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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING PROTEIN HYDROLY SATES

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON PROTEINHYDROLYSATEN

£6. EXHAJST GAS
BE_WATER

(57) Abstract: The aim of the invention is to provide a method for producing protein hydrolysates that have defined molecular
weight limits without carrying out enzymatic or pH-adjusting process steps. For this purpose, the method for producing protein
hydrolysates from proteinaceous plant and animal materials is characterized by splitting the materials up in an aqueous medium
P under a targeted pressure build-up in a reaction chamber, the temperature and reaction being controlled by a characteristic curve of
the system, and separating the suspension after splitting into a sediment containing the insoluble components of the starting material,
and an aqueous supernatant in which the cleavage products of the materials are dissolved.
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PCT-Gazette verwiesen.

mit internationalem Recherchenbericht

vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden
Frist; Veriffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen
eintreffen

(57) Zusammenfassung: Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren anzubieten, mit dem es moglich ist,
Proteinhydrolysate mit definierten Molekulargewichtsgrenzen ohne pH-Wert einstellende und ohne enzymatische Verfahrensschritte
herzustellen. Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den Merkmalen des Anspruches 1. Danach ist das Verfahren zur Herstellung von
Proteinhydrolysaten aus proteinhaltigen pflanzlichen und tierischen Rohstoffen dadurch gekennzeichnet, dass die Rohstoffe im wiss-
rigen Medium durch eine anhand einer Systemkennlinie gesteuerte Temperatur- und Reaktionszeiteinwirkung und unter gezieltem
Druckaufbau in einem Reaktionsraum gespalten werden und dass die Suspension nach dem Spaltprozess in ein Sediment, das die
unloslichen Bestandteile des Ausgangsmaterials enthilt, und einen wissrigen Uberstand, in dem die Spaltprodukte der Rohstoffe
gelost sind, getrennt wird.



WO 2006/069803 PCT/EP2005/014183

Vverfahren zur Herstellung von Proteinhydrolysaten

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung
von Hydrolysaten aus proteinhaltigen pflanzlichen und tieri-

schen Rohstoffen.

proteinhaltige pflanzliche und tierische Natur- und Abprodukte
kdnnen in vielfaltiger Weise fir eine stoffliche Verwertung
aufbereitet werden. In der Regel ist es dafiir notwendig, die
Makromolekiile (Proteine) in Aminosduren einerseits und Pepti-
de, die aus mehreren Aminosduren bestehen, anderseits aufzu-

spalten.

Bekannt ist die Protein-Hydrolyse, die durch Zusatz von Sauren
oder Basen unter Temperatureinwirkung zu einem Aminosdurege-
misch fihrt. Nach Aufspaltung des Proteins muss die Losung
neutralisiert werden. Allerdings wird bei der S&durehydrolyse
die wichtige und wirtschaftlich interessante Aminosdure Tryp-—

tophan zerstort.

Die Proteinspaltung kann auch enzymatisch mit Hilfe von Pro-
teasen mikrobiellen Ursprungs durchgefiihrt werden. Dabeil wer-
den sowohl Endopeptidasen, die Peptidketten in unterschiedli-
che Fragmente entsprechend ihrer Spaltungsspezifitat zerlegen,
als auch Exopeptidasen, die Aminosduren liefern, eingesetzt.
Methoden und Verfahren der ph-Wert-abhdngigen und der enzyma-
tischen Proteinhydrolyse werden u. a. in GB 846682, RU 2132142
und US 6221423 dargelegt.

Makromolekiile komplexer Materialien aus tierischen und pflanz-
lichen Abf&llen, wie Kohlenhydrate, Fette und Proteine, kdnnen
auch unter Einwirkung von erhdhtem Druck und erhdhter Tempera-
tur gespalten werden. Die entstehenden Bruchstiicke werden so

einer mikrobiell gestiitzten energetischen Verwertung, z.B. der

Methanbildung, zugdnglich gemacht.

1
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In US 6365047, ES 2162462T und DE 10117321 wird der Stand der
Technik der Druck-Temperatur-Hydrolyse hinsichtlich der ver-

fahrenstechnischen Losungen dargestellt.

In DE 10113537 ist die Druck-Temperaturbehandlung fir Tiermehl
beschrieben. Vorwiegend unter dem Aspekt der Inaktivierung des
BSE-Erregers von infiziertem Tiermehl und Fleischbrei wirken

im basischen Milieu ein Druck von 2,5 bar und eine Temperatur
von 150 °C mindestens 15 min auf die wéssrige Tiermehlsuspen-

sion ein.

