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Microbial Hydrolysis of Inulin-containing Juice
from Jerusalem Artichoke to Fructose-syrup

Die mikrobielle Hydrolyse von inulinhaltigem Topinambursaft zo Fructosesirup
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Summary

Microorganisms are better for hydrolysis of inulin from Jerusalern Artichokes to produce high-fructose
svrup than acids or speciel enzymes. Dead cells of 3 from 4 investigated yesst-strains with inulase-activity are
n the situation o hydrolvze &0% of inulin after 24h in Jerusalem Artichoke juice under the following
conditions: 30°C; pH 4.7; inoculum [ - 10% yeast cellsfml Jerusalem Amichoke juice. Under these conditions
result 57 @/l reducing sugars, among them %5 % fructose,

The veast-strains — adapted on Jerusalem Artichoke juice — hydrolyze under the same conditions only
7% pure inulin,

Because the polymerisation-rute of inulin in Jerusalem Artichoke vary seasonally the hydrolysis intensity

and fructose-yields brought about by the yeasts may differ according to harvesting-time.

Zusammenfassung

Fiir die Hydrolvse von Topinamburinulin zu fructoszhaltigem Sirup eignen sich Mikroorganismen besser
ale Sguren oder sperielle Enzyme. Abgetdtele Zellen von 3 der 4 untersuchten inulaseproduzierenden
Hefestiimme sind in der Lage, bei 30°C, pH-Wert 4,7 und einem Inoculum von 1 - 10F Zellen'ml Tapinam-
Fursaft, das enthaltens Inulin nach 24 Stunden zo 30% zu hydrolvziersn, Es eatstehen 57 g/ reduzierende
Substanzen, von denen etwa 95 % Fructose sind. DHe an den Topinambursaft adaptienten Hefen erzielen an
rzinem Inulin bei gleichen Bedingungen nur Hydrelysegrade von 57 %.

Wegen des jeheeszeitlich stark schwankenden Polymerisationsgrades des Inuling in der Topinambur
Lonnen such die dereh die Hefen erzielten Mydrolysegrade und Fructoscausbeuten je nach Ermntezeit
schwanken.

Auf der Suche nach newen Nahrungsmittelguellen und nachwachsenden Rohstoffen hat
man sich in den letzten Jahren zunehmend der Topinambur (Helfanthus fuberosus) zuge-
wandt, da sic neben einem hohen Polyfructangehalt in den Knollen (30% Inulin in der
Trockensubstanz) auch aus landwirtschaftlicher Sicht viele Vorteile hat.

Topinambur gilt als anspruchslos begiiglich Bodenbearbeitung, Dingung und Bewisse-
rung. Auferdem ist sie frosthart, dirrefest, krankheitsimmun und unkrautvernichtend wie
kaum eine andere Pflanze (Kippers-Somnenberg, 1950), Zudem ist die Topinambur in der
Lage, Nihrstoffiberangebote abzubauen und ist andererseits auch auf nihrstoffarmen Boden
artragreich.

Der Wert der Topinambur liegt in dem bis zo 20% in den Knollen enthaltenen Inulin.
Fiir dieses Polyfructosan zeichnen sich verschiedene Anwendungsgebiete ab. Es wird hiufig
als Trigermaterial fiir pharmazeutische Produkte oder als girefdrderndes Backhilfsmitee]
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verwendel, In jungster Zeit werden auch reine Topinambursifte oder Mischsifte ohne Zucker
sowie Milchprodukie mit hohem Anteil Topinambursaft bzw, -situp hergestellt {Arbeitskreis
oMNachwachsende Rohstoffe — Topinambur®, 19491),

Der Einsatz inulaseproduzierender Hefen bei der Herstellung von Topinamburbranntwein
wird bel SchwareHammes (1991) beschrieben.

