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Ausgangssituation:

Das in Japan als Nahrungsmittelzusatz zugelas-
sene Trisaccharid "Lactosucrose" (GalB1-
4Glca1-2aFruf) zahlt zu den prabiotischen Deri-
vaten, deren In-vitro-Fermentierbarkeit einen po-
sitiven Einfluss auf die Ausbildung einer gegen
gefahrdende Keime stabilen Darmflora gemein-
sam hat. Fir die Darstellung der Lactosucrose
sind bisher zwei Synthesewege beschrieben
worden, die sich durch neuartige praparativ-
enzymatische Verfahren verbessern lassen soll-
ten.

Ziel des Forschungsvorhabens war daher die
Herstellung potentiell prabiotisch aktiver, ge-
sundheitsférdernder Oligosaccharidkomponenten
mit bifidogenen Eigenschaften durch Trans-
glycosylierungen und vorteilhafte Aufarbei-
tungsmethoden.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Vorhabens konnte gezeigt wer-
den, dass die praparative chemoenzymatische
3—Galactosylierung mit Glycohydrolasen vorteil-
haft zur Herstellung neuartiger Oligosaccharide
eingesetzt werden kann.

In Versuchen mit dem nicht-kariogenen SiRmit-
tel Isomalt wurde unter Einsatz verschiedenar-
tiger R—Galactosidasen die regioselektive Ge-
winnung von Trisacchariden in Ausbeuten von

ca. 6-12 % erreicht. Es konnte in Ansatzen mit
bis zu 100 g Rohgemischen gearbeitet werden,
so dass die neuartigen Oligosaccharide in
Grammmengen verfligbar wurden. Auf diesem
Weg waren mit den Galactosidasen aus Bovine
testis, Bacillus circulans und Aspergillus oryzae
die entsprechenden B1-3-, R1-4- bzw. R1-6-
Galactosylisomalte zu erhalten. Gleichermal3en
konnte exemplarisch mit dem Enzym aus Bovine
testis die Herstellung der [1-3-Galacto-
sylpalatinose erreicht werden.

Als orientierende Zielstruktur war die in anderen
Landern als Nahrungsmittelzusatzstoff zuge-
lassene "Lactosucrose" bekannt. Hier gelang
jetzt die Ausarbeitung einer neuartigen enzyma-
tischen Synthese aus Lactose und Sucrose mit
der R-Galactosidase aus Bacillus circulans. Bei
Einsatz der Enzyme aus Bovine testis bzw.
Aspergillus oryzae wurden die Isomeren der
Lactosucrose, die 31-3- bzw. 31-6-
Galactosylsucrosen, gewonnen.

Fir die o-Galactosylierungen konnten a-Gly-
cosylfluoride mit D-galacto-, D-fuco- und
L-arabino-Konfiguration als Donorsubstrate dar-
gestellt werden. In enzymatischen Umsetzungen
mit einem Modellakzeptorsubstrat gelangen bei
Einsatz der o-Galactosidase RAF-A o-Ga-
lactosylierungen in knapp 20 % Ausbeute. Als
Verhéaltnis der Regioisomeren ergaben sich
durchgéngig al1-6- : al-4- o 1-3-Galactosy-
lierungen von ca. 65 : 25 : 10.
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Es ist ebenfalls gelungen, diese Reaktionen auf
die a—Galactosylierung von Sucrose als Akzep-
torsubstrat auszudehnen und ein weiteres Iso-
mer der "Lactosucrose" in ca. 20 % Ausbeute
zuganglich zu machen.

In diesen Untersuchungen sind neben Wegen zur
Herstellung,  Optimierung und  Malstabs-
vergroRerung auch Trenn- und Reinigungs-
schritte fir die hochhydrophilen Trisaccharide
von ihren recht dhnlichen Donor- und Akzeptor-
substraten ausgearbeitet worden. Mit einer um-
fangreichen instrumentellen Analytik konnten die
Strukturermittlungen gestltzt werden.

Die R1-3- sowie R1-4-galactosylierten Isomalt-
Derivate waren unter sauren Bedingungen sowie
bei der Behandlung mit Pankreas stabil. Wah-
rend Isomalt selbst von Dinndarmenzymen
weitgehend abgebaut wird, zeigten die Galacto-
sylisomalte erhebliche Stabilitat. Dagegen konn-
te eine signifikante In-vitro-Fermentation zu
kurzkettigen Fettsduren, vor allem Butyrat,
nachgewiesen werden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Aus den Ergebnissen dieses Vorhabens leitet
sich ab, dass mit Hilfe der robusten, preislich
akzeptablen und gut handhabbaren Glycohydro-
lasen fUr die hier interessierenden Falle der Ga-
lactosylierung wichtige Oligosaccharide in ak-
zeptablen Ausbeuten mit hoher Regiespezifitat
zuganglich werden. Diese Entwicklung ist den
bisherigen Herstellungswegen z.B. im Falle der
in Japan als Lebensmittelzusatz verwendeten
Mischung "Lactosucrose" deutlich Uberlegen.
Anhand ausgewahlter Beispiele lie3 sich nach-
weisen, dass die neuen Verbindungen keine oder
nur eine marginale Verstoffwechselung durch
Dinndarmenzyme erfuhren. Dagegen erfolgte
eine In-vitro-Fermentation von Bakterien im Dick-
darm unter substantieller Butyratbildung, woraus
sich eine gesundheitsférdernde Wirkung ableitet.
Es liegen somit jetzt Ausarbeitungen vor, wo-
nach milde enzymatische Reaktionen flr die
Herstellung einer Vielzahl unterschiedlicher ga-
lactosylierter Sucrose-, Isomaltulose- sowie Iso-
malt-Derivate erfolgreich angewendet werden
kénnen. Einige ausgewahlte Vertreter der be-
sonders relevanten, neuartigen Trisaccharide
konnten hinsichtlich ihrer Stabilitdt sowie ihrer
funktionellen Eigenschaften untersucht werden.
Bei beachtenswerter Stabilitdt im Dinndarm er-
folgte die Bakterien-induzierte Fermentation im
Dickdarm unter substantieller Butyratbildung.

Diese gesundheitsférdernden Effekte lassen die
neuartigen Komponenten fir Funktionsprifun-
gen im Bereich Lebensmittel fir mittelstandische
Unternehmen aulergewoéhnlich relevant erschei-
nen.
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