Nach EP 1406508 wird BSE-freies Tiermehl durch Totalhydrolyse
des Proteins des Tiermehls zu Aminosduren unter Zugabe von

Siuren/Laugen und ggf. nachfolgender Behandlung mit Proteasen
gespalten. Dem Spaltprozess mﬁss sich eine Neutralisation an-

schlieBen.

All diese Verfahren sind jedoch nicht dazu geeignet, Hydroly-

sate in definierten Molekulargewichtsgrenzen herzustellen.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein
Verfahren anzubieten, mit dem es moglich ist, Proteinhydroly-
sate mit definierten Molekulargewichtsgrenzen ohne pH-Wert
einstellende und ohne enzymatische Verfahrensschritte herzu-

stellen.

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den Merkmalen des Anspru-

ches 1.

Danach ist das Verfahren zur Herstellung von Proteinhydrolysa-
ten aus proteinhaltigen pflanzlichen und tierischen Rohstoffen
daddrch gekennzeichnet, die Rohstoffe im wédssrigen Medium
durch eine anhand einer Systemkennlinie gesteuerte Temperatur-
und Reaktionszeiteinwirkung und unter gezieltem Druckaufbau in

einem Reaktionsraum gespalten werden und dass die Suspension

2
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nach dem Spaltprozess in ein Sediment, das die unloéslichen Be-
standteile des Ausgangsmaterials enthdlt, und einen wéssrigen
Uberstand, in dem die Spaltprodukte der Rohstoffe geldst sind,
getrennt wird, wobei die Spaltprodukte Proteinhydrolysate wie

Peptide und Aminosduren sind.

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspriichen ange-

geben.

In einer Ausgestaltung der Erfindung ist das erfindungsgeméBe
Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass die Spaltung vorzugs-
weise im Temperaturbereich von 140°C bis 250°C, bei einem
Druck von 5 bar bis 220 bar und Reaktionszeiten bis 120 min
durchgefithrt wird. Hierbei werden gezielt Molektile mit defi-
nierten unterschiedlichen Molekulargewichten in der GréBénord~

nung von 10 — 50 kDa als Spaltprodukte erhalten.

In einer weiteren Ausgestaltung ist das erfindungsgemédBe Ver-—
fahren dadurch gekennzeichnet, dass die Spaltung der Protein-
molekiile vorzugsweise im Temperaturbereich zwischen 180 °C und
220 °C und mit einem Druck zwischen 50 und 75 bar und Reakti-
onszeiten von 25 bis 40 min durchgefihrt wird. Vorteilhafter-
weise erhidlt man hier Proteinhydrolysate mit einem Molekular-

gewicht < 20 kDa.

In einer weiteren Ausgestaltung erfolgt die Spaltung in Rohr-
reaktoren kontinuierlich (Fig.l) oder nach dem Batch-Prinzip

unter gleichzeitiger Vermeidung von Nebenprodukten.

In einer weiteren Ausgestaltung wird der Spaltprozess durch
eine Analyse der MolekiilgrdRe der Peptide im wdssrigen Uber-

stand kontrolliert.
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Tn einer weiteren Ausgestaltung des Verfahrens wird der Spalt-
prozess durch laufende Ermittlungen (Analysen) der Molekiilgro-

Be der Peptide im wassrigen Uberstand kontrolliert.

In einer weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, dass vor dem
Eintrag in den Reaktor der Rohstoff mit Wasser durch eine Kol-
loid—Miihle mit bestimmter Spaltgréfe und bestimmter Dauer,
vorzugsweise 15 bis 60 min, zu einer forderfihigen Suspension
verarbeitet wird. Vorteilhafterweise wird dadurch bereits ein

Voraufschluss der Molekiile erreicht.

Eine weitere Ausgestaltung sieht vor, dass der Temperaturbe-
reich der Spaltung zwischen 140°C und 250°C gewdhlt wird und
ein gezielter Druck zwischen dem 1,1- und dem 10-fachen des
Dampfdruckes der jeweiligen Temperatur eingestellt wird. Damit
wird vorteilhafterweise ein einheitlich fliissiger Phasenzu-
stand innerhalb des Systems sichergestellt. Durch den perma-
nent fliissigen Zustand der Suspension ist deren kontinuierli-

che und stdrungsfreie Fdrderung gewdhrleistet.

