach Kjeldahl analysiert und der Fest-
stoffgehalt und der Stickstoffléslichkeitsindex (NSI) und

der Feststoffldslichkeitsindex (DSI) berechnet, siehe Ergeb-
nisse in Tabelle Ba I, 100 ml des Reaktionsgemisches, das

auf 20 % gekihlt worden war, wurden in ein kalibriertes

100 ml Glas gegeben und 2 Tage bei 4 °c gehalten, Die Dis-
persionsgstabilitdt (%) wurde gemessen durch Ablesen des Vo=
lumens der erhaltenen Dispersionen (Tabelle Ba II) nach 1

und 2 Tagen.

Zu 200 ml des Reaktionsgemisches (bei 20 DC) wurden 8 g Soja=-

bohnendl gegeben. Es wurde eine Emulsion hergestellt durch

2 min langes Vermischen in einem Waring Blender. Die Emul-
ionsstabilitat (%) wurde, wie chen, nach 1 und 2 Tagen ge-

messen.,

B:

Es wurde eine Reaktion wie oben durchgefihrt, in diesen
Falle wurden jedoch 1,00 g der SPS-ase~Zubersitung angewandt.



Es wurden die gleichen Arten von Analysen und Stabilit&ts-
messungen, wie in Absatz A beschrieben, durchgefihrt, Die
Ergebnisse sind in Tabellen Ba I und Ba II angegeben.

Aus der chemischen Analyse der Uberstehenden Flissigkeiten
geht hervor, dal die Werte fir NSI (%) und DSI (%) bei dem
Versuch B héher sind als bei dem Versuch A, Die Stabilit#ts-
tests, die an den Reaktionsgemischen durchgefihrt wurden,
zeigen jedoch einen besseren Wert flir die Proben A. Dies
liegt mbglicherweise an der groReren Linge der Peptidkette
der Proteine in dem Reaktionsgemisch bei geringerer Enzym-
menge,.

Aus der durch HPLC gemessenen KohlenhydratzusammensetzungA
geht hervor, daB hauptsidchlich Mono- und Disaccharide gebil=
det worden sind. So sind Oligosaccharide, von denen bekannt
ist, daf sie flir Diarrhoe und Flatulenz verantwortlich sind,
wenn sie K&élbern in zu groBen Mengen verabreicht werden,

nur in geringen Mengen vorhanden,
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Tabelle Ba I  Chemische Eigenschaften der Uberstehenden

Flissigkeit

Ver- Verhdltnis NSI, %X DSI, %xx HPLC-Ergebnisse (Zusam=-

such Yo© Enzym= (bei pH (bei pH mensetzung der neutralen

menge zu = 4,5) = 4,5) Zucker)
Supstrat
%(Gew,/Gew, )
A E/S = 0,5 % 39,9 62,4 DP1 + DPZ s 79,7 %
' bP, i 7.4 %
DPA v 12,2 %
DP,, ; 8,1 %
B &/6=2,0% 57,0 67,0 DP, + 0P, : 84,4 g
DP3 : 6,1 %
DP4 : 3.7 %
DP4+ ¢ 5,7 %
X NSI = Stickstoffloslichkeits~Index

XX ps1 = Feststoffloslichkeits-Index

Tabelle Ba II  Stabilitdts-Test der Reaktionsmischungen

Ver=- Verhdltnis Stabilitdtstest
suche VOn Enzym= __ ohne Ul _ Mit Ol
menge 2u Dispersion Dispersion Emulsion Emulsion
Substrat i. Tag 2. Tag 1. Tag 2. Tag.
%(Gew,/Gew.)
A E/S=0,5 % 80 % 63 % 100 94 87 %

B E/S=2,0 % 66 % 35 % 85 9 71 %
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Ba 2, Herstellung von verzuckerte Starke enthaltenden Roh-

materialien

Im Zusammenhang mit der Verzuckerung von Cassava und slBen
Kartoffeln und anderen starkehaltigen pflanzlichen Materia-
lien fihrt die Zugabe einer SPS-ase-Zubereitung zur LOsung
von Viskositdtsproblemen, Bei Verwendung einer SPS-ase-Zube-
reitung ist es mdglich, Stérkesuspensionen mit einem Fest-
~stoffgehalt von 25 bis 30 % herzustellen, und nach der Ver-
zuckerung kann die Maische fermentiert werden, wodurch ein
billiges Ethanol erhalten werden kann.

Beisplel Ba 2.1

Auf der Basis von frischen und gerdsteten sifBen Kartoffeln
(japanischen) wurde eine Maische mit einem Feststoffgehalt
von 24 % hergestellt, Der Starkegehalt der sifen Kartoffeln
betrug ungefshr 70 % des Feststoffgehaltes. Eine Vorverflis-
sigung mit Hilfe der bakteriellen Amylase von Termamyl ‘

60 L in einer Dosis von 0,5 kg/t Starke wurde durchgefihrt
durch Erhitzen der Maische auf 90 °C, Dis Maische wurde dann
30 min bei 90 °C gehalten, Die V*skos*tatpL 1 des Reaktions-
gemisches wurde dann mit Hilfe einer Haake-Spindel bei 90 °c
gemessen.

AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch auf 55 °c geklihlt
und der pH-Wert mit 2n H,80, auf 5,0 gingestellt, Dann wur-
de eine Verzuckerung eingeleitet durch Zugabe der Glucoamy-
lase SAN 150 (Handelsname) in einer Dosis von 1,75 1/t Stér-
ke, Das Verzuckerungsgemisch wurde dann in drei Teile A, B
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und C aufgeteilt, die 15 min, wie unten angegeben, mit Enzym
behandelt wurden, bevor die Viskositat gemessen wurde.

