“ Brevet N°

du 18 décembre 1979

Titre dlivré: ... 23 ..... AR, 1980

Monsieur le Ministre

LUXEMBOURG

Demande de Brevet d’Invention

?AND-DUCHE DE LUXEMBOURG D. 50.888

de I'Economie Nationale et des Classes Moyennes
Service de la Propriété Industrielle

1. Requéte
' Monsieur Franz ROINER, Inselweg 7, 30l3 BARSINGHAUSEN 9, @
Allemagne Fédérale, représenté par Monsieur Jacques de Muyser
- .2gissant en qualité de mandataire @
dépose ... ce dix-huit d&cembre 1900 soixante-~-dix-neuf @
- R 15 ... heures, au Ministére de I'Economie Nationale et des Classes Moyennes, & Luxembourg :
1. la présente requéte pour I'obtention dun brevet d'invention concernant :
"Verfahren zum teilweisen oder vollstdndigen enzymatischen @
...... - Abhau.eines. niedermolekularen. Stoffes”.
déclare, en assumant la responsabilité de cette déclaration, que I'(es) inventeur(s) est (sont):
voir.autre. page (5)
2. la délégation de pouvoir, datée de HANNOVER le .6.4€cembre 1979
3. la description en langue .@llemande de linvention en deux exemplaires ;
4, // ....................... planches de dessin, en deux exemplaires ;
5. la quittance des taxes versées au Bureau de P’Enregistrement a Luxembourg,
le ....18. . dé&cemhre. 1979
revendigue pour la susdite demande de brevet la priorité d’une (des) demande(s) de
© ...Brevet déposée(s) en (7) .Allemagne Fédérale
le .20.G6cembre 1978 (No..P 28 55 loo0.0-41) ®
au nom 4 G€éposant ) . ©
€lit domicile pour lui (elle) et, si désigné, pour son mandataire, 3 Luxembourg ...
35, bd. Royal 10)

sollicite la délivrance d’un brevet d’invention pour T'objet décrit et représenté dans les annexes

susmentjonnées, — avec ajournement de cette délivrance a ... // ............................... mois.
\
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II. Procés-verbal de Dépdt

La susdite demande de brevet d'invention a été déposée au Ministére de I'Economie Nationale

et des Classes Moyennes, Service de la Propriété Industrielle a Luxembourg, en date du:

18 décembre 1979

~ Pr. le Ministre

- R— 15 ............. heures S

\
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.zde, UEconomie Nationale, et.des Classes Moyennes,

&

~ (7) pays — (8) date — (9) déposant originaire ~ e — (11) 6, 12 ou 18 mois,

Z
(1) Nom, prénom, firme, adresse — (2) ¢’il y f'ﬁy «m >; ..» agissant éﬁ qualj.{é de mandataire — (3) date du
dépdt en toutes lettres — (4) titre de I'inventio hb e liresses — (6) brevet, certiticat d’addition, modéle d'utilité



1.- Jiirgen TUCHENHAGEN, Griiner Weg 3, VLOTHO-UFFELN, Allemagne
Fédérale

2.- Franz ROINER, Inselweg 7, 3013 BARSINGHAUSEN 9, Allemagne
Fédérale

3.- Josef GROSSERHODE, Mihlenweg 14, FRIELINGEN, Allemagne
Fédérale
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D. 50.888

BEANSPRUCHUNG DER PRIORITAT

der Patent/Gbfyy. - Anmeldung

In: DER BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND
Vom: 20. Dezember 1978

AAN I

PATENTANMELDUNG

in

Luxemburg

Anmelder: Franz ROINER

Betr.: "Verfahren zum teilweisen oder vollst&ndigen enzymatischen

Abbau eines niedermolekularen Stoffes".



B,

S e

stindigen enzymatischen Abbau eines niedermolekularen Stoffes,

. wie z.B. Lactosaz, in einem wdssrigen polydispersen System aus

niedermolekularen und hochmolekularen Stoffen, wie z.B., Milch,

Sauvermilch, saure Sahna, Buttermilch, Molke, Permeat u.dgl.
odexr Mischungen dexselben.

Ein polydisperses System mit Wasser als durchgehender Phése
und darin verteilten, mit mehr oder minder hohen Antellen an
hochmolekularen und niedermolekularen Stoffen ist Milch bzw.
ein milchihnliches System. Einer der niedermolekularen Stoife
darin ist Lactose, ein Disaccharid, und zwar mit einem sehr
hohen prozentualen Anteil im Vergleich zu den Antellen der
sonatigen dispergierten Stoffe, Lactose in originirer Form
hat eine verminderte SilBkraft und ist auBerdem fiir viele
Menschen unvertrdglich (Lactosemalabsorption).