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung wird die Spal-
tung bel einer Temperatur von > 150°C und einem Druck > 45 bar
durchgefiihrt. Hierbei wird ein Spaltproduktprofil mit Amino-

sduren und Peptiden < 20 kDa erhalten.

Eine weitere Ausgestaltung sieht vor, dass als Rohstoffe vor-
zugsweise durch Reinigungs- bzw. Extraktionsschritte vorbehan-
delte pflanzliche und tierische Materialien wie Weizenschrot

oder Tiermehl zur Proteinspaltung eingesetzt werden.

Eine weitere Ausgestaltung sieht vor, dass der Rohstoff zur
Einstellung einer bestimmten KorngrdBe, vorzugsweise < 2 mm,

gesiebt wird.
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In einer weiteren Ausgestaltung werden Konzentrationen von
5 bis 40% wassriger Maische direkt behandelt, oder nach Sedi-
mentation der ungelésten Bestandteile wird lediglich der Uber-

stand verarbeitet.

Eine weitere Ausgestaltung sieht vor, dass die Suspension mit-
tels einer Pumpe im Kreislauf gefiihrt wird. Insbesondere eig-
net sich eine Booster-Pumpe, um die Suspension im Kreislauf zu
fordern. Die Prozesspumpe wird suspensionsgerecht angeschlos-—

sSen.

Tn einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen,
dass nach Entspannung des Reaktionsproduktes die festen wvon

den wasserléslichen Bestandteilen getrennt werden.

Die 16slichen Spaltprodukte kénnen in fliussiger oder getrock-
neter Form fiir chemische Verfahren eingesetzt werden. Sie eig-
nen sich weiter dazu, als Nahrmedien zur Kultivierung von Mik-

roorganismen eingesetzt zu werden.

Erfindungsgemdf wird durch die Parameter Temperatur, Druck und
Reaktionszeit in einem Reaktor das Spaltungsmuster der Protei-
ne festgelegt. Dabei liegt insbesondere der Druck bestandig
oberhalb des Dampfeigendrucks von Wasser, SO dass die Einhal-
tung eines Einphasensystems im Reaktionsverlauf durchgéngig
gesichert wird.

berraschenderweise wurde gefunden, dass durch die gesteuerte
Druck-Temperatureinwirkung und die Reaktionszeit auch ohne pH-
Veranderung und ohne Enzymzusatz ein definiertes Peptid-
Aminosduregemisch aus proteinhaltigen Rohstoffen gewonnen wer-
den kann. Unter strikter Einhaltung von vorgegebenen System-
kennlinien (Fig. 2) wird mit dem erfindungsgemdBen Verfahren
ein Material gewonnen, das als Grundstoff fur biotechnologi-

sche und chemische Synthesen und Prozesse geeignet ist.
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iber die Analyse der Molekiilgréhen der Peptide und der mikro-
piellen Verwertbarkeit der Spaltprodukte wird der Prozess kon-
trolliert. Durch die Verwendung von Schutzgas kénnen uner-—

wiinschte Nebenreaktionen ausgeschlossen werden.

Die vorliegende Erfindung liefert ein Verfahren zur stoffli-.
chen Verwertung von Tiermehl, das variabel an die benottigten

- produktbezogenen Prozessbedingungen anpassungsfahig ist.

Das der Erfindung zugrunde liegende Verfahren ist geeignet,
zugleich die Zerstorung des BSE-Erregers zu gewdhrleisten,
wenn die Prozessfithrung erfinderisch so gestaltet wird, dass
das Aminosiure-Peptid-Gemisch Molekulargewichte der Einzelkom-
ponenten unter 20 kDa aufweist. Bekannt ist, dass das Moleku-
largewicht des BSE-Erregers 27 kDa bis 30 kDa betrégt (Prusi-
ner, St. B. (1996) TIBS 21, 482 — 487: Molecular biology and
pathogenesis'of_prion diseases) .

Das Verfahren kann sowohl in kontinuierlich arbeitenden Rohr-
reaktoren als auch in Batch-Reaktoren ausgefiihrt werden. Rohr-
reaktoren bieten den groBen Vorteil, dass das Reaktorﬁolumen
jederzeit sich &ndernden Qualitdten des Ausgangsmaterials an-

gepasst werden kann.
Die Erfindung wird anhand von Figuren beispielhaft erldutert.