A: Dieser Teil diente zum Vergleich, Die Viskositat n

v WU
L2

de gemessen, siehe Tabelle Ba III,

B: Die Tricoderma viride-Cellulase von Celluclast‘(:>200 N
wurde in einer Dosis von 1 kg/t Feststoffe von siBen
Kartoffeln zugegeben, Die Viskositdt h 3 Wurde gemessen,
siehe Tabelle Ba III,

C: Die SPS-ase-Zubereitung KRF 68 wurde in einer Menge von
0,25 kg/t Feststoffe der siBen Kartoffeln zugegeben, Die
Viskositat '24 wurde gemessen, siehe Tabelle Ba III.

Reaktionsgemisch Viskositat Viskositat
bei 90 % | bei 55 %
vorverflissigte h, = 770 mPa.s h o = 2190 nPa.s
siiBe Kartoffeln
A - . h , = 2190 wPa.s
B - | W 3 = 1970 mPa.s
c - nas S50 mPa,s

Aus dieser Tabelle geht hervor, daR die Viskositat des Reak=
tionsgemisches wesentlich verringert werden kann durch die
SPS-ase in einer geringen Menge, verglichen mit dem
Celluclast <§>.und SAN 150,
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Ba 3. Gesamtverflissiaung von Birnen und anderen Frichten

Wenn ganze Birnen, die mechanisch zerstoBen worden sind,
anschlieflend mit einer SPS-ase-Zubereitung behandelt werden,
findet eine vollstindige Verflissigung statt und nach Ent-

fernung von kleineren Mengen Feststoffen wird ein klarer
Birnensaft erhalten. Ein shnliches Verfahren kann auf andere
ghnliche Fruchte, z, B. Apfel, angewandt werden.

Beispiel Ba 3.1

Frische Apfel wurden mit Hilfe einer Bucher=-Zentralmiihle
grob gemahlen, Die Apfelmaische wurde dann in einem Kessel
mit Heizmantel 5 min bei 90 °C pasteurisiert und dann auf
Raumtemperatur abgekiihlt, Die vermaischten Apfel wurden
dann auf einer Fryma-Mihle mit Korundstein gemahlen., bis
die Maische glatt war, Die Maische wurde dann erneut 10 min
bei 80 °C pasteurisiert und auf 50 °C gekihlt,

Jetzt wurden Enzymreaktionen 30 min bei 50 °C mit einem Cone
traves-Rheomat 15 durchgefﬁhrt; wobei Rihren und Viskosi-
tédtsmessungen (im Zusammenhang mit einer prozentualen Ab-
lesung auf dem Rheometer bei Geschwindigkeit 13) gleichzei-
tig durchgefihrt wurden, Nach vollsténdiger Enzym-Reaktion
wurden 100 g Proben abgezogen und in einem 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 wurden ebenfalls ge=
messen, Tabelle Ba IV zeigt einen Vergleich zwischen der
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Wirkung. von SPS-ase, der Kombination von Celluclast und SPéf

ase und der Komoination von Celluclast und Pectinex. Die

SPS-ase-Zubereitung KRF 638 wurde angeswandt.

Tabelle Ba 1V

Ergebnisse der Gesamt-Verflissigungsversuche
mit Apfel-Maische bei 50 °C, 20 min

5PS- Celluclast(f)Pectinex(B)End- Zentrifugation Saft
ase=~ 200 1 3x g/hl Vige
g/hl  g/hl kosi- ., . o b Omes
Maische Maische tar 6 Saft @ Fest- pH "Brix
a stoffe
: %

0 0 o 100 59 41 3,8 9,7
25 0 0 19 381 i9 3,5 10,5
50 o 0 i35 79 21 3,5 10,7
50 50 o 4,8 83 7 3,5 10,8

3,8 83 17 3,1 12,5

0 50 200 - 9.5 83 17 - 3,2 12,9

o 50 2000 4,0 82 i8 3,1 13,2

Ba 4., Herstellung von Saft durch Behandlung von Frichten

und Gemiisen

Es hat sich gezeigt, daB SPS-ase-Zubereitungen gut geeignet
sind zur Herstellung von Saft durch Behandlung von verschie-
denen Frichten, Beeren und Genmiisen, z. B, Karotten, Erbsen,

Tomaten, Apfeln, Birnen, Schwarze Johannisbseren, Bohnen

und Kohl, Hierbei wird eine bessere Ausbeute an Saft sowie
eine bessere Extraktion von Farb- und Geschmacksstoffen er-

reicht, verglichen mit der handelsiblichen Pectinase~ und
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Cellulase-Zubereitung.

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 erhalt-
lichen ublichen Cellulase- und Pectinaseprodukten
Celluclast 200 L und Pectinex ®3x. Aus der Tabelle

geht hervor, daB die Ausbeute an Saft leicht verbessert wer-

den kann, wenn so-wenig wie 50 g/hl SPS-ase verwendet wer=
den, verglichen mit 2000 g/hl Pectinex » beide zusammen
mit 50 g/nl Celluclast . Auch war die Viskositat etwas
geringer. So scheint es, daB die SPS-ase ungefahr 40 mal
wirksamer ist als Pectinex,

Ba 5. Behandlung im Zusammenhang mit der Extraktion oder .
dem Pressen von Zuckerrohr oder Zuckerriben,

Es hat sich gezeigt, daB es mdglich ist, die Ausbeute im
Zusammenhang mit einfachen Extraktionsverfahren zu verbes-
sern, wenn die SPS-ase-~Zubereitung angewandt wird zur Be-
handlung von Zuckerrohr oder Zuckerriiben vor und/oder wah-
rend der Extraktion oder dem Pressen. Auch kann der Rick-
stand (Bagasse) mit der SPS-ase-=Zubereitung behandelt wer-
den, wodurch er teilwsise in fermentierbare Zucker umge-
wandelt wird, die als Ausgangsmaterial zur Ethanolfermenta-
tion verwendet werden konnen,
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Beispiel Ba 5.1

10 kg RiUckstand von Zuckerriben (Pulpe), der erhalten worden
war durch kontinuierliche Gegenstromextraktion in einem DDS-
Diffuser bei Nakskov Sugar Féctory, wurden zweimal in einer
Fryma=Mihle (Typ MZ-110) vermanlen, Wahrend des Mahlvorgan-
ges wurde Prozefwasser zugegeben,