Aus Topinamburinulin lassen sich Sirupe erzeugen, in denen 75 % bis 98 % der Kohlenhy-
drate Fructose sind (Workman/Day, 1984), Dieses stellt eine Alternative zur Isomerisierang
von Glueose zu Fructose dar und kann auf dem Weg der hydrolvtischen Spaltung — chemisch,
enzymatisch oder mikrobicll — erlolgen. Fructose ist als Robstoff fiic die Stfwaren- und
Getrinkeindustrie besonders gut geelgnet. Si1¢ gewinot aul medizinischem Gebiet Tur die
Prophylaxe von Diabetis mellitus, zur Behandlung von Leber- und Gallenleiden sowie
Bauchspeicheldriisen-Erkrankungen zunchmend an Bedeutung (Arbeitskreis . Nachwachsende
Rohstoffe — Topinambur®™, 1991).

Die Herstellung von Fructose aus inulinbaltigem Topinambursalt mittels saurer Hydrolyse
fithrt zu unerwiinschten Nebenprodukten, Farb- und Geschmacksstoffen (Workman/Day,
1984), Das Enzym Inulase, welches in den Topimamburknollen enthalten 1st, kommt fur die
technische Gewinnung fructosehaltiger Topinambursifte nicht in Betracht, da seine Aktivitiit
Zu gering ist (Barta et al. 19849),

Mikrobielle Inulasen zur Hydrolyse von Inulin kénnen sowohl aus Schimmelpilzen wie
Penicillivim, Fusarium oder Aspergillus-Arten als auch aus verschisdenen Hefen wie
Kluweromyees-, Saccharomyces-, Candida- und FPichia-Arten gewonnen werden (Karrer,
1925: Barta et al. 1989; Pringsheim, 1931). Diese mikrobiellen Enzvme haben ein pH-
Optimum von 3,5 bis 5,5 und ein Temperaturoptimom von 45 °C bis 55 °C (Zittan, 1981). Fiir
eine optimale Hydrolyse von Topinamburinulin zu fructosersichem Saft ist die Verwendung
von Exo- als auch Endo-f3-2, I-Fructan-Fructanohyvdrolasen und Invertase vorteilhatt (Schulz,
1991).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Fihigkeit verschiedener
Hefestimme, Topinamburinulin zu einem stark mit Fructose angereicherten Topinambursaft
zu hydrolysieren und die dalur optimalen Bedingungen zu ermitieln. Durch den Einsatz
inulinverwerntender Hefen fir den gepannten Zweck ist die Moglichkeit gegeben, teure
Enzyme zu ersetzen und die Hydrolysezelten zu verkirzen.

Der Hydrolyseverlauf kann durch die Bestimmung der reduzierenden Substanzen verfolgt
werden, da die Endprodukie der Fructanhydrolvse, Fructose und Glucose, reduzierende
Eigenschaften besitzen. Inulin ist ¢in Polylructan, bestehend aus linearen Ketten von ungelihr
35 D-Fructosemolekiilen, die vereinigt sind durch (-2, 1-Bindungen und terminal durch cin D-
Glucosemolekiil, welches mit Fructose eine o-1,2-Bindung eingeht, abgeschlossen werden
{Duvnjak et al., 1982). Der Glucoseanteil des reinen Inulins betrigt 3% (Zittan, 1981). Man
kann davon ausgehen, bei der Verfolgung des Hydrolvseverlaufes von Topinamburinulin
durch Ermittlung der reduzierenden Substanzen etwa 93% bis 98% als Fructose zu
erfassen.

Material und Methoden

Topinambursaft wird durch Auvspressen wnd anschliefender wiiliriger Extraktion von Schnitzeln gewonnen.
Der wiiliripe Prefsaft wird 5 min bei [00°C erhitzt, rentrifugiert, nochmals 20 min ber 100°C echitzt umd
zentrifugiert. Mach Einstellen des pH-Wertes wind der Safl 10 min bei 110 5C sterilisiert.