Es zelgen

Fig. 1 eine schematische Darstellung des Verfahrensablau-
fes, '
Fig. 2 eine beispielhafte Darstellung von Systemkennlinien

(Temperatur-Reaktionszeit) im kontinuierlichen Reak-
tor,

Fig. 3 eine beispielhafte Darstellung der Abhdngigkeit des
erfindungsgemdfen Verfahrens von Reaktionszeit und
Temperatur

und



WO 2006/069803 PCT/EP2005/014183

Fig. 4 eine Darstellung der Ausfiihrungsbeispiele R1 bis RS.

In Fig. 1 ist beispielhaft der Ablauf des erfindungsgemdlen
Verfahrens dargestellt.

Vor dem Eintrag der Rohstoffe in ein Silo 1 wird der Rohstoff
gesiebt, um Fremdbestandteile und das Uberkorn zu entfernen.
Dann wird der Rohstoff durch eine an sich bekannte Austrags-
vorrichtung 2 aus dem Silo 1 ausgetragen und in einem Ruhrbe-
hilter 3 mit Wasser gemischt und anschlieBend durch eine Kol-
loidmiihle 4 mit definierter Spaltweite zerkleinert und suspen-—
diert. Durch die Zerkleinerung in der Kolloidmithle 4 wird die
Suspension homogenisiert, und durch den mechanischen Auf-
schluss der Biomasse wird eine bessere hydrothermale Spaltung
der Proteine erreicht. Um ein Sedimentieren und Absetzen zu
verhindern, wird die Suspension im Riihrbeh&lter 3 geridhrt.
Nach dem Suspendieren saugt eine Boosterpumpe 5 handelslibli-
chen Typs die Suspension an und férdert diese im Kreislauf in
den Rithrbehilter 3 zuriick. Der Behdlter wird weiterhin ge-
ruhrt.

Der Zustrom zu einer Prozesspumpe 6 erfolgt aus der Drucklei-
tung der Booster-Pumpe 5. Durch die Prozesspumpe 6 wird anla-
genseitig ein Druck von 5 - 220 bar, vorzugsweise 40 -

100 bar, eingestellt. Die Suspension gelangt dann zundchst in
einen Wiarmelibertrager 7, in dem sie durch das aus dem Reaktor
8 austretende Spaltprodukt im Gegenstrom erwdarmt wird. Dabei
wird die Suspension von ca. 20 °C auf 120 °C - 140 °C erwarmt.
Das Spaltprodukt kithlt sich dabei von ca. 140 °C - 250 °C auf
30 °C - 60 °C ab. _

Nach dem Wirmeiibertrager 7 wird die Suspension in den Reaktor
8 geleitet. Der Reaktionsraum besteht aus mehferen Rohrreakto-
ren, die in Reihe geschaltet sind. Der Reaktor 8 wird von au-
Ben beheizt und die Suspension auf Temperaturen von

140 °C - 250 °C erwdrmt. Nach dem Eintritt in den Reaktor 8
werden. unter Druck- und Temperatureinfluss die Proteine aus

dem Rohstoff zu Peptiden und Aminosduren gespalten.

7
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Durch statische Mischeinrichtungen im Warmelibertrager 7
und/oder vor dem Reaktor 8 und/oder im Reaktor 8 besteht die
Moglichkeit, eine Durchmischung des Stoffstromes vorzunehmen.
Nachdem das Spaltprodukt den Reaktor 8 verlassen hat und im
Warmelbertrdger 7 abgekithlt ist, wird es mittels eines Druck-
reduzierventils 9 auf Umgebungsbedingungen entspannt. Diese
Entspannung kann einstufig und/oder zweistufig, vorzugsweise
jedoch einstufig erfolgen. Die in einem Entspannungsbehdlter
10 anféllenden Gase werden in einen externen Abgaswidscher 15
geleitet, um eventuell enthaltene Geruchsstoffe abzuscheiden.
Das im Entspannungsbehdlter 10 gesammelte Hydrolysat wird an-
schliefend durch eine Zentrifuge/einen Dekanter 11 so weiter-
behandelt, dass dabei das vorhandene Sediment abgetrennt wird.
Das Sediment wird in einem Sammelbehdlter 12 gesammelt. Nach—.
folgend wird die so gewonnene l1l&sliche Phase (Uberstand) durch
eine Filtration 13, vorzugsweise eine Ultrafiltration, weiter
aufgetrennt. Das daraus erhaltene Filtrat kann in einer Trock-
nung 14 getrocknet werden und so oder in flissiger Form zum

Einsatz kommen.