300 g Anteile der Pulpe wurden jetzt 18 h beil 45 ° mit

Enzym benandelt unter Verwendung der in Tabelle Ba V ange-
gebenen Mengen, Das trockene Enzymprodukt (KRF 68) wurde zu
der Pulpe zugegeben, die wihrend der ersten Stunde mit einem
Stab gerihrt wurde, Daraufhin war die Pulpe so weit verflis-
~sigt, daB die restliche Zeit erfolgreich magnetisch gerihrt
werden konnte, Am Ende der Reaktion wurde der pH-~Wert gemes-
sen (wahrend des Beginns der Reaktion wurde keine pH=-Korrek-
tur vorgenommen) und das Reaktionsgemisch wurde zentrifu=-
giért, bis eine klare Uberstehende FlUssigkeit erhalten wur-
de. Die Bestimmung des Feststoffgehalts wurde an Reaktions-
gemischen und an den {(berstehenden Flussigkeiten vorgenommen,
Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde der Prozentsatz an
gelésten Feststoffen berechnet. Korrekturen fir den Gehalt an
loslichen Feststoffen des Enzymproduktes wurden bei allen
Berechnungen vorgenommen,

Die Uberstehenden Fliissigkeiten 2, 3 und 4 wurden durch Ionen-
austauscher behandelt und durch HPCL auf die Kohlenhydratzu-
sammensetzung untersucht,
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Tabelle Ba V Ergebnisse bei der enzymatischen Verflissigung

von Ruben-Pulpe

Ver- Verh&lti- : End-Messungen .
such nis der . :
Nr. Enzym- Reaktionsmischung ~ Uberstehende Fliissigkeit
menge zu -
Fest= pH % Fest= % Feststoffe % geléste
stoffen  (End=- stoffe Feststoffe
E/S % wert)
1 0 5,5 4,18 0,0 0,0
2 0,35 3,6 3,85 2,58 66,9
3 0,56 3,5 3,81 2,56 66,2
5 1,58 3,3 2,17 2,34 73,4
6 3,10 3,4 3,23 2,49 76,4
7 7,52 3,4 2,66 2,18 80,5

Reaktionsbedingungen: M

]

300 g

S = 4,18 % Feststoffe

E/S wie oben angegeben
oH nicht eingestellt

T= 45 °%

t = 18
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Tabelle Ba VI HPLC-Werte
Zucker-Art Versuch Nr,
(Neutral) 2 3 4

% neutrale Zucker

Hochmolekular (DP4+) 43,5 31,5 25,3
Disaccharide 4,6 4,8 -
Glucose 20,4 23,7 27,8
GaIaﬁtose 5,0 5,9 7,3
Fructose/Arabinose . 26,4 32,2 33,2
Galacturonsadure nicht gemessen

Alle entsprechend der obigen Tabelle Va VI entstandenen Zuk-
ker konten zu Alkohol fermentiert oder fir andere Zwecke ver-
wendet werden,

Ba 6., Herstellung von Sojamilch

Sojamilch kann leicht durch vollstandige Verflussigung von
gemahlenen Sojabohnen und anschliefende Homogenisierung des
erhaltenen Gemisches hergestellt werden, Sojamilch wird hau-
fig hergestellt durch Einweichen von Sojabohnen in siedendes
Wasser, Mahlen der eingeweichten Bohnen und Extraktion mit
Wasser und anschlieBende Trennung des unléslichen Rickstandes,
Z. B, von Proteinen und Polysacchariden. Um die Ausbeute an
Sojamilch zu verbessern, kdnnen diese unldslichen Rickstinde
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durch Umsetzung mit der SPS-ase verflissigt werden.

Beispiel Ba 6,1

Das Sojamilchverfahren wird durch die folgende Reihe von
Enzymreaktionen erldutert, wobei Berechnungen des Protein-
Léslichkeitsindex (PSI, %) und des Feststoff-Ldslichkeits~
index (DSI, %), die nach Abtrennung pbei pH 7 erhaltenen Aus-
beuten zeigen (siehe Tabelle Ba VII), Die Enzymreaktionen
wurden unter den folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Substrat: Vollfettes Sojamehl
(Dansk Sojakagefabrik A/S)
Menge des Reaktionsgemisches: 220 ¢

Menge des Substrats: 20 g

Temperatur: 50 %

pH: 4,5 (6n HC1)
Reaktionszeit: Reihe A 1 h
Reaktionszeit: - Reihe B 0,5 = 6 h
Enzym: 'SPS-gse (KRF 68)

Enzymmenge: Reihe A: E/S-Verhaltnis
| (Gew,/Gew,) O ~ 8,0
Reinhe B: E/S-Verhiltnis
(Gew./Gew,) 1,0

Nacnh der Reaktion wurde der pH-Wert mit Hilfe von 4 n NaOH
auf 7 eingestellt und die Trennung durch 15 min langes Zen=
trifugieren bei 3000 x g durchgefihrt,
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Ba 7. Behandlung zur Erhdhung der zurickgewinnbaren Menge
an loslichen Kaffeebestandteilen

Es hat sich gezeigt, daR die Behandiung von Kaffeebohnen bei
unterschiedlichen Stufen wihrend der Herstellung von In-
stantkaffee zu einer erhdhten Ausbeute an ldslichen Kaffee-
bestandteilen fiihrt. So kénnen z, B. verbrauchte Kaffee=
rickstéande (Kaffeesatz) oder griine Bohnen enzymatisch mit
glinstigen Ergebnissen behandelt werden,
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Bb 1. Verhinderung und/oder Abbau des "Schleiers" in Apfel-
oder Birnensaft

Nach der Herstellung von Apfelsaft oder Birnensaft und an-
deren Fruchtsaften, die klar sein sollen und die vorher mit
iblichen Pectinase- und Cellulasezubereitungen behandelt
worden sind, um die Bildung einer Tribung zu vermeiden, kon-
nen "Schleier" auftreten. Es hat sich gezeigt, daR die SPS-
ase~Zubereitungen gut geeignet sind zum Abbau derartiger
Schleier, die hauptsdchlich aus Araban, das an Proteine ge=-
bunden ist, bestehen,

