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[57)Die Erfindung bezieht sich auf die enzymatische Herstellung von Protein-Partialhydrolysaten fuer Elementardiaeten.
Ziel der Erfindung ist die vereinfachte Herstellung von Protein -Partialhydrolysaten,d. h. Peptidgemischen ohne
wsaetzliche Reinigungsoperationen. Es besteht daher die Aufgabe, die Verfahrensbedingungen aufzuzeigen, um
ernashrungsphysiologisch vollwertige Proteine durch Einsatz einer Protease zu einem Gerhisch niedermolekularer Peptide
so abzubauen,daR sie aus dem Darmiumen ohne weitere Verdauung absorbiert werden koennen.Das Wesen der Erfindung
besteht im Einsatz der sehr unspezifisch wirkenden Thermitase, einer Endopeptidase aus Tharmoactinomyces vulgaris.

Zur Partialhydrolyse wird eine 2 - 15 %ige Proteinloesung bei pH 6,0 - 8,6 waehrend 4 - 8 h mit 35000 -

60000 TE Thermitase/kg Protein behandelt. Danach wird das Hydrolysat zur Inaktivierung des Enzyms einige min auf

95 - 100 °C erhitzt, nach dem Abkuehlen filtriert oder separiert und anschlieBend sprueh- oder gefriergetrocknet. Das
Anwendungsgebiet der Protein-Partialhydrolysate erstreckt sich vorwnegend auf Elementardiaten und Sonden- -
nahrungen fuer Patienten mit Verdauungsstoerungen.
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Verfashren zur Herstellung von Protein-Partialhydrolysaten
filr Didtnahrungen '

'Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
Protein-Partialhydrolysaten, die im wesentlichen aus
niedermolekularen Peptiden bestehen und praktisch frei

. von trichloressigsdure f&éllbaren hochmolekularen Anteilen
sind. .

Das Anwendungsgebiet dieser Protein-Partialhydrolysate
erstreckt sich vorwiegend éuf Elementardidten und Sonden-
nahrungen flir Patientern wit Verdauungsstorungen z.'B.vMai-
digestion,Malabsorption, entziindliche Magen~, Pankreas-
oder Darmerkrankungen, prea- und postoperative Zusténde
des Gastro=Intestinaltraktes sowie fiir Friuhgeborene und
Séuglinge.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Bei der Beurteilung der bekannten Verfahren zur Gewinnung
von Protein-Partialhydrolysaten ist das vorgesehene An=-
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wendungsgebiet zu beriicksichtigen.

Es sind verschiedene ballaststoffarme oder-freie, bilan-
zierte, orale Didten bekannt, die aus erndhrungsphysiolo=
gischen Griinden abgebautes Protein enthalten und z. B. bei
Storungen im Gastro-Intestinaltrakt eingesetzt werden.
Ziel dieser Erndhrungsform ist eine vollsténdige Absorption
der gufgenommenen Nahrung, wozu eine verminderte oder
nicht mehr notwendige enzymatische Verdauungsleistung
beitrdgt. In der Mehrzahl der Falle werden hierfiir Pro-
tein-Totalhydrolysate eingesetzt, wobel zur Hydrolyse
Salz~ oder Schwefelsdure verwendet wird. Sofern sie nur
freie Aminosiuren und keine Peptide enthalten, kdnnen sie °
auch fir die parenterale Erndhrung eingesetzt werden. Fir
die meisten Indikationen ist es jedoch nicht erforderlich,
Protein-Totalhydrolysate oder Aminosduremischungen zur
Deckung des Aminosdurebedarfes einzusetzen.

Die Herstellung und Anwendung von enzymatischen Protein-
partialhydrolysaten wird im GB~Pat. 1 338 936 beschrieben.
Danach wird Kasein mit Papain 18 h bei pH 6,7 vorhydroly-
siert und danach mit Nierenhomogenat (1 Teil Nierenstick=
stoff pro 25 Teile Kaseinstickstoff) 24 h bei pH 8,0 unter
Zusatz einer kleinen Menge MnCl2 bebriitet. Das Prédparat
wird fiir Patienten wit Maldigestion, cystischer Fibrose,
Niereninsuffizienz, Magengeschwiiren und dhnlichen Syumpto-
men empfohlen. Als Vorteil wird hierbei ein hoher Gehalt
an freien Aminosduren (etwa 50 % des Stickstoffs liegen
in dialysierbarer Form vor) sowie eine nur sehr geringe
Bitterkeit angegeben. Als Nachteile sind die sehr langen
Hydrolysezeiten sowie die Einbeziehungveiner relativ
groBen Menge Nierenhomogenat als zusdtzliche Enzymquelle
zZu nennen.