Drer fiie alle Untersuchungen verwendele Safl hat einen Gesamtfroctangehalt von @738 @ and enthél
13,1 g/1 reduzierende Substanzen

Fibr vergleichende Untersuchungen wird Inulin der Firma DNfco Laboratories Inc. DetroivMichigan mit
ciner mittleren Molmasse von 3U00 verwendet und als 10%ige Lisung heraestellt.
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Folgende 4 Hefestimme mit Inulaseaktivitit werden singesetz:

Candida srilliermondii — DSk 7052,
Zrposaccharonyees foreniinug — Ces A TS0,
Torulaspora delbriickil — [5x4 70525,
Bluvveranivess morstonns — DEM 70004,

Die Hefeanzucht crfolgt in Nihrlosungen, die 3.0% Topinambursaft, 0,3% Hefeextrakt, 1 0%
SNH)HPOy, 0,05 % Mg50, - THaO und 0,015 % Fe50,; enthale. Dic Losung wird [0 min bei | 10°C sierilisiert
unid die Kulturen darin 24 b bed 33 70 geschitlzell. Mach dem Abtrennen der Hefen vom Anzuchtmediom durch
Lemmitugieren werden die Zellen mit 96%igem Ethanol abgetdtet. Mach dem Abzentrifugieren des Ethanols
=rinlgt eine zweimalige Waschung der Hefezellen mit 0,1 M Acetatpuffer, pH-Went 5,0, Fir die Hydrolysever-
suche wird eine delinierte Zelliahl in Kélbehen mit auf 50 °C temperiertem, sterilem Topinambursaft geseben.

Es erfelgn 2ine regalimdfige Probenahmes zur Ermitthung des Gehaltes an reduzierenden Substanzen,

Die Proben werden durch Membranfilter mit 0,43 wm Porenweite filtrier,

Die Bestmmung des Gehaltes an reduzierenden Substanzen erfolgt, indem 2.0 ml Probelbsung versetzt
werden mit 2.0 ml Dinitrosalicylsioee-Losung (2.5 g 3,5-DMES + 100 ml Agua dest. + 30 ml 2N NaDH +
75 g Kalium-Natriumtanrat [9sen, mit Aqua dest, aef 250 ml auffillen ond filtrieren).

Duag Probegemisch ist 5 min in siedendem Waser zu erhitzen, sofort abzokihlen und 20,0 ml Aqua dest.
zugugeben. Nach Umschiitteln wird bei einer Wellenliinge von 526 am gegen eine analoz heraesiellie
Blindprobe die Extinktion gemessen. Die Berechnung des Gehalies an redusierenden Substanzen crfolat mittels
Eichkurve, die unter Verwendung von Fructese herpestellt wind, Der Hydrolysegrad p errechnet sich aus:

RS, — R&; RS, = redurierende Substanzen zum Seitpunkt ¢
p= W - 100 E5y = reduzierende Substanzen zu Beginn der Hydrolyse
Eiai Gf = Gesamtfructangehalt

Diie volumetrische Produktivitie Op ergibt sich aus:

Pend — P Peng = Produklkonzentration zum Emde der Hydrolyse
T e P = Produktkopnzentration zu Beginn der Hydrolyse
et — T teeg = Ende der Hydrolyse

Besinn der Hydrolyse.

Loy

Ergebnisse und Diskussion

In Vorversuchen wurde festgestellr, dafi sich mit lebenden Hefezellen die Hydrolyse des
Topinamburinuling nicht so stevern LG, daB ein fructosereicher Saft entsteht. Das Inulin wird
durch die Hefen abgebaot und die enisiehende Fructose gleichzeitig vergoren.

Als optimale Bedingungen [ir die Witkung der Enzyme der eingesetzten abgetiiteten
Hefezellen auf das Topinamburinulin konnte eine Temperatur von 50 °C und ein pH-Wert von
4,7 ermittelt werden. Die Untersuchung des Einflusses der Hefezellzahl auf die Hydrolyse des
Topinamburinulins erfolgte bei den genannten Bedingungen. Bei einer Einsaat von 2 - 10°
Zellen je ml Topinambursaft kommt es im Verlauf von 24- und 72stiindigen Hydrolysen nur zu
einem sehr geringen Anstieg des Fructosegehaltes im Saft von 13,1 g/l auf 19,9 2/1. Eine
Erhihung der Zellzahl auf 2 - 10%m] Topinambursaft ergibt noch keinen signifikanten Ansticg
des Gehaltes an reduzierenden Substanzen. Erst bei einem Inoculum von 1 - 10* Zellen/ml Saft
kannen zufriedenstellends Ergebnisse erzielt werden,

