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Mejerivalle, som er et spildprodukt fra osteproduktionen,
kan funktionaliseres ved en forgzringsteknik til fremstil-
ling af en funktionaliseret valle, der tjener bide som
fortykkelsesmiddel og en metode til udnyttelse af valle-
spildproduktet. Valle funktionaliseres ved dannelse af

en forgaringssuppe af vallen,glucose og eventuelt vandop-
lpseligt phosphat som pH-stgdpude og garekstrakt og deref-
ter forgering af denne vallesuppe med en stamme af organis-
men Xanthomonas campestris. Den funktionaliserede valle kan
sa anvendes som fortykkelsesmiddel i fpdevareindustrien.
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Opfindelsen angadr en fremgangsmade til fremstilling af et
funktionaliseret mejerivaileprodukt ved anvendelse af den hid-
ti1 wukendte organisme Xanthomonas campestris-stammen BB-1
(ATCC 31922), som er deponeret hos American Type Culture Col-

lection, Rockville, Maryland.

Mejerivalle, et naringsstof, kan vare en ekonomisk kilde til
et forgarbart substrat og anvendes i vidt omfang som en accep-
teret af melk afledt bestanddel ved fremstilling af fedevarer.
Hvis valle kan funktionaliseres ved forg®ring med en organis-
me, som producerer en fortykkende polymer, nar den dyrkes pa
vallesubstratet, er det muligt at f& valleprodukter, der kan
fungere som stabiliseringsmiddel, fortykkelsesmiddel, emulge-

ringsmiddel eller aromafremmende middel.

Valle er det flydende medium indeholdende en meget lav koncen-
tration af faste malkestoffer og en hesj koncentration af
lactose. At komme af med dette spildbiprodukt ved terring er
en energiintensitiv kostbar fremgangsmade, der resulterer i et
kostbart biprodukt. Udledning af vallen til kloakken er prohi-
bitiv dyrt som folge af det hoje biologiske oxygenbehov, som

det kommunale kloaksystem féar.

Den mest onskelige metode til at héndtere en strom af valle-
spildprodukt er at producere en foderbestanddel af hej kvalit-
et af vallespildproduktet. Ifplige opfindelsen er opdaget en ny
fremgangsmade til fremstilling af et funktionaliseret valle-
produkt til brug som foderbestanddei eller som fortykkelses-
middel og/eller stabiiiseringsmiddel til nydelsesmidler og fo-

derstoffer.
Fremgangsmaden ifelge opfindelsen er ejendommeiig ved
a) dannelse af en forgaringssuppe af valie og glucose,

b) forgering af suppen med organismen Xanthomonas campestris

ATCC 31922 til produktion af et funkticnaliseret mejerivalie-
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produkt indeholdende en fortykkende polymer frembragt af orga-

nismen og
c) eventuelt terring af det funktionaliserede valleprodukt til
dannelse af et tort funktionaliseret valleprodukt.

Fig. I viser en Kkurve over en forgering af Xanthomonas campe-
stris ATCC 31922 i et medium indeholdende 2% Teklac (valle),

1,5% glucose og 0,025% gareksirakt.

Fig. II viser en kurve over viskositeten som funktion af ska-
rehastigheden for en typisk terret funktionaliseret valle

fremstillet ved forgeringsteknikken ifolge opfindelsen.

Fig. III viser en kurve over viskositeten som funktion af ske-
ringshastigheden efter 128 timers forgaering med X. campestris
ATCC 31922 i feolgende medier: 2% Teklac, 0,25% KoHPO,, 0,01%
gerekstrakt; 1% Teklac, 1% glucose, 0,25% KoHPOy, 0,01% gerek-
strakt; 0,5% Teklac, 1,5% glucose, 0,25% KoHPOy, 0,01% gerek-
strakt; 2% glucose, 0,25% KoHPOy. 0,01% gerekstrakt; 1,5% glu-
cose, 0,5% KoHPG,, 0,2% NH4C1, 0,1% NaCl, 0.01% MgSO, 0,1%
gerekstrakt. Der er ogsa vist en kurve for en rekonstitueret
suppe (ikke forgaret) indeholdende 2% Teklac, 0,4% Keltrol®
(fedevarekvalitet af xanthangummi forhandlet af Kelco, Inc.,

San Diego, Californien).