Durch einen Zusatz von Gelatine zu anderen Proteinen, ing-
besondere Molkenprotein, im Verbdltnis 1 : 10 bis 10 : 1
und Hydrolyse mit Pankreatin wird nach DD-AP 118 519 ein
leicht 16sliches, nicht bitteres Hydrolysat erhalten, das
Ue @e als Zusatz fir Kindernzhrmittel, didtetische Lebens-
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mittel und fiir Arzneimittel geeignet ist. Die Gelatine
501l dabei zu Peptidbruchstiicken aus 30 ~ 40 Aminosidure-
resten gespalten werden. Fiir den vorgesehenen Zweck sind
Didten mit Peptiden solcher MolekiilgrdBe kaum geeignet.

In DD=AP 120 791 wird ein trockenes emulgierféhiges bzw.
als Emulsion vorliegendes, ernihrungsphysiologisch voll-.
wertiges Didtnahrungspriparat beschrieben,?dessen Amino-
sédureanteil in Form eines enzymatischen Proteinhydrolysa-
tes mit Molekulargewichten der Peptide zwischen 400 und
1000 (maximal 2000) vorliegt. Der Gehalt an freien Amino-
réduren soll vorzugsweise zwischen O und 1,5 % liegen und
wird z. T. in Form freier essentieller Aminosduren zuge-
setzt.

Zur Herstellung eines Proteinhydrolysats wird nach DE-CS

2 521 814 Fischproteinkonzentrat mit Pankreatin wihrend

15 h hydrolysiert und danach filtriert, wobei das im System
vorliegende Kalziumphosphat - Ca‘(OH)z'und H3PO4 werden

zur pH-Einstellung verwendet - als Filterhilfsmittel

dient. Nach Behandlung wit Tierkohle wird spriihgetrocknet.
Das Produkt ergibt eine farblose Losung ohne feststell-
baren Geschmack.

In US~Patent 3 969 540 wird die Herstellung von salzfrei-
en, unldslichen Metallproteinaten angegeben. Hierbei er=
folgt zunidchst eine Hydrolyse von proteinreichen tieri-
schen Geweben (Muskel, Herz, Leber, Thywus, Gehirn, Milz,
Niere, Duodenun, Pankreas und Hoden) mit Protease ( Z. B.
Pepsin, Pankreatin, Trypsin, Papain, Bromelin, Bakterien~
protease, Pilzprotease) im Verlauf von 2 h bis 5 Tagen,
danach wird das jeweilige Metallsalz zugegeben und das
unldsliche Chelat gewaschen. o

Ein Néhrpriparat aus mit bekannten Proteasen hydrolysierw

ten tierischem Kollagen (vorzugsweise Haut von Schweine-
mdgen) und Zusdtzen von Tryptophan, (itronensiure, Sorbit,
kiinstlichen StBungsmitteln, Glycerin, Farbstoffen, Geschmacks=
mittelrund Konservierungsmitteln sowie gegebenenfalls
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€ines festen Trédgers (z. B. Dikalziumphosphat, Mannit)

wird in der DD-0S 2 621 000 beschrieben. Es wird als wohl-
schmeckende Zusatzkost zur Verhinderung von Erndhrungse
médngeln verschiedener Genese, Z. Be. nach chirurgischen

~ Eingriffen und insbesondere bei der Krebstherapie, empfohlen.
‘Fiir die vorgesehenen Zwecke ist das Kollagenhydrolysat

trotz der Tryptophanerginzung auf Grund mangelnder essen-
tieller Aminosiuren sowie der nicht angegebenen Peptid-
groBe nicht geelgnet.

Die genannten Beispiele von bekannten Verfahren zur Her-

stellung von enzymatischen Protein~Partialhydrolysaten fiir
didtetische Zwecke, insbesondere fir Elementardidten, ver-
deutlichen die noch bestehenden Méngel.

- Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, in einer vereinfachten Verfahrens-
weise ohne zusdtzliche Reinigungsoperationen ein Protein-
partialhydrolysat herzustellen, das frei von hohermoleku=~
laren Peptidanteilen und fiir eine Verwendung in Elementar-
di&ten und Sondennahrungen geeignet iste.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, Verfahrens-
bedingungen aufzuzeigen, bei denen als Reaktionsproduk?t
unter Vermeidung eines nachtrdglichen Zusatz essentieller
Aminosiuren eine hinsichtlich der Aminosdurezusaunmenset-

.. zung erndhrungsphysiologisch vollwertige Mischung nieder-
molekularer Peptide entsteht. Aufwendige Reinigungsopera;
tionen sollen wegfallen.