Eine Ausnahme bildet der genutzie Stamm von Candida guilfiermondii. Erst nach 24
stunden werden damit Fructosegehalte von 30,57 &/1 erreicht, wogegen dieser Wert durch die
anderen drer Hefestimme schon nach etwa einstiindiger Hydrolyse erzielt wird. Dementspre-
chend sind auch Hydrolysegrad und Produktivitit fiir Candida guilliermondii mit einer Einsaat
vim |- 10% Zellen/ml Saft geringer als bei den anderen Hefestimmen (Tab. 1).

Bei ciner Erhthung der Zellzahl auf 10 - 10%ml Saft kann mit Candida guillermondii
chenfalls nur eine geringe Erhohung des Gehaltes an reduzierenden Substanzen und des
Hydrolysegrades festgestellt werden. Die Hefe verfiigt offenbar iber eine geringere Inulaseak-
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Tabelle 1. Hydrolyss von inulinhaltigem Tepinambursafl mit abgetdieten Hefezellen bei S0°C, pH-Wert 4.7
und 1 - 10* Zellen/m] Topinambursait

Table 1. Hydrolysis of inulin-containing Jerusalem Arichoke Jnice with dead yeast-cells at 50°C, pH 4,7 and
with 1 - 10% cells/ml juice

Hydrolyse- Candida Zygasaecharo- Torulaspora Klyvero-
zeit (h) Fuiller- nivces floren- idelbriickil mvees
iy Hntis TR S

reduzicrends Substanzen (g/1)

] 15,33 32,66 31,86 YR

2 17,67 36,04 35,68 3a,07
24 30,57 38,86 61,80 63,54
Hydrolyseerad (%)

| 4,10 33,90 34,40 34,60

2 8,40 42,10 41,40 42,20
24 32,10 4,00 #0940 92,60
Produkuivitit (g1 h)

1 2,23 19,56 18,74 18,84

7 2,2% 11,47 11,29 11,45
24 0,73 1,91 2,03 2,10

Tubelle 2, Vergleich des Abbaus von Topinamburinulin dureh Candida guillermondii bei 070, ph-Wert 4,7
und Einsatz unterschiedlicher Zellzahlen je Milliliter Topinambursaft

Table 2. Comparison of the decomposition of Terusalem Artichoke inulin by Candida guillermaondii at 50°C, pke
4.7 and various inoculated cells per ml jerusalem artichoke juice

Hydrolyse- Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzah]
zeit (h) 1- 10%m] 1+ 10Fmi 2+ 10%mI 2« 10%/mi
Saft Saft Saft Saft
reduzierende Hydrolvae- reduzierende Hydrolyse-
Substanzen gracd Substanzen arad
(2T} (%) {2/} (%)
| 15,33 4,1 17,22 7.4
2 17,67 5.4 19,24 11,3
24 30,57 izl 32,38 33,8

tivitat als die anderen 3 untersuchten Stimme. Tabelle 2 zeigt die Abbauleistungen von
Candida guillermondii beim Einsatz von 1 - 10% und 2.10° Zellen/m] Topinambursaft.