Beispiel Bb 1

Birnensaftkonzentrat, das hergestellt worden war durch enzy-
matische Verflissigung von Rickstanden von der Herstellung
von Birnenkonserven unter Verwendung von Celluclast und
Pectinex , wurden beim Stehen wolkig. Der “"Schleier" wur-
de isoliert und mit 0,01 n HZSD4 24 h hydrolysiertAund
durch HPLC analysiert., Das Chromatogramm zeigte Arabinose

und kleine Mengen an Oligosacchariden,

Durch Inkubation von 0,5 % (Gew.,/Vol) dieses Kohlenhydrats
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 Enzymkonzentration

von 0,05 % (Gew./Vol,) zeigte es sich, daB 84 % der ur-
springlichen schleierbildenden Kohlenhydrate (Feststoffe)

in Arabinose umgewandelt wurden..

Auch ein verdinntes Birnenkonzentrat (20° Brix) wurde 2 n
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oei 40 °C mit einer Enzymmenge von 0,15 % (Gew,/Vol,) der
oben erwadhnten SPS-ase oder mit 1% (Gew./Vol,) eines Han-
delsproduktes, das als Clarex bezelcnnet wird, behandelt,
Es zeigte sich, daB die SPS-ase imstande war, den relativen
HPLC-Spitzenbereich eines arabanartigen Schleiers um 86 % zu
verringern, widhrend die entsprechende Verringerung mit

Clarex (in einer wesentlich hoheren Menge als die SPS-ase-
Zubereitung) nur 78 % betrug.

Bb_2. Anwendung als Klarmittel fir WeiBwein

winschte Triibung zeigen, w1rksam mit Hilfe von SPS—ase ge=-
klart werden kdénnen. Es hat sich gezeigt, daB das Tribung
bildende Material hauptsichlich aus Arabinogalactanen be=-
steht, die an Hydroxyprolinreste in einem Zellwand-Struktur-
protein gebunden sind.

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

Vor der Abtrennung des ISS§H>(isoelektrisch 18slichen Soja-
proteinhydrolysats) oder anderer pflanzlicher Proteinhydro-
lysate aus der Aufschlammung, wie in der US-PS 4 100 024
oder in Process Biochemistry, Bd. 14, Nr. 7 (1979), S. 6 - 8
und 10 - 11 beschrleben, kann das Reaktlonsgemlsch mit einer
SPS-a se-Zubereltung behandelt werden, Hierdurch wird eine
leichtere Trennung erzielt,
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Bb 4. Maische=Enzym flr die Brauereiindustrie

Bei der Herstellung von Bier beeinflussen Kohlenhydrate der
Ausgangsmaterialien z, B. der B-Glucane Malz und Gersts die
Viskositédt und Filtrierbarkeit des Extrakts, Die Zugabe von
SPS-ase wahrend des Maischens verringert die Viskositdt des
Extrakts und verbessert die Filtrierbarkeit und die Ausbeu=-
te an Extrakt, Darlber hinaus flihrt die Zugabe von SPS-ase
wahrend des Maischvorganges zu einer Verbesserung der Fer-
mentierbarkeit des Extrakts und des Stickstoffgehalts in dem
Extrakt,

Beispiel Bb 4.1

Im Labor wurden 50 g gemahlene Kdrner, bestehend aus 50
Malz und 50 % Gerste mit 275 g Wasser (15 % Feststoffgehalt)
nach dem folgenden Maischdiagramm vermaischt: 52 °c (80 min)
/63 °C (60 min)/76 °C (30 min).

Um die Wirkung der SPS-ase zu zeigen, wurden vier Versuche
durchgefihrt, siene die im folgenden angegebene Tabelle,
wobei die Enzyme wdhrend des Maischvorgangs zugegeben wur-
den (pH der Maische 5,5 bis 6,0).
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Enzym keines Cereflo SPS~-ase (KRF 68)
Aktivitadt der R-
Glucanase/g 0] 200 86U 1630 FBG 1630 FBG
Menge an Enzym 0 1,5 g 0,05 g ' 0,13 g
per kg Kérner
Gesamtmenge der
Enzym-Aktivi-
tdtseinheiten 0 300 BGU 80 FBG 300 FBG
per kg Kbrner
Filtrationsge~
schwindigkeit 120 ml 135 ml 160 ml 170 ml
des Extrakts
nach 10 min
Viskositat des 1,52 1,36 mPa.s 1,36 mPa.s 1,30

Extrakts 10° mPa.s mPa.s

Balling (25 °C)

3GU = B-Glucanase-Einheiten, bestimmt nach der analytischen
Methode AF 70/4-GB, erhiltlich von NOVO Industri A/S.

FBG = Pilz-B-Glucanase~Einheiten, hestimmt nach der analy-
tischen Methode AF 70.1/2-GB, erhiltlich von NOVO Industri
A/S,

Einziger Unterschied zwischen BGU und FBG ist der pH-Wert,
bei dem die Enzymbestimmung durchgefihrt wurde: pH 7,5 fur
BGU und pH 5,0 fur Fs6,
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Cereflo ist eine bakterielle B-Glucanasezubereitung, wie
sie beschrieben ist in dem Informationsblatt B 214b-GB 1500
Juli 1981, erh&ltlich von NOVO Industri A/S,

Beispiel Bb 4.2

Im Labor wurden 50 g gemahlene Kdrner, bestehend aus 40 J
Malz und 60 % Gerste mit 150 g Wasser (25 % Feststoffgehalt)
entsprechend dem folgenden Schema vermaischt: 45 % (60 min)

/63 °C (90 min)/75 °C (15 min),

Um die Wirkung der SPS-ase nachzuweisen, wurden drei Ver-
suche durchgefihrt, sishe die im folgenden angegebene Tabel-
le, wobei die Enzyme wihrend des Vermaischens zugegeben wur-
den (pH-Wert der Maische 5,5 bis 6,0).