Nach dem erfindungsgenéBen Verfahren wird ein reines Pro-

. tein filir die Hydrolyse herangezogen, das frei von uner-
wiilnschten, loslichen Bestandteilen ist und alle notwendigen,
insbesondere essentiellen Aminosduren, enthédlt. Als Pro-
tein kommt vorzugsweise Kasein in Betracht, das in der
milchverarbeitenden Industrie rein anfdllt. Ebenfalls ge-

ek~ 2B mrratl amdama vanocerainitots Proteine oder Prow-
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teinmischungen, die den genannten Kriterien entsprechen,
z. B. Leéguminosenproteinisolate, gegebenenfalls im Ge-
misch mit Kasein. Die enzymatische Proteinhydrolyse wird
bis zum vollstandigen Abbau der Proteine zu niedermoleku-
laren Peptiden durchgefihrt.

Erfindungsgenil wird zur Partialhydrolyse der eingesetzten
Proteine die gegeniliber Peptidbindungen sehr unspezifische .
Endopeptidase "Thermitase" aus Thermoactinomyces vulgaris
(Herstellung der Thermitase vgl. DD-WP 112 662 und DD-WP
117 083) zur Einwirkung gebracht. '

Thermitase spaltet Proteine in ein Gemisch, das iiberwle-
gend aus Di- und Tripeptiden sowie geringen Anteilen frei-
er Aminosduren besteht.

Nach neuesten physiologischen Erkenntnissen konnen Pepti-
.de>dieser GrdBe aus dem Darmlumen intakt, also ohne zu-
séitzliche peptidatische Spaltung, absorbiert werden. Diese
Befunde lassen sich durch in-situ~Perfusion des Ratten-
diinndarms mit thermitatischen Proteinhydrolysaten besté-
tigen. Sie zeigen weiterhin, daf thermitatische Protein-
hydrolysate mit mindestens gleicher Geschwindigkeit wie
éqﬁimolare Gemische freier Aminosduren aufgenommen werden
unqldaB das Absorptionsprofil der aufgenommenen Aminosiu-
ren gleichmiBiger als nach Absorption von Aminosdurege=
mischen ist. Entsprechende Resultate wurden nach kontinu-
ierlicher Perfusion jejunaler Darmabschnitte von darmge-
sunden und ‘darmgeschiddigten Sduglingen erhalten.

Die hohe Unspezifitdt und damit unvorhersehbar gilinstige
Eignung dieser Protease geht z. B. aus elnem Vergleich
der Spaltbarkeit von Peptidbindungen der oxydierten In-
sulin-B-Kette durch verschiedene Endpeptidasen hervors

Protease | Anzzhl der spaltbaren Bindungen
Trypsin 2
Chymotrypsin 4

Alcalase (alkalische Bac.licheniformis-
Protease; Subtilesin Carlsberg) 5
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Neutrase (neutrale Bace. subtilis-Protease) 6
Bac. megaterium ' | 7
Pepsin 10
Papain : :' 10
Cytophaga-Protease M
Thermitase ‘ ' ? 15

Erfindungsgemdf wird eine 2 - 15 %ige Proteinlésung, vor-
zugsweise 10 %ige Losung eines alle notwendigen, insbe- -
sondere essentielle Aminos#uren enthaltenden Proteins mit '
Natronlauge auf pH 6,0 - 8,5, vorzugsweise pH 8 eingestellt
und auf 50 - 60 oC erwdrmt. Zur Hydrolyse werden je kg

" Protein 35 000 - 60 000 TE Thermitase (1 TE = Aktivitdt,
die in 1 min bei 55 °C und Kasein als Substrat 1  mol
Tyrosin freisetzt) zugesefzt und unter den genannten Be-
dingungen 4 bis 8 h, vorzugsweise 5 bis 7 h, bebritet.

Zur besseren Ausnutzung der Wirksawkeit des Enzyms ist es
zweckmiBig, wihrend der Hydrolyse den pH-Wert durch kon-
tinuierliche (pH~Stat) oder diskontinuierliche Zugabe von
Natronlauge konstant zu halten. Zur Véihinderung des An-
stiegs der Keimzahlen 138t sich gewlinschtenfalls ein ge-
eignetes Bakteriostatikum (ze B. 0,1 - 0,3 % Toluol oder
Chloroform) zusetzen, das bel der Aufarbeitung des Pri-
parates wieder entfernt wird.