Et funktionaliseret mejerivalleprodukt med en viskositet stor-
re end 200 cps (0,2 Pa.s) ved en 12s~1 skaringshastighed, der
kan tjene som et stabiiiseringsmiddel, fortykkelsesmiddel el-
ler emulgeringsmiddel, kan fremstilles ved at forgare en blan-
ding omfattende valle, glucose, eventuelt gaerekstrakt og en
pH-stedpude med organismen Xanthomonas campestris ATCC 31922
+il1 fremstilling af et funktionaliseret valleprodukt indehol-
dende en fortykkende polymer fremoragt af den hidtil ukendte

organisme Xanthomonas campestiis ATCC 31922.

X. campestris ATCC 31922 biev isoleret for sin evne til at

vokse i valle. Den blev afiedt af X. campestris NRRL B-1458
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efter flere rakkepassager i Teklac (vaile) medium indeholdende
2% Teklac, 0,25% KoHPOy4, 0,01% gzrekstrakt. I dette medium ved
ca. 28°C har BB-1 en gererationstid pa ca. 2 timer, der nas
levedygtige celletitere pa ca. 10%/,1 eller storre, lactosen i
mediet metaboliseres ikke, og suppen bliver ikke viskos. Orga-
nismen er tilgengelig for offentligheden fra februar 1984 i

overensstemmelse med Budapesttraktaten.

Opfindelsen angar endvidere en Dbiologisk ren kultur af orga-
nismen Xanthomonas campestris ATCC 31822 til anvendelse ved

fremgangsméden.

Selv om det er kendt, at et ultrafiltreret og hydrolyseret
vallemedium forgeret med Xanthomonas campestris resulterer i
udmarket polymerdannelse, har al vekst til dato pad uhydrolyse-
ret valle ikke kunnet resultere 1 polymer produktion: Se K.R.
Stauffer og J.G. Leeder, 1978, J. Food Sci., 43, 756-758,
"Extracellular Microbial Polysaccharide Production by Fermen-
tation on Whey or Hydrolyzed Whey", og M. Charies og M.K. Rad-
jai, 1977 "Xanthan CGum From Acid Whey" 1 Extraceliular Micro-
bial Polysaccharids, redakterer P.A. Sandford og A.I. Laskin.
ACS Symp. Ser. nr. 45, side 27-39. Forgaring af en vallesuppe
omfattende uhydrolyseret valle (sur eller sod), glucose og
eventuelt gerekstrakt og phosphat resulterer i polymerdanneise
og funkticnalisering af vallen, sdledes at valleproduktet kan
anvendes som en foderbestanddel. Denne aerobe forgaring kan
udferes fortrinsvis i et pH-interval fra 6-8, fortrinsvis med
pH-verdien opretholdt i et interval fra ca. 6,5 til ca, T7,5.
Forgeringen kan udferes ved en temperatur fra ca. 20-35°C,
fortrinsvis ved en temperatur fra ca. 25 til ca. 30°C. Typisk

sammensatning af Teklac (sed mejerivalle) er som felger:
Kemiske og fysiske specifikationer

Bestanddel
Valle
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Typisk tilnermet analyse

Protein (N x 6,35)%
Fedt %

rugtighed %

Aske %

Lactose %
Kalorier, Cal/100 g

Typisk vitamin- og mineralanalyse

Vitamin A I.U./100 g
Vitamin C mg/100 g
Thiamin mg/100 g
Riboflavin mg/100 g
Niacin mg/100 g
Calcium 3%