SPS-ase (KRF 68) +
Ceremix wie im vor-

. ) hergehenden Versuch
Enzym keines Ceremix zugegeben :
Aktivitat der B- - 200 BGU 1630 FBG
‘Glucanase/g
Enzymmenge per - 1,65 g 0,033 g
kg Kdrner

Gesamtménge der En=-
zym=Aktivitits=-Ein- 0 330 BGU 50 FBG
heiten per kg Kdrner

Filtfationsgeschwin- :
digkeit des Extrakts 48 ml 98 ml 111 ml
nach 30 min ,

Extrakt, °Balling 18,6 19,0 18,5

Viskositidt des Ex-
trakts 10° Balling 15?2 1537 1.27
(25 °c) mRa.s mPa. s |



Die Definition von BGU und FBg ist wie in Beispiel 8b 4,1
angegeben, In der letzten Spalte der obigen Tabelle ist nur
die Menge und Aktivitat von SPS~ase angegeben,

Ceremix ist eine bakterielle B-Glucanasezubereitung, wie sie
beschrieben ist in denm Informationsblatt B 21¢g 0=-GB8 1000
Feb. 1982 erhsltlich von NOVO Industri A/S,

Bb_5, Enzymatischer Zusatz zZur Anwendung wdhrend der Bier-
fermentation und/oder Lagerung,

SPS-ase kann wihrend der Fermentation von Extrakt oder Wéh-
rend der Lagerung von Bier cugesetzt werden, um den Gehalt
an B-Glucanen ‘zu verringern und dadurch die Filtrierbarkeit
und Stabilit&t gegeniiber einer Schleierbildung von Bier zy
verbessern, SPS-ase zeigt auch eine Wirkung aufFProteine,

die fir die beim Kuhlen auftretende Tribung verantwortlich
sind,

Bb 6. Mittel zur leichteren entfernung von Mandelhiutchen
Wahrend der mechanischen Entfernung von Mandelhiutchen nach
dem Blanchieren von Mandeln, wird ein pestimmter Anteil von
Mandelh&utchen nicht entfernt, Es hat sich gezeigt, daR
eine Enzymbehandlung der Mandeln zu einer Verringerung des
erwdhnten Prozentsatzes fihrt,

Be 1, Zersetzung unterschiedlicher_Abfallprodukte

Inm Zusammenhang mit vestimmten Herstellungsverfahren werden
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groBe Mengen kohlenhydrathaltiger Abfallprodukte gebildet.
Z. B, ist dies der Fall im Zusammenhang mit der Herstellung
von Sojaisolat durch Wasserextraktion und Saureausfallung,
Sojamilch und Sojaquark (einer speziellen Art von japani-
schem Kase). Auch in diesem Zusammenhang kann Abfallpulpe
aus z. B, Apfeln, Birnen oder Zitrusfrichten erwadhnt werden.
Es hat sich gezeigt, daB eine SPS-ase-Zubereitung imstande
ist, diese kohlenhydrathaltigen Abfallprodukte vollstindig
zu verfliissigen und fermentierbare Zucker zu bilden, die
als Ausgangsmaterial zur Ethanolfermentaticn verwendet wer-
den kénnen, |

Beispiel Bc 1.1

Bei der {iblichen Herstellung von Sojamilch oder Sojaquark
werden Sojabohnen hdufig in siedendem Wasser eingeweicht,
gemahlen und mit heiRem Wasser extrahiert, woraufhin eine
Trennung durchgeflihrt wird, Der Rickstand von dieser Trennung-
ist das Material, das flr diesen Versuch angewandt wird,

Die flUssige Phase ist die Sojamilch, die weiter zur Her-
stellung von Sojaquark angewandt werden kann,

10 kg ganze Sojabohnen wurden gleichzeitig mit 70 1 sieden-
dem Wasser in einer Fryma-Mihle Typ MZ 110 vermahlen. Die
gemahlene Aufschlémmung wurde dann 15 min oberhalb 85 %
gehalten, um die natilirlichen Bohnenenzyme zu inaktivieren,
die den bekannten Sojabohnénbeigeschmack erzeugen., 5 1 die-
ser Sojabohnenaufschlammung wurden dann im Labor 15 min mit
3000 x g zentrifugiert, Die Analyse zeigte, daB der Rick=
stand 20,45 % bzw, 20,06 % Feststoffe (Doppelbestimmungen,
berechnetes Mittel 20,26 %) enthielt. Es wurde langsam 6n
HCl zugegeben und mit einem Spatel in den Rickstand einge=
arbeitet, bis ein pH-Meter 4,50 zeigte, wenn die Elektrode
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direkt in die Masse eingetaucht wurde,

In einem 500-ml-Becher Glas wurden bei 50 °C Enzymreaktionen
an 2 x 200 g der Masse mit zwei verschiedenen Mengen an
SPS-ase (KRF 68) durchgefihrt, namlich E/S = 0,5 %, bezogen
aut die Feststoffe und E/S = 3,0 %, bezogen auf die Fest=
stoffe. Das trockene Enzym wurde zu der Masse zugegeben,
Wahrend der ersten 1 bis 2 h wurde mit einem Spatel geriihrt,
und anschlieBend war die Menge soweit verflissigt, daB mit
einem Magnetriihrer erfolgreich gerihrt werden konnte, Dis
Gesamtreaktionszeit betrug 21 h. Wzhrend der Reaktion wurde
die Osmolalitdt mit einem Osmometer gemeésen. BDie Ergebnis-
se in Tabelle Be Izeigen den Verlauf der Reaktion,