Fig. 2 zeigt Temperatur—-Reaktionszeit-Kennlinien bei kontinu-
ierlicher Durchfiihrung des Verfahrens. Bei Einhaltung eines
bestimmten Profils der Parameter Reaktionstemperatur und Reak-
tionszeit wird bei einem vorgegebenen Reaktionsdruck mit dem
Temperatur-Druck-Hydrolyseverfahren ein definiertes durch-
schnittliches Molekulargewicht der Proteine erreicht. Als zu-
sdtzliche EinflussgréBen kommen Anlagenparameter und Trocken-
substanzgehalt in der Suspension in Betracht. Zu erkennen ist
ein deutlicher Einfluss von Reaktionszeit und Temperatur. Um
gleiche Produkte zu erreichen, muss bei geringerer Reaktions-
zeit die Temperatur erhoht werden bzw. bei geringerer Tempera-
tur l&ngere Reaktionszeiten gewdhlt werden. Bei Verfahrensfiih-
rung gemdl oberer Linie entstehen im Durchschnitt Molekiile mit
einem Molekulargewicht von 10 kDa. Bei Verfahrensfilihrung gemaB

mittlerer Linie entstehen im Durchschnitt Molekiile mit einem
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Molekulargewicht von 15 kDa und bei Verfahrensfiihrung gemal

unterer Linie im Durchschnitt solche von 25 kDa.

Fig. 3 zeigt die Abhingigkeit des erfindungsgemdfien Verfahrens
(Proteinspaltung) von der Reaktionszeit und der Spaltungstem-
peratur. Zu erkennen sind folgende Abh&ngigkeiten:

1. Mit steigender Temperatur sinkt .das durchschnittliche
Peptid-Molekulargewicht. Somit wird mehr Protein gespal-
ten und man erhdlt kleinere Proteinfragmente (Peptide und
Aminosduren) .

2. Mit steigender Reaktionszeit sinkt das durchschnittliche
Molekulargewicht bei gleicher Temperatur. Eine langere
Reaktionszeit bewirkt demnach eine weitere Spaltung der
Proteine in kleinere Fragmente.

3. Die Daten sind anlagenspezifisch bei bestimmten Druckein-
étellungen aufgenommen worden. Verdnderungen dieser Ein-
flussgrdBen bewirken abweichende Spaltungsergebnisse der

Hochdruckhydrolyse.

In Fig. 4 sind die Ausfihrungsbeispiele R1, R2, R3, R4 und R5
dargestellt. Es werden unterschiedliche Verfahrensparameter
(Druck, Temperatur, Reaktionszeit) dargestellt. Es wird bei-
spielhaft belegt, dass durch spezifische Einstellung von
Druck, Temperatur und Reaktionszeit in der Anlage verschiedene

durchschnittliche Molekulargewichte erhalten werden.

Die Erfindung wird anhand weiterer Ausfihrungsbeispiele né&her

erlautert.
Beispiel 1

Als Rohprodukt wird in Verarbeitungsbetrieben fiir Schlachtne-
benprodukte hergestelltes Tiermehl eingesetzt. Das Tiermehl
wird gesiebt, um Fremdbestandteile und Uberkorn (> 2 mm) zu

entfernen. In einem Riihrbehdlter 3 wird unter Rihren mit Hilfe

9
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einer Kolloidmiihle 4 eine 30%-ige Tiermehl-Wasser-Suspension
hergestellt. Die Prozesspumpe 6 fordert die Suspension aus dem
Vorlagebehdlter und verdichtet diese auf einen Druck von > 50
bar (U). Die Temperatur im Reaktor 8 betragt > 200°C, die Re-
aktionszeit 30 min und der Durchsatz 100 kg/h. Nach der Spal-
tung wird die Hydrolysat-Suspension einstufig vom Prozessdruck

auf Umgebungsdruck entspannt.

Das gesammelte Hydrolysat wird anschliefend durch Separation
und Filtration vom Sediment getrennt. Nachfolgend wird eine
Ultrafiltration 13 mit einem cut off von 20 kDa durchgefihrt.
Das Filtrat wird vorzugsweise in einem Sprithtrockner 14 ge-—
trocknet. Bei 300°C Zuluft- und 95°C Ablufttemperatur wird ein
trockenes, rieselfdhiges Pulver gewonnen.