Jern %

Jitamin B, ug/100 g
Phosphor %
Pantothensyre mg/100 g

Mikrobiologiske standard

Standard pladetal
Coliforme
E. coli

Salmonella

DK 158328B

12,7
1,1 (1,25% maksimum)
4,5 (5,0% maksimum)
8,0

71,3

350,0

Intet
Intet
0,40
1,76
1,00
0,71
Intet
2,12
0,69
4,09

10,000/g (maksimum)
9/g (maksimum)
Negativ

Negativ

Nzringsvardierne, der er anfgrt ovenfor, ligger inden for

80% af den vardi, der deklareres i overensstemmelse med
Federal Nutritional Regulations 21 CFR § 1,71 (4) (ii).

Typisk interval Granse
Oplgselighedsindeks 0,1-0,5 ml 1,25 ml maks.
Surhed 0,10-0,14% 0,16 maks.
Alkalinitet af aske 175-200 ml 225 ml maks.
Svedne partikler 7,5 mg 15,0 mg maks.
Partikelstgrrelse 99-100% 98% min.

(gennem 40 mesh)
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Koncentrationen af valle kan 1ligge fra 0,5% til 12,0%, for-
trinsvis fra 1% til 3%, og Koncentrationen af tilsat glucose
kan ligge fra 0,5% til 12,0%, fortrinsvis 1% til 3%. Yderlige-
re gerekstrakt i forgaringssuppen kan ligge fra 0 til 0,5%,
fortrinsvis fra 0,01% til 0,025%. Koncentrationen af eventuel
phosphat kan ligge fra 0 til 0,25% KoHPO4 efter eonske. Til-
strakkelige viskositeter af forgaringssuppen (>0,2 Pa.s og
fortrinsvis >0,8 Pa.s ved en skarehastighed pa 12s-1) nas i

reglen pa 30 til 50 timer. Alle de ovennavnte vagtprocenter er

i vagt per rumfang.

Eksemgel 1

Fig. I viser en typisk forgaring af et valle-glucose-suppe-
medium indeholdende 2% Teklac, 1,5% glucose og 0,025% ger-
ekstrakt, som er blevet forgeret med Xanthomonas campestris
ATCC 31922. Mediet blev steriliseret i autoklay i 20 min.
Forgeringen blev udfgrt i en forgaringsbeholder, hvortil
der blev pumpet luft med en hastighed af 1 liter/liter/min.,
omrgringen var med en hastighed af 800 omdrejninger/min.,
den oplgste oxygenkoncentration blev holdt pa 70-90% mat-
ning, og temperaturen var 28°C. Der blev anvendt en

Bio-Flo forgaringsbeholder (New Brunswick Scientific

Co., New Jersey). Begyndelses-pH-verdien var 7, og den

blev ikke kontrolleret. Figuren viser den almene forggelse
i viskositet med tiden, et 86-87% fald i glucosekoncentra-
tion, vekst af organismen og den fgrste stigning i pH-vardi
efterfulgt af et fald i pH~verdi, som er typisk for denne
forgaring.

Eksempel 2

Den funktionaliserede wvalle bley produceret af Xanthomonas
campestris ATCC 31922 i en New Brunswick Scientific Co.,

141 Microferm forgaringsbeholder indeholdende ca. 10 liter
medium pd et forg&ringsmedium omfattende 2% Teklac, 3% glu-
cose, 0,25% KZHPO4 og 0,1 gzrekstrakt. Hovedmaterialet blev

dyrket ca. 20 timer i samme medium uden glucose. Titeren
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for iévedygtige celler p& brugstidspunktet var 9 x 108/ml.
Forgaringsbetingelserne var som fglger: Temperatur 28°¢;
omrgring 500 omdrejninger/min.; luftning 1 liter/liter/min.;
pH-vaerdi 6,8 fra begyndelsen og ikke kontrolleret, ca. 2 ml

antiskummemiddel P 2000 (Dow Chemical Company) blev tilsat

ved begyndelsen af forgaringen.