An Ende des Versuchs wurde das Gemisch 15 min bei 3000 x g
zentrifugiert, An der Oberfliche der Uberstehenden Flissig-
keit trat eine Ulschicht auf, deren Volumen bestimmt.wurde.
Als Bodenschicht trat eine lockere Schlammschicht auf, Die
Uberstehende Flissigkeit einschlisBlich des Uls wurde mit
einer Pipette entfernt, Das Ul awurde mit der klaren wsBri-
gen Phase durch Homogenisieren zusammengegeben und eine
Probe zur Bestimmung des Feststoffgehalts abgezogen. Die

in Tabelle Be I angegebenen Ergebnisse zeigen deutlich, daB
dieses Abfallprodukt durch enzymatische Reaktion verflissigt
werden kann und daB rohes Ul, wie in Abschnitt A 4 angege-
ben, erhalten werden kann, Nach Gewinnung des Uls kann der
gelOste Rickstand auf verschiedsne Weise verwendet werden,
Zs Be zur Farmentation zu wertvollen Verbindungen oder zum
Einengen und Trocknen und anschlieBende Verwendung als Fut-
termittel oder Nahrungsmittelprodukt oder nach weiterer Rei-
nigung zur Herstellung wertvoller Produkte,
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Tabelle Bc I Bei der Verflﬁssiguhg von Sojamilch und Soja-
quark erhaltene Ergebnisse ’

Reaktionsbedingungen

und Ergebnisse “Versuch A Versuch B
Menge des Rickstands 200 g 200 ¢
Menge an SPS-ase
Temperatur 50 °c 50 °c
pH 4,50 , 4,50
- Reaktionszeit 21 n 21 h
Ergebnisse gemessen t Osmo- QAOs- t Osmo- 4 Os=-
mit dem Osmometer ~ —min lali- mola- min lali- mola-
wanrend der Reaktion tat litat Ctat litat
‘ mOsm mOsm mOsm mOsm
0 287 0 0 282 0
10 313 26 10 368 86
4 Osmolalitat ist do = = - 25 497 215
korrigierte Wert fir - p -
die Osmolaglitat der 40 391 104 4:0%_§Q¢ 319
Mischung bei t = O g5 501 214 895 718 436
250 634 347 250 875 593
t=o0 1260 907 620 1260 1145 863
Reaktionsmischung
Feststoffe 20,3 % 20,7 %
Gberstehende Flissig-
keit: Feststoffe 18,0 % 19,4 %
Uberstehende Flissig- ‘
keit: Ulgehalt 8 - 10 % 8 - 10 %

Berechnung %‘Lésliche
Feststoffe 88,6 % 83,5 %
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Be 2. Verzuckerung und gleichzeitige Fermentation -

Kohlenhydrathaltige Pflanzenmaterialien, z., B. Krniollen, wie
Jerusalem-Artischocken, Kartoffeln, siBe Kartoffeln, Cassa-
wa oder Pulpe von solchen Knollen, d. h. das nach Entfernung
der extrahierten Komponenten verbleibende Material kénnen
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 abgebau~
ten inulinhaltigen Jerusalem-Artischocken wurde inm Labor-
mafstab durch gleichzeitige Verzuckerung mit SPS-ase und
Inulinase und bei vier unterschiedlichen Vorbehandlungen der
Jerusalem-Artischocken untersucht.

SPS~ase: Es wurde die SPS-ase-Zubereitung KRF 68 angewandt,

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

Fermentation im Labor: 150 g Anteile der vorbehandelten
Maische (spédter beschrisben) wurden nach Zugabe von 4,5 g
Béckerhefe und 1 ml einer 4%igen Losung von Pluronic als
Antischaummittel fermentiert, Die Fermentationskolben waren
mit C02-Fallen, enthaltend 98 % Schwefelsiure, versehen und
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die Fermentation wurde durch Messung des Gewichtsverlustes
auf Grund von freigesetztem CO,verfolgt, Der Kolbeninhalt

wurde wahrend der bei 30 °C durchgefihrten Fermentation ge-
rihrt. Es wurden fir jeden untersuchten Parameter drei Kol-

ben angewandt,

In Tabelle Bc II ist der durch Freisetzung von 002 auftre-
tende Gewichtsverlust in Ethanol umgerechnet, angenommen

daB 1 Mol freigesetztes CO, 1 Mol C,HOH, d. h. 1 gcC0, ~
A8 C,HLOH t icht
-5 9 C,HgOH entspricht,

| Vorbehandlung der Artischocken:

Behandlung A: 14,1 kg Artischocken (22,8 % Feststoffgehalt)
wurden 20 min bei 140 °C und 4 bis 5 bar ge-
kocht (Henze)., Das Gewicht nach dem Kochen
betrug 19,0 kg ( ~ 16,95 % Feststoffgehalt).
Die Fermentation wurde direkt an der Maische
durchgefihrt, .

Behandlung B: Gewaschene und in Scheiben geschnittene Arti-
schocken wurden mit Wasser (1 : 1) vermischt
in einem Waring=-Mischer, 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 Wérmebehandlung und ohne
pH-Wert-Einstellung.
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Ergebnisse: In Tabelle Bc II zeigen die Ergebnisse die Wir-
kung des Zusatzes von SPS-ase zu der vorbehandelten Maische
auf die Ethanolausbeute., Eine deutliche Verbesserung der
Ethanolausbeute wurde bei allen vorbehandelten Maischen er-
zielt, wenn SPS-ase zugesetzt wurde.

Tabelle Bc II Fermentations-Ergebnisse im Zusammenhang mit
der gleichzeitigen Fermentation und enzyma-
tischen Verzuckerung von Jerusalem-Arti-
schocken

Vorbe- Zugabe von SPS-ase Verlust an CO, (g) %

hand- Inulinase E/S % nach 42 - 44 % entstandenes
lung zu 1 g Fermentation Ethanol im
Feststoff ‘ Vernaltnis zu
- Feststoffen
1,5 0 7,65 + 0,05 31,5
A 1,5 0,27 8,07 + 0,08 33,2
. 0 4,85 + 0,03 28,7
3 . 0,40 5,41 + 0,03 33,1
1,5 0 5,70 + 0,05 34,8
1,5 - 0,10 5,97 + 0,01 36,5
C 1’5 ngo 6!13 i 0106 37;5
1,5 0,30 6,13 + 6,00 37,5
1,5 0,40 6,18 + 0,05 37,8
1,5 0 5,77 + 0,02 35,3
1,5 0,10 5,82 + 0,00 36,0
1.5 0,20 6.04 + 0,11 26,9
D 1,5 0,30 6,04 + 0,01 36,7