Die Ausbeute an Trockenpulver betrdgt 35 % bezogen auf die
Trockensubstanz des Ausgangsmaterials. Die proteinogenen Ver-
bindungen (Peptide, Aminosduren) liegen bei 89 % der Trocken-
substanz des Produktes. Die Gelchromatographie des Produktes
zeigt, dass das durchschnittliche Molekulargewicht der Probe

bei 7 kDa liegt.

Beispiel 2

Als Rohprodukt wird durch Verarbeitungsbetriebe fir Schlacht-
nebenprodukte hergestelltes Tiermehl der Kategorie II einge-
setzt. Es wird eine Maische aus 70 g Tiermehl in 350 ml Wasser
hergestellt. Diese Maische wird in einem Batch-Reaktor vorge-
legt. Unter Rihren wird eine Temperatur von 200 °C einge-
stellt. Unter Stickstoffatmosphidre wird ein Druck von 100 bar
aufgebaut. Die Reaktionszeit betr&gt 120 min.

Die Probe wird in der Zentrifuge 20 min bei 3.000 g separiert.
Die unléslichen Bestandteile (Sediment) werden abgetrennt und
der Uberstand als Reaktionsprodukt fiir die weitere Analytik

[o)

verwendet. Das Produkt hat eine Ausbeute von 58 % bezogen auf
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die Trockensubstanz des Ausgangsmaterials. Die proteinogenen
Verbindungen liegen bei 81 % der Trockensubstanz des Produk-
tes. Die Gelchromatographie des Produktes zeigt, dass

100 % der Probe ein Molekulargewicht < 20 kDa hat.

Beispiel 3

Als Rohprodukt wird durch Verarbeitungsbetriebe fliir Schlacht-
nebenprodukte hergestelltes Tiermehl der Kategorie III einge-
setzt. Es wurde eine Maische aus 70 g Tiermehl in 350 ml Was-
ser hergestellt. Diese Maische wird in einem Batch-Reaktor
vorgelegt. Unter Rihren wird eine Temperatur von 140 °C einge-
stellt. Unter Stickstoffatmosphire wird ein Druck von 100 bar
aufgebaut. Die Reaktionszeit betrdgt 120 min.

Die Probe wird in der Zentrifuge 20 min bei 3.000 g separiert.
Die unldslichen Bestandteile (Sediment) werden abgetrennt und
der Uberstand als Reaktionsprodukt fiir die weitere Analytik
verwendet. Das Prddukf hat eine Ausbeute von 40 % bezogen auf
. die Trockensubstanz des Ausgangsmaterials. Der Anteil an pro-
teinogenen Substanzen (Peptiden/Aminosduren) des Produktes
liegt bei 84 % der Trockensubstanz des Spaltproduktes. Die
Gelchromatographie des Produktes zeigt, dass 56,2 % der Probe

ein Molekulargewicht < 20 kDa hat.
Beispiel 4

Als Rohprodukt wird Weizenschrot eingesetzt. Es wird eine Mai- .
sche aus 87,5 g Weizenschrot in 350 ml Wasser hergestellt.
Diese Maische wird in einem Batch-Reaktor vorgelegt. Unter
Rithren wird eine Temperatur von 180°C eingestellt. Unter
Stickstoffatmosphire wird ein Druck von 50 bar aufgebaut. Die
Reaktionszeit betragt 30 min.

.Die Probe wird in der Zentrifuge 20 min bei 3.000 g separiert.

Die unldslichen Bestandteile (Sediment) werden abgetrennt und
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der Uberstand als Reaktionsprodukt mit einem 0,45 pm Filter
filtriert und fir die weitere Analytik verwendet. Das Produkt
hat eine Ausbeute von 79,5 $ bezogen auf die Trockensubstanz
des Ausgangsmaterials. Der Anteil an proteinogenen Verbindun-
gen liegt bei 6 % der Trockensubstanz des Spaltproduktes. Die

Gelchromatographie des Produktes zeigt, dass 99,5 % der Probe
ein Molekulargewicht < 20 kDa hat.