In der milchwirtschaftlichen Verfahrenstechnik sowle in den
Verfahrenstechniken zur Herstellung von Lebensmitteln (Sauexr-
genmiise, Sauertelg, Fleischgarung usw.) sind nach dem Stand

der Technik zwel grundsitzliche Verfahren zur Verdnderung

von Lactose bekxannt, die in dem Aufsatz von H.XKlosexmeyer,
E.Herlitz, R.H.Jlirgens, E.H.Reimerdes und J.Thomasow, Lactose-
behandlung von Magermilch zur Herstellung lactosereduzlerten
Magermilchpulvers, in Kieler Milchwirtschaftlicher Forschungs-
berichte, 1978, Heft 3, S. 2955 £f beschrieben werden.

1. Fermentierung der Laztose und Umwandlung in Milchsdare in
einen vorwiegend homofermentativen ProzeB8 unter Verﬁendung
von lactosevergirenden milchsHurebildenden Mikroorganismen.
Die Mikroorganismen enthalten dabei die notwendigsn Enxyme,
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fermentieren dadurch den Milchzucker und waandeln die ge-
blldeten Fermentationsprodukte sofort in Milchsiure um.
Die Milchsdure ist somit ein Stoffwechselprodukt,

Fermentierung der Lactose durch gezielten Einsatz von
Enzymen, die vorher in einem Spezialverfahren aus Mikro-
organismenkulturen isoliert wurden, Hierbel werden Mikro-
organismen nicht mehr direkt verwendet und scmit wird bel
diesam Prozef auch keine Milchsiure gebildet, sondern ledig-
lich die Lactose gespalten. '

Beida Verfahren besitzen wesentlicha Rachteille,

Beiden gemeinsam ist dexr Nachtell, das8 die Umwandlungs-
sowle Abbauprodukte der Lactose als zusdtzliche disperse
Stoffe im Ausgangssystem verbleiben. Im Falle der Ver—
fahrenstechnik 1., bedeutet dies:

Mikroorganismen bekannter Spezies bzw. Mischkulturen werden
nmit dem Ausgangssystem, z.B. Milch, Sauermilch, Buttermiléh,
Molke, Permeat, Mischungen davon usw. intensiv varmengt und
nach bekannten Verfahren kulturiert. Dle Mikroorganismen
verwenden die Lactose als Nihratoff, indem sie die Lactose
mit Hilfe von Enzymen suniichst spalten, die Spaltprodukte
aber sofort filr dle eigene Ern&hrung verwenden., Als Stoff-
wechselprodukt £f211t schlieflich S&nme an. Bei richtiger
Verfahrensfihrung entsteht vorwiegend Milchsidure, Mittels
éeeignater MaBmethoden kann dieser Vorgang verfolgt werden,
d.h. der pi-Wert im Ausgangssystem sinkt von z.B. pH 6,5
bis pH 4,5 bzw. 80 welt ab, bis die Stoffwechselprodukte
die Mikrcorganismen selbst hemmen., Wenn diese Selbsthemmung
eingetreten ist, dann ist in dlesem Falle die Lactose inm
Ausgangssystem teillweise, d.h. um etwa 1 $ vermindert, dafir
wurde abexr im selben Verhiltnis Milchsidure in das Syatem
eingebracht. ’
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Es sind nun Verfahren bekannt, die Selbsthemmung der
Mikroorganismen in dem geschilderten ProzeB zu ver-
schieben und damit die M3glichkelt eines prozentual
hdheren Lactoseabbaus bzw. eines prozentual hBheren
Milchsiureanfalls zu erreichen. Immer aber sind alle
Ausgangsstoffe und zusdtzlich Milchsdure im System ent-
halten und werden bei anschlieSendsn Konzentrations-
prozessen mit aufkonzentriert. Wird dabei ein Trann-
verfahren, z.B, Ultrafiltration, dazwischengeschaltet,
dann werden zwar die hochmolekularen Stoffe abgetrennt,
die niedermolekularen Stoffe bleiben aber nach wle vor
im System und werdsn wiederum aufkonzentriert. '

Wird diese Varfahrenstechnik in Milch angewendet, dann
kann diese {iberhaupt nicht mehr aufkonzentriert werden,
weil das EiweiB wegen der gebildeten Milchs3ure destabili-
siert wird. Das System besteht in diesem Falle aus allen
urspriinglich vorhandenen Inhaltsstoffen, wobel lediglich
der Milchzuckeranteil geringfligig vermindert wurde, dafiir
aber der Anteil SHure erhdht wurde. '

Im Falle der Verfahrenstechnik 2. wird Milchzucker durch

gezlelten Einsatz von Enzympriparaten in Monosaccharide
gespalten.