Nach der erreichten Partialhydrolyse wird zur Inaktivierung
des Enzyms fiir etwa 5 min auf 95 - 100 %¢ erhitzt. Nach

dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird -« gegebenenfalls

nach Einengen im Vakuum - filtriert oder separiert und
sprilh~ oder gefriergetrocknet. Man erhdlt ein farbloses,
leicht l6sliches Pulver, das in seiner Aminosdurezusammen-
setzung derjenigen des Ausgangsproteins entspricht. Der
Hydrolysegrad des Préparates liegt bei 20 - 40 %, d. he

von 100 Peptidbindungen z. B. des Kaseins, sind 30 - 40

gespalten. Die mittlere Peptidkéttenlénge_betrégt dann
100 '
- und liegt bei 2,5 - 3,3.
Hydrolysegrad




225 G71%

Die Bestimmung des Hydrolysegrades erfolgt z. B. durch
Messung der freien NH2—Gruppen wit Trinitrobenolsulfone
. sdure (TNBS).

Das erfindungsgemnédBe Verfahren wird durch das nachfolgen-
de Beispiel erldutert.

Beisgiel 1

1 kg Kasein (wit Schwefelsiure gefdllt; Proteingehalt
86,0 %) wird in 10 1 Wasser suspendiert und mit 5 N
Natronlauge auf pH 8,0 eingestellt. Hierzu sind 1% ml
erforderlich. Die LOsung wird auf 55 °C erhitzt und zur
Vermeidung mikrobiellen Wachstums wit 25 ml Chloroform
versetzt. Danach wird eine Losung von 50 000 TE Thermi-
tase in 200 ml Wasser zugegeben und zur Hydrolyse des
Proteins 6 h bei 55 °C geriihrt. Zunschst wird alle 40 min, .
nach 1 h alle 30 win und ab 2 h alle 60 win der pH-Wert
wit 5 N Natronlauge auf pH 8,0 nachgestellt;

Nach Ablauf der Hydrolysezeit wird zur Inaktivierung des
Enzyms'auf 95 ~ 100 °c erhitzt und etwa 5 min bei die~
ser Temperatur belassen. Die Hydrolysatlisung wird da-
nach auf Raumtemperatur abgekiihlt und klar filtriert.
Das Filtrat wird sprihgetrocknet und das weiBe Pulver
besitzt folgende Kennzahlen: Ausbeute 0,91 kgs; Peptid~
gehalt (N « 6,37) 81,2 %; Hydrolysegrad 34,1 %; uitt-
lere Kettenldnge der Peptide 2,9.
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Verfahren zur Herstellung von Protein-~Partialhydroly-
saten fir Di&dtnabrungen durch enzymatische Hydrolyse

von Proteinen, die alle notwendigen, insbesondere
essentielle Aminossuren enthalten, dadurch gekennzeich=
net, daB als Enzym Theruitase, eine Protease aus Thermoe=
actinomyces vulgaris, als einziges Enzympréparat ein-
gesetzt wird. ' |

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dal.
eine 2 bis 15 %ige, vorzugsweise 10 %ige Proteinldsung,
zur Partialhydrolyse verwendet wird.

Verfahren nach Punkt 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die Proteinloésung auf pH-Werte zwischen 6,0 und
8,5, vorzugsweise auf pH 8,0, eingestellt wird.

Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
daB der pH~Wert von vorzugsweise 8,0 wéhrend der Hydro=
lyse durch kontinuierliche oder diskontinuierliche
Zugabe von Natronlauge wdhrend der Hydrolyse beibehale
ten wird. '

Verfahren nach Punkt 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
daB zur Hydrolyse je kg Protein 35 000 bis 60 000 TE
Thermitase, vorzugsweise 50 000 TE Thermitase, einge-
setzt werden..

Verfahreﬁ nach Punkt 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
daB die Hydrolysedauer 4 bis 8 h, vorzugsweise 5 bis
7 h betrigt.

Verfahren nach Punkt 41 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
daB zur Inaktivierung des Enzyus das Partialhydrolysat
nach der Hydrolyse fir etwa 5 min auf 95 bis 100 °c
erhitzt wird.
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8. Verfahren nach Punkt 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet,
daB des Partialhyciolysat nach Abkithlung filtriert
oder separiert und anschliefend spriih- oder gefrierge- -
trocknet wird.
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