Die genannten Beispiele werden durch folgende Methoden analy-

tisch begleitet und kontrolliert:

Bestimmung der Trockensubstanz zur Ermittlung der Produktaus—

beute

Das Trockengewicht umfasst die geldsten und ungeldsten In-
haltsstoffe einer Probe, welche nach der Trocknung bei 103°C
zurﬂckbleiben..Die Trocknung erfolgt solange bis ein konstan-
tes Gewicht erreicht ist. Zur Auswertung wird das Gewicht auf
das eingesetzte Volumen bezogen.

Fir die Bestimmung des Trockengewichtes wird das Standardver-
fahren nach DIN 38409 — H 1 — 1 eingesetzt. Das Trockengewicht
wird sowohl von 20 ml Uberstand als auch vom Sediment von

80 ml gespaltener Tiermehlsuspension ermittelt.

Bestimmung der proteinogenen Verbindungen

Anorganisch und organisch gebundener Stickstoff wird im alka-
lischen Milieu durch einen Aufschluss mit Peroxodisulfat zu

Nitrat oxidiert. Die Nitrationen reagieren in schwefel- und

phosphorsaurer Ldsung mit 2,6 - Dimeth&lphenol zu einem Nitro-
phenol. Es wird analog DIN EN ISO 11905-1 mit einem Kivetten-—
test (Fa. Dr. Lange, LCK 338) gearbeitet. Aus dem Gesamtstick-
stoffgehalt kann nach Abzug der anorganischen Stickstofffrak-
tionen die Menge an proteinogenen Verbindungen (Peptide, Ami-~

nosduren) berechnet werden.

Gelchromatographie

12
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Die Gelchromatographie ist ein Verfahren, bei dem mittels po-
résen Gelmaterials eine Trennung von Molekiilen nach ihrer Groé-
Re erfolgt. GroRere Molekiile werden zuerst eluiert, spater die
kleineren. Auf der Grundlage eines geeigneten Standards mit
definierten MolekiilgrdBen ist die MolekiilgréBenbestimmung
durch Vergleich moéglich. Die Gelchromatographie wurde auf ei-
ner Pharmacia-Anlage mit einer Sdule (Durchmesser: 1,6 cm,
Lange: 30 cm, S&dulenvolumen: 60,3 ml) durchgefihrt. Die Detek-
tion der Proteine und Peptide erfolgt bei 280 nm. Als statio-
niare Phase wird Sdulenmaterial Sephadex G - 100 (Trennbereich
von 4 — 150 kDa) verwendet. Als mobile Phase wird PBS-Puffer
genutzt. Zur Bestimmung der Molekiilgrofen wird als Markersub-
stanz ein Gelchromatographie-Standard der Fa. Biorad verwen-

det.

Bestimmung des Mikroorganismenwachstums

zur Uberprifung der mikrobiellen Verwertbarkeit der Protein-
hydrolysate wird das Mikroorganismenwachstum mit der Probe als
Nihrsubstrat bestimmt. Von einer auf Ndhragar befindlichen
Mikroorganismenkultur wird eine einzelne Kolonie in einen
Schiittelkolben mit N&hrlésung angeimpft und unter entsprechen-
den Bedingungen 18 h kultiviert. Als Hauptkultur wird 100 ml
Medium in einem 500 ml Schiittelkolben verwendet. Die einzelnen
Medien werden mit je 1% der Vorkultur angeimpft. Bel entspre-
chender Temperatur und Beliiftung (Schiittler) werden diese
Hauptkulturen kultiviert. Der Verlauf der Wachstumskurve wird
durch Bestimmung der Triibung im Photometer und durch die Be-
stimmung der Lebendkeimzahl im Stundentakt aufgenommen und an-

schlieBend ausgewertet

Bestimmung der Keimzahl durch Triibungsmessung

Die Bestimmung der Keimzahl durch Triibungsmessung im Photome-—
ter ist eine Methode zur indirekten Bestimmung der Keimzahl
einer Mikroorganismensuspension. Bei der Messung einer Probe

im Photometer wird sichtbares Licht einer bestimmten Wellen-
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lange (600 nm) zum Teil absorbiert und zum Teil gestreut und
kann als optische Dichte (0D) auf der Photometerskala abgele-
sen werden. Die optische Dichte nimmt proportional zur Keim-
zahl zu. Es ist eine Mindestkeimzahl von 5 x 106 KBE/ml fir die
Messung notwendig. Da die Messung der OD nur bis ca. 0,3 li-
near proportional zur Zellzahl ist, muss bei einer hdheren OD

die Probe verdinnt werden.