0,03 36,8
G .,02 33,5

’A
-
[§;]
o
~
[}
L)
O
N
I+ 1+ }4
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Bc 3. Abbau von Cellulose

Es hat sich gezeigt, daR cellulosehaltige Materiglien, wie
Stroh, z. B. Weizenstroh, Sagespéne, Papier und Lignocellu-
lose in einem groBeren AusmaB mit einer SPS-ase-Zubereitung
hydrolysiert werden kdnnen als mit Ublichen Cellulasen. Das
wird durch das folgende Beispiel geieigt, bei dem ein kri-
stallines Cellulosematerial (AVICEL) mit Hilfe einer (b=
lichen Cellulase Celluclast ™ 200 erzeugt von Trichoderma
reesei sowie der SPS-ase~Zubereitung KRF 68 behandelt wor-
den ist.

Beispiel Bec 3.1

Avicel wurde in Wasser suspendiert (20 % Feststoffe), der
pH=-Wert auf 5 eingestellt und die Temperatur auf S0 °c gehal-
ten, Nach 24 h langer Reaktion wurde die Aufschlammung fil-
triert und der Gehalt an reduzierendem Zucker (mg Glucose/g
Avicel) gemessen. Bei Verwendung von Enzymmengen von 5 und

20 % wurden die folgenden Werte fir den Cellulosegehalt ge-
funden: ' '

Tabelle Be III

Enzym E/S % mg Glucose/g AVICEL
Celluclast 5 80
SPS-ase 5 200
Celluclast 20 100

SPS-~ase . 20 340
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Bc 4. Anwendung als Backhilfe

Es hat sich gezeigt, dal SPS-ase-Zubereitungen ausgezeichnet
geeignet sind als Backhilfen, S0 ist es, wenn eine SPS-ase-
Zubereitung zu dem trockenen Mehl vor der Herstellung eines
Teiges zugesetzt wird, mdglich, ein Brot mit einer besseren
Qualitédt bezliglich Volumen, Krume und Geschmack zu erhalten.
8o ist es mdglich ein Brot hoher Qualitit aus einem Weizen-
mehl geringer Qualitdt herzustellen, wenn eine SPS-ase~Zube=-
reitung als Zusatz verwendet wird,

Bc 5., Verbesserung der Ausbeute an Alkohol und an Biomasse
wadhrend der Fermentation von Sulphitlauge von der .

Papierherstellung

Es hat sich gezeigt, da® die Ausbeute an Ethanol verbessert
werden kann, wenn Sulphitlauge von der Papierherstellung

mit einer SPS-ase-Zubereitung behandelt wird, bevor sie als
Kohlenhydratquelle zur Fermentation von Ethanol verwendet
wird, Sulphitlauge von der Papierherstellung kann auch ange-
wandt werden zur Herstellung von Biomasse, z. B. Einzelzell-
protein durch Fermentation und auch in diesem Falle wird

die Ausbeute an Biomasse verbessert, wenn die Sulphitlauge
~vorher mit einer SPS-ase-Zubereitung behandelt worden ist,
Auch konnen der Abbau auf Grund des Vorhandenseins der SPS-
ase~Zubereitung sowie die Fermentation gleichzeitig durchge-
fihrt werden,
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Bc 6. Entwdsserung von biologischen Schlammprodukten

Wanrend der Ublichen Wasserextraktion von vielen biologi-
schen Materialien aus Pflanzenrohmaterialien entstehen groRe
Volumina an uhléslichem Rickstand, bestehend aus groRen Men-
gen gequollener Polysaccharide. Das ist z, 8, der Fall,

wenn Sojamilch; Sojaquark oder Sojaisolat durch Wasserex-
traktion von Sojabohnen, entfettetem Sojamehl oder weiRen
Flocken hergestellt werden, Das strukturell gequollene Poly-
saccharidmaterial kann dann in geringem AusmaB mit SPS-ase
behandelt werdén, wodurch die Netzstruktur des Materials ge-
6ffnet wird und nur geringe Mengen Kohlenhydrate geldst wer-
den, Dadurch wird das Material entwédssert und felglich ein
héherer Feststoffgehalt in dem Schlamm erhalten im Vergleich
mit einem Produkt, das ohne Enzymbehandlung erhalten wird.,
So fihrt das Enzymverfahren zu dem Vorteil eines wesentlich
geringeren Energieverbrauchs zur Entfernung von Wasser durch
Trocknen und es eréffnet auch die Méglichkeit, ein billige-
res trockenes Tierfuttermittel oder massebildendes Mittel
fir Futterzwecke herzustellen.

B¢ 7, Silage-Hilfsmittel

Es ist bekannt, Enzyme als Silage-Hilfsmittel zuzusetzen, um
die Geschwindigkeit des Silierungsprozesses und die Fermen-
tation der Silage zu verbessern, £s hat sich gezeigt, daB
SPS-ase~Zubereitungen besser sind im Vergleich mit bekannten
enzymatischen Silage~Hilfen,
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Ubersicht Uber die Figuren, auf die vorher Bezug genommen

worden ist.

Fig. bezieht sich auf
Nre

stellt dar

Bindungswirkung zwischen SPS

1 allgemeinen Teil der
Beschreibung und Sojaprotein

2 allgemeinen Teil der FlieRBschema, das die Herstel-
Beschreibung lung von SPS beschreibt

3 Abschnitt 2

Eichkurve fir HPLC-Gel-Fil-
trations-Chromatographie

4 Abschnitt 2

HPLC-Gel-Filtrations=-Chroma~
togramm von SPS

5 Abschnitt 2

HPLC-Gel~Filtrations-Chroma-
togramm von durch SPS-ase
abgebautem SPS

6 Abschnitt 2
und 3

HPLC-Gel-Filtrations-Chroma=
togramm der Uberstehenden
Flissigkeit von SPS, inku-

biert mit Sojaprotein

7 Abschnitt 2

HPLC~-Gel-Filtrations-Chroma~
togramm der berstehenden
Flissigkeit von abgebautem
SPS, inkubiert mit Soja-
protein
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stellt dar

0

Abschnitt

3

HPLC=-Gel-Filtrations=-Chroma~-
togramm von APS, abgebaut
durch Pectolyase

Abschnitt

HPLC~Gel~Filtrations=-Chroma=
togramm von APS, abgebaut
durch SPS-ase

10

Abschnitt

HPLC=Gel-Filtrations=Chroma~
togramm von SPS, behandelt
mit Pectolyase

.- 1 1,,_,__.