Es kann festgestellt werden, daf zwischen den untersuchten Hefestimmen von Zygasac-
charomyces floventinus, Torulaspora delbritefii und Kluyveromyces marxianus keine wesent-
lichen Unterschiede bei der Inulinhydrolyse in Topinambursaft bestehen (Abb. 1),

Die optimale Zellzahl bei der Inulinhydrolyse liegt fiir die verwendeten Stimme bei
L+ 10%ml Saft. Eine Erhihung auf 2 - 10% oder 10 - 10° bewirkt keinen signifikanten Anstieg
des Gehaltes an reduzierenden Substanzen bej der Hydrolyse des Topinamburinulins. Da gegen
fihrt der Einsatz geringerer Zellzahlen von 0,5 - 10¥ Zellen/ml Saft zu niedrigeren Fructosege-
halten.
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Fig. 1. Comparison of the reducing sugar during the hydrolysis of Jerusalem Amichoke Juice at 50°C, pH 4,7
and inoculum of 1.10% dead yeast-cells/ml Jerusalem Artichoke Juice by 1 —Candida guilliermondii, 2=Zypo-
saccharomyees florentines, 3—Torwlaspora delbriickii, d=Ehveromyces marxionms,

Abb. L. Wergleich der Bildung reduzierender Substunzen wihrend der Hydrolyse von Topinamburinulin bei
30°C; pH-Wert 4,7 und ¢inem Inoculum von [,10% abgetiteten Hefezellen/ml Topinambursaft durch I —Car-
dida guilliermovicii, 2—Zygasaccharemyces foventinug, 3—Torwlasperg delbriickii, 4=Klvwveromyces mar-
Kk,

Die zu Vergleichszwecken durchgefiihrten Hydrolyseversuche mit reinem Inulin bei
30°C, pH-Wert 4,7 und ciner Einsaat von 1 - 10° Hefezellen/mi Inulinlfsung zeigen, dab es
zwischen den 3 Hefestimmen wie bei Topinambursalt keine signifikanten Unterschiede bej
der Bildung reduzicrender Substanzen, dem Hydrolysegrad und der Produktivitit gibt. Inulin
wird jedoch wesentlich langsamer abgebaut als Topinambursaft, wie die Werte in Tabelle 3 fiir
Klgyveromyces marxianus belegen (vgl. Abb, 2).

Die miedrigeren Hydrolysegrade filr reines Inulin im Vergleich zu Topinambursaft sind
wahrscheinlich darauf zurickzufiihren, daB Inulin einen einheitlichen und hohen Polymerisa-
tionsgrad besitzt. Topinambursaft hingegen enthilt Fructane aller Polymerisationsgrade, und
die angreifenden Enzyme kdnnen kiirzerkettice wesentlich schneller abbauen als langkeitige
{Buyn/Nahm, 1978).

Auberdem ist es moglich, dab die Hefen durch die gewihien Anzuchtbedingungen an das
Topinamburinulin adaptiert sind und nur mit Topinambursaft eine entsprechende Inulaseakti-
vitiit entfalten (Schulz, 1991).

Wiihrend die in eigenen Untersuchungen bei gleichen Versuchsbedingungen mit Kluyvere-
tyees marvianus ermittclten Hydrolysegrade fiir reines Inulin sehr gut mit den Ergebnissen
von Schulz {1991) dbereinstimmen, konnten mit Topinambursaft keine so hohen Hydrolyse-
grade ermittelt werden.

4 Zeniralbl, Mikrobiol., Bd 148, 3
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Fig. 2. Comparison of the reducing sugar during the hydrolysis of Jerusalem Amichoke juice and pure inulin
under the same conditions (30 °C: pH 4.7; inoculum: 1,10° yeast-cells'ml solution) by Elvveromvces mare-
FNTHY,

Abb. 2. Vergleich der Bildung reduzierender Substanzen bei der Hydrolyse von Topinembursaft und reinem
Inulin unter gleichen Bedingungen (50°C; pH-Went 4,7; Inoculum: 1,10% Hefezellendml Lasung) durch
Klyveromyces marxianus,

Tabelle 3. Vergleich der Hydrolyse von Inulin und Topinambursaft bei 50°C, pH-Wen 4,7 und 1 - 108 Zellen/
ml durch Kluyveromyces maarxios

Table 3. Comparison of the hydrolysis of Inulin and Jerusalem Artichoke juice at 50°C, pH 4,7 and with 1 - 10%
cells/ml by Klivvercmyces marxianus

Hydrolysazent (h) Talin Topinambursaft
reduzizrende Substanzen ()