Bestimmung der Lebendkeimzahl mittels Spatelverfahren

Bei der Lebendkeimzahlbestimmung werden die Zellen bestimmt,
die in der Lage sind, eine Kolonie zu bilden. Das Ergebnis
wird in ,koloniebildenden Einheiten™ (KBE) angegeben. In Ver-
diinnungen mit dem Faktor 1:10 wird von der Probe eine Verdin-
nungsreihe bis zur erwarteten Zellzahl (z.B. 10% Zellen/ml)
hergestellt und die letzten drei Verdiinnungen im Spatelverfah-
ren ausplattiert. Die Platten werden 24 h bebritet und die

7zahl der Kolonien ausgezdhlt und auf KBE/ml berechnet.
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Bezeichnung:
1 Silo
2 Austragsvorrichtung
3 Rtuhrbehdlter
4 Kolloidmiihle
5 Booster—-Pumpe
6 Prozesspumpe
7 Warmelibertrager
8 Reaktor
9 Druckreduzierventil
10 Entspannungsbehdlter
11 Zentrifuge/Dekanter
12 Sammelbehalter
13 Filtration
14 Trocknung
.15 Abgaswascher
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von Proteinhydrolysaten aus pro-
teinhaltigen pflanzlichen und tierischen Rohstoffen,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Rohstoffe im widssrigen Medium durch eine anhand einer
Systemkennlinie gesteuerte Temperatur- und Reaktionszeit-
einwirkung und unter gezieltem Druckaufbau in einem Reakti-
onsraum gespalten werden und dass die Suspension nach dem
Spaltprozess in ein Sediment, das die unléslichen Bestand-
teile des Ausgangsmaterials enth&lt, und einen wadssrigen
Uberstand, in dem die Spaltprodukte der Rohstoffe geldst

sind, getrennt wird.

2., Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Spaltung vorzugsweise im Temperaturbereich von 140 °C
bis 250 °C, bei einem Druck von 5 bar bis 220 bar und Reak-

tionszeiten bis 120 min durchgefiihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Spaltung der Proteinmolekiile vorzugswelse im Tempera-
turbereich zwischen 180 °C und 220 °C und mit einem Druck
zwischen 50 und 75 bar und Reaktionszeiten von 25 bis

40 min durchgefihrt wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Spaltung in Rohrreaktoren kontinuierlich oder nach dem
Batch-Prinzip unter gleichzeitiger Vermeidung von Nebenpro-

dukten erfolgt.
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Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet, dass

der Spaltprozess durch laufende Ermittlungen (Analysen) der
Molekiilgréfe der Peptide im wadssrigen Uberstand kontrol-

liert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet, dass

vor dem Eintrag in den Reaktor der Rohstoff mit Wasser
(Maische) durch eine Kolloid-Miihle mit bestimmter Spaltgro-
Be und bestimmter Dauer, vorzugsweise 15 bis 60 min zu ei-

ner férderfihigen Suspension verarbeitet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet, dass

der Temperaturbereich der Spaltung zwischen 140 °C und

250 °C gewahlt wird und ein gezielter Druck zwischen dem
1,1- und dem 10-fachen des Dampfdruckes der jeweiligen Tem-

peratur eingestellt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet, dass

als Rohstoffe vorzugsweise durch Reinigungs- bzw. Extrakti-
onsschritte vorbehandelte pflanzliche und tierische Materi-

alien wie Tiermehl zur Proteinspaltung eingesetzt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass
der Rohstoff zur Einstellung einer bestimmten Korngrdbe,

vorzugswelise < 2 mm, gesiebt wird.
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verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,

dadurch gekennzeichnet, dass

Konzentrationen von 5 bis 40 % der Maische im wéssrigen
und/oder nach Sedimentation der Maische der Uberstand ver-

arbeitet werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dass

die Suspension im Kreislauf gefihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
gekennzeichnet dadurch, dass
nach der Entspannung des Reaktionsproduktes die festen von

den wasserldslichen Bestandteilen getrennt werden.

Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 1,
gekennzeichnet dadurch, dass
das 16sliche Spaltprodukt in flissiger oder getrockneter -

Form fir chemische Verfahren eingesetzt wird.

Verwendung nach Anspruch 13,

gekennzeichnet dadurch, dass

das losliche Spaltproduktgemisch in fllssiger oder getrock-
neter Form fiir Nihrmedien zur Kultivierung von Mikroben

verwendet wird.
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