Tabel I viser forgeringstid, mengden af glucose i g/liter
og viskositeten af i rakkefglge udtagne prgver af forgarings-—
suppen taget pa de viste tidspunkter. Forgaringssuppen blev

s& autoklaveret ved 15 psi i 20 min.

TABEL I
Viskositet @ 1287%
Tid, H Glucose G/L © 1:5 fortynding
0 31,9 ND
44 13,5 134 (675)
71 ND ND
115 12,9 149 (745)
Efter autoklavering 12,7 216 (1080)
ND, ikke bestemt ,
( ) Tilbageberegnet viskositet, dvs.: 5(134) = 675.

" Lactosen i forgazringssuppen udnyttes ikke til hverken veakst

af organismen Xanthomonas campestris ATCC 31922 eller pro-

duktion af polymer.

Eksemgel’3

Forgazringsbetingelserne ved forgaringen i eksempel 1 blev
modificeret som fglger: Mediet i forgaringsbeholderen blev
forenklet til at indeholde 2% Teklac, 2% glucose, 0,025%
gerekstrakt (dvs. intet KZHPO4, reduceret glucose og gar-
ekstrakt), og pH-vardien blev reguleret, sa den ikke steg
over 7,5 ved anvendelse af tilsetning af phosphorsyre.
Forgazringen blev udfgrt i 94 timer. Tabel II viser resul-
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tater af fire sadanne forgaringer, og de fremkomne egen-
skaber af den samlede prgye fra forgaringerne 1, 2, 3 og 4
efter autoklavering. Som vist blev 77-97% af glucosen for-

brugt, lactosen bley ikke metaboliseret, og viskositeten
steg efter autoklavering.

" TABEL II

Funktionaliseret valleproduktion med X. campestris ATCC
31922 i 141 forgaringsbeholdere.

Forgaringsbeholder
1 2 3 4
Fgr autoklavering -1
viskositet, cps @ 12 s 440 502 564 536
pH 5,35 5,61 5,12 5,30
glucose, g/1 0,57 4,68 3,23 3,41
lactose, g/1 12,59 15,17 14,09 15,55
farve qul- gul- gul- qul-
hvid hvid hvid hvid
Efter autoklavering
forenet prgve -1
Vviskositet, cps @ 12 s 766
pH 5,36
glucose, g/1 2,71
lactose, g/1 15,01
farve gul-hvid
tgr vagt, g/1 28,7

Supperne med hgj viskositet produceret yved forgaringstek-
nikken ifglge opfindelsen kan tgrres og/eller steriliseres

med autoklav og lyofilisering, sprgjtetgrring eller anden
teknik.

EkSempel 4

En kurve over viskositet 09 skarehastighed for en typisk
tgrret funktionaliseret valle fremstillet P& denne mide er
vist pd fig. II. Prgven blev undersggt pd en 2,5 XLVT
WellssBrookfieldvmikroviskometer med en 3° kegle yed 25°C.
Prgvestgrrelsen var 2,0 ml. Prgven bestod af en 1% oplgs=~

- -l
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ning (vegt/rumfang) af funktionaliseret valle i afioniserec
vand. pH-yardien var 5,8, glucosekoncentrationen var 0,9 g/1,

og 1actosekoncentrationen var 4,3 g/l. Stigningen i viskosi-
tet med fald i skarehastighed er typisk for pseudoplastiske

polymere.