Abschnitt

Immunoelektrophoretische

Peaks einschlieRBlich einem
SPS-ase-Peak, identifiziert
durch Uberlagerungstechnik

12

Abschnitt

Ionenaustausch-Chromatogramm
einer SPS-ase

13

Abschnitt

pH~Abhéngigkeit‘der Aktivi-
tdt einer SPS-ase '

14

Abschnitt

- Temperaturaohangigkeit der

Aktivitadt einer SPS-ase

15

Abschnitt

Temperaturstaoilitat esiner
SPS=-ase

16

Abschnitt

10

pH-Stabilit&dt von Protease in
einer SPS-ase-Zubereitung
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Verfahren zum Abbau von Polysacchariden, vorzugswelse
Zellwandpolysacchariden von Pflanzen mit Hilfe einer
Carbohydrase, gekennzeichnet dadurch, daf ein 3PS-ase
tildender Mikroorgenismus, der dadurch auswihlbar ist, dab
der zu untersuchende Hikroorganismus auf einem Fermentoe
tionsmedium geziichtet wird, dessen Hauptkohlenstoffquelle
SP3, das gebildet worden ist auf der Basis von pflanzli-
chem Rohprotein, vorzugsweise entfettetenm Sojamehl, als
Ausgengsmaterial, woraufhin eine Frobe des Fermentations=-
mediums auf SPS-ase untersucht wird und der fragliche
Iikroorganismus als SPS-ase bildender Mikroorgenismus an-

{-

gesehen wird, wenn die Analyse auf 3PS-ase posi
in einem Ndhrmedium geziichtet wird, wonach die daraus

tiv igt,
hergestellte 3PS-ase-Zubereitung in einem wilrigen lie-
dium mit einem Substrst fir die SPo-ase~Zubereitung zu~
sammengebracht wird.

Verfahren nach Punkt 1, gekenmzeichnet dadurch, daB die
SPS-ase imstande ist, So0ja-SPS in einem wiBrigen Hedium
zu Abbauprodukten abzubauen, die sich an pflanzliches
Profein in dem wéiBrigen Medium in geringerem lMaBe anla-
gern, als sich das Soja-SPS ver dem Abbau an das gleiche
pflanzliche Protein in dem wabrigen Medium angelagert
hétte.

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daB die SPS-ase imstande ist, Soja-3PS in einem wdlrigen
Medium mit einem pH-Wert, der nicht mehr als 1,5 von 4,5
abweicht, zu Abbauprodukien abzubauen, die sich an Soja-
protein in dem wiBrigen Medium in einem geringeren Aus-
maf anlagern, als sich dag Soja~3PS vor dem Abbau an

das Sojaprotein in dem wilrigen Medium angelagert hitte.

Verfahren nach Punkt 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch,
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daB die Abbauprodukte von Soja-5PS nach vollsténdigen
Abbau sich an pflanzliches Protein in einem Ausmaf von
weniger als 50 %, insbesondere weniger als 20 %, anlagern,
als sich das So0ja~SPS vor dem Abbau an das pflanzliche
Protein in dem wé&Brigen Medium angelagert hitte.

Verfanren nach Punkt 1 bis 4, gekennzeichnet dadurch,
daB die SPS-ase einen positiven SPS-ase-Test ergibt,
wenn sie nach dem qualitativen und quantitativen SPS-
ase-Bestimmungsverfahren untersucht wird.

Verfahren nach Punkt 1 bis 5, gekennzeichnet dadurch,
daf die SPS-ase gebildet worden ist mit Hilfe eines Mi-
kroorganismus, der zu der Gattung Aspergillus gehért,
vorzugsweise zu der Art Aspergillus niger.

Verfahren nach Punkt 1 bis 6, gekennzeichnet dadurch,
daB die SPS-ase abgeleitet ist von dem Enzym, das gebil-
det werden kann mit Hilfe von Asp. aculeatus CBS 101.43.

Verfahren nach Punkt 1 bis 7, gekennzeichnet dadurch,
daf die SPS-ase immunoelektrophoretisch identisch ist
mit der SPS-ase, die gebildet werden kann mit Hilfe von
Asp, aculeatus CBS 101.43 und identifizierbar mit Hilfe
eines immunoelektrophoretischen Uberlagerungsverfahrens.,

Verfahren zum Abbau von Polysacchariden nach Punkt 1,
gekennzeichnet dadurch, da der Abbau durchgefithrt wird
durch Isolierung oder Extraktion eines anderen biologi-
schen Bestandteils als Sojaprotein und verwandten Pflan-
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zenproteinen aus einem viologischen Rohmaterial, wobedl
die S5PS-ase-Zubereitung im wesentlichen frai ist von
irgendeinem Enzym, das imstande ist, das biologische
Material abzubauen, |

10. Verfahren zum Abbau von Polysacchariden nach Punkt 1
oder 9, gekennzeichnet dadurch, daB ein oder menrere
Reakticnsprodukt{e), unabhingig davon, cb sie erwiingch=
te Endprodukte oder Abfallprodukte sind, weiter gleich=
zeitig mit oder nach der Enzymbehandlung behandelt wer-

den,

11. Verfahren zum Abbau von ?olysécchariden nach Punkt 10,
gekennzeichnet dadurch, daB die weitere Béhandlung
eine alkoholische Fermentation ist, wenn eines der Re-’
aktionsprodukte ein fermentierbarer Zucker ist.
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