1 25.43 7,34

3 35,56 45 46
24 44,11 57,16
48 51,62 -
Hydralyseerad {%)

| 22,60 26,10

5 41,20 59,40
24 56,90 &0,90
48 70,70 -

Produkivitit (2/1- )
[ 12,3% 14,24
5 4,49 6,47
24 1,29 1,84
4% 050 i
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Die Ursache dafir ist wohl der jahreszeitlich schwankende Gehalt an langkettigen
Polyfructanen in der Topinambur, Wihrend der Wintermonate kommt es durch die origindren
Enzyme bereits zu einem Abbau des Inulins zu Polyfructanen mit niedrigerem Molekularge-
wicht,

Bei eigenen Untersuchungen wurde ausschlieBlich Topinambur aus der Okiober-Ernte
verwendet, Zu diesem Zeitpunkt enthalten die Knollen vor allem langkettige Fructane (Conti,
1953). Der Abbau des Inulins durch die Hefen erfolgt deshalb langsamer.
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Diz Wachsturnsoptima extremophiler Mikroorganismen (z. B, Temperatur, pH-Went, Druck, Salzkonzen-
trationen} licgen in Bereichen., die den meisten biologischen Svetemnen Wachstumsprozesse nicht mehr criauben
bew, von ihnen nicht mehr toleriert werden konnen. Diese Eigenschaften machen extremophile Mikroorganis-
men #u interessanten und vielversprechenden Forschungsobjekten, Struktur und Funktion extremophiler
Mikroorganismenzellen baw. ihrer Bestandteile (besonders Membranen und Enzyme) als Grundlage der
Bindung ihrer Woechstumsprozesse an extreme Milicubedingungen (z. B. Temperaturen Giber 100°C oder NaCl-
Konzentrationen dber 20%) sind als audergewohnliche Eigenschaften lebender Systeme Gegenstand der
iclogischen, spezriell der mwlekularbiologischen Grupdlagenforschung. Dariber hinaws werden neue und
effektive bistechnologische Anwendungsméglichkeiten fiir extremophiie Mikroorganismen und ihre Enzyime
erwarbet.

Im voshiegendem Buch wind von 19 international bekannten Autoren, die dber langjaheige Erfahrung ber der
Erforschung extemophiler Mikroorganismen verfiigen, ein umfassender Uberblick diber den aktvellen Kenninis-
stand zu den unterschiedlichen Gruppen echt extremophiler Mikroorganismen (thermophile, psychrophile,
halophule, acido- und alkaliphile sowie siriki anaercbe Archae- wnd Eubakierien, Tiefseebakierien) und zu
einigen Mikroorganismengruppen mit intercssanten FKesistenzen bzw. Toleranzen (gegen Strahlungen oder
Schwermetalle) gegeben. Die Darstellungen umfassen sowohl fundamentale biologische Angaben {morpholo-
eisch-strukturelle, physiologische, biochemische, dkologische, besonders aber molekularbiologisch-genetische
Charakteristika) einer Vielzahl extremophiler Mikroorganismen unterschiedlichster taxonomischer Stellung als
auch ausfilhrliche Diskussionen der vielfiltipen Moglichkeiten ciner biotechnologischen MNutzung dieser
Organismengrupps (und besonders threr Enzyme), betspielsweise zur Gewinnung spezifischer Produkte oder
zur Losung speaeller Probleme i Umyweeltschutz,

Als komplettes Nachschlagewerk fiir gine Mikroorganismengruppe mit erheblicher Bedewtung fiir unter-
schiedlichste Richtungen sowohl der Grundlagen- als auch der angewandten Forschung 15 dieses Buch den awf
diesen Gebieten Gitigen Spezialisten {Mikrebiologen, Physiolegen, Biochemiker, Molekularbiologen, Geneti-
kern, Biotechnologen und Fachleuten des Umweltschutzes) warmstens zu empfehlen; es sollte in keiner
Bibliothek entsprechender Institutionen fehlen. L. WinsCHE, LEIPZIG