Eksempel 5

Fig. III viser en kurve over viskositet som funktion af skare-
hastighed efter 128 timers forgering med X. campestris ATCC
31922 i fglgende mediers; 2¢ Teklac, 0,25% KZHPO4, 0,01% ger-
ekstrakt; 1% Teklac, 1% glucose, 0,25% KZHPO4 og 0,01% ger-
ekstrakt; 0,5% Teklac, 1,5% glucose, 0,25% KZHPO4, 0,01% ger-
ekstrakt; 2% glucose, 0,25% KZHPO4, 0,01% garekstrakt;

1,5% glucose, 0,5% KZHPO4, 0,2% NH4C1, 0,1% NaCl, 0,01% MgSO,,
0,1% gzrekstrakt. Der er ogsd vist en kurve for en rekonsti-
tueret suppe (ikke forgaret) indeholdende 2% Teklac, 0,5%
Keltrol (fpdevarekvalitet af xanthangummi forhandlet af

Kelco, Inc., San Diego, Californien).

Ved de laveste skarehastigheder er viskositeten iagttaget i
forgarede supper indeholdende bade Teklac og glucose mindst 10
gange storre end den, der jagttages i narvarelse af Teklac el-
ler glucose alene. De forgarede supper med hgj viskositet op-
forer sig endvidere pa samme made som en rekonstitueret suppe
indeholdende xanthangummi i en koncentration, som gor den eg-

net til brug i iscreme.

Patentkrayv.

1. #remgangsméde ti1 fremstilling af et funktionaliseret me-

jerivalleprodukt, k e nd e t egne t ved
a) dannelse af en forgaringssuppe af valle og glucose,

b) forgaring af suppen med organismen Xanthomonas campestris
ATCC 31922 til produktion af et funktionaliseret mejerivalle-
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produkt indeholdende en fortykkende polymer frembragt af orga-

nismen og

c) eventuelt terring af det funktionaliserede valleprodukt til

dannelse af et tert funktionaliseret valleprodukt.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end e t e gn e t ved,
at koncentrationen af vallen er fra 0,5% til 12 vagts
pr. rumfang, og glucosen er fra - . 0,5 til 12 vagts

pr. rumfang.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end e t e gne t ved,

at en yderligere bestanddel i forgaringssuppen er garekstrakt.

4. Fremgangsmdde ifgdlge krav 1, k end e t e g ne t ved,
at en yderligere bestanddel af forgeringssuppen er fra

0-0,5 vagt% pr. rumfang garekstrakt.

5. Fremgangsmidde ifglge krav 1, k end e t e g n e t ved,
at en yderligere bestanddel af forgaringssuppen er K2HPO4.

6. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end e t e gn e t ved,
at en yderligere bestanddel af forgaringssuppen er fra

0-0,25 vagt% pr. rumfang KZHPO4.

7. Fremgangsmade ifslge krav 1, kK endetegnet ved,

at forgaringen udferes ved en temperatur fra 20 til 35°C.

8. Fremgangsmade ifelge krav 1, ke nde tegnet ved,
at forgaringen udferes ved en temperatur fra 20 til 36°C, og

pH-vardien hoides i et interval fra 6 til 8.

9. Biologisk ren kultur af organismen Xanthomonas campestris

ATCC 31922 til anvendelse ved fremgangsmaden ifglge krav 1.
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: FIGUR I
X. CAMPESTRIS ATCC-31922 FORGERING I VALLE-GLUCOSE-MEDIUM

AIOZ_—
g —
'» 5
ﬁj -
- 3—
w
s 2F
2
g 10t
s} L
n -
2 sF 8.0
w0 -
- 47.5
2 '7.0'_~
4e5 S
e =
deo =
45.5
Js.0
20
18
o 416
- | - P
g 14 g
o diz ]
(&) ~
H410 S
4 B8
8
—e 5
H
44 ©
42
|07 1 1 1 | i 0
) 10 20 30 40 50 60



., DK 158328B

FIGUR II

KURVE OVER VISKOSITET VERSUS SKEREHASTIGHED FOR T@RRET
FUNKTIONALISERET VALLE
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FIGUR TI
VISKOSITET VERSUS SKEREHASTIGHED AF FUNKTIONALISERET VALLE

® REKONSTITUERET SUPPE (2% TEKLAC +
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