Ein bekanntes Verfahren besteht darin, da8 das Enzym der
Dispersion ohne Rilckgewinnung zugesetzt wird. Dies hat abar
den technologischen Nachteil, daB es tewer ist und z.B. bel
Lebensmitteln ain unerwiinschter Stoff eingebracht wird.

Ein zweites bhekanntaes Verfahren arbeitet mit geldsten
Enzymen in einer Membrankammer, die von einem Ultrafiltrat
der Dispersion durchstr®mt wird. Neben der aufwendigen
Membrantechnologie sind weltera Nachtelle darin zu sehen,
daf die Membranen durch 2Ablagerungen der Inhaltsstoffe der
Dispersion verstopfen und, da es nicht gelingt, unter steri-
len Bedingungen zu arbelten, die Membranfﬁllungen'verderben.
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Ein drittes bekanntes Verfahren arbaitet mit immobilisier-
ten Enzymen, die von elnem Substrat durchstrdmt werden,
Hierbel gelingt es nicht, genligend Aktivitit auf den Triger
zu fixieren. Auch weist die vorhandene Aktivitdt nur eine
begrenzte Lebensdauer auf, da keine Abriebfestigkeit be~
steht. Auch der Versuch, 2Abriebfestigkeit durch Einbattung
in das Innere porBiser, schwammartiger Glaskugeln oder gquell-
barer Gele zu erreichen, filhrt zu keinem befriedigenden
Erfolg, da hierbei die Gefahr der Selbsthemmung durch
mangelnden Abtransport der Abbauprodukte besteht.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die bekannten
Verfahren zu verbessern und ein Verfahren der eingangs
genannten Art zu schaffen, das keine Selbsthemmung und
~keina Abnutzungserscheinungen dar Enzympriparate bzw.
Mikroorganismenkulturen aufweist.

Erfindungsgemd8 wird dilese Aufgabe dadurch geldst, das

A) den niedermolekularen Stoff abbauende Mikro-
organismen in das wdssrige polydisperse System
eingemischt werden, da8 die wihrend der ¥arzioff-
wechselung des niedermolekularen Stoffes ge-
bildeten Substanzen abgetrennt und die in der
Restl8sung des polydispersen Systems verbleiben-
den Stoffe der Ausgangsldsung ganz oder tellweise
zugefiihrt werden odexr '

'B) den niedermclakularen Stoff abbauende Mikro-
oxganismen und/oder Enzympridparate und das
wissrige polydisperse System r8umlich getrennt
in Kontakt gebracht werden, da8 die wihrend der
Verstoffwechselung des niedermolekularsn Stoffes
ggbildeten Substanzen abgetrennt und die in der
Rastlﬁsung des polydispersen Systems verbleiben-
den Stoffe der Ausgangslisung ganz oder teilweise
zugefilhrt werden.
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Weitere Merkmale der Erfindung sind in den Unteranspriichen
gekennzeichnet,

Die mit der Exrfindung erzislbaren Vorteile bestehen darin,
dag keine Selbsthemmung und keine Abnutzungsvorginge bei

den Mikroorganismen bzw. den Enzympriparaten auftreten.

Da der vergorene Teil, z.B., das Lactat, beil einer Behand-
lung von Milch bzw. milchihnlichen Produkten laufend odexr
schrittwelse aus dem Rusgangssystem entfernt wird, kann

der pH-Wert der Milch auf den fir die Mikroorganismenkultur
bzw. Enzympriparate optimalen Bereich gshalten werden. Ferner
ist es mdglich, den Lactosegghalt des Ausgangsmediums bis

0 % abzusenken und dadurch ein filr lebensmittel~technologi-~
sche Zwecke v8llig neuartiges Ausgangsprodukt zu ezrhalten.
Auch ist es z.B. mdglich, das Stoffwechselprodukt Milchsiure
in reiner Form zu erhalten. Ein weiterer Vortell ist darin
zu sehen, daB8 eine vollkommene Trennung zwischen der zu be-
handelinden Dispersion und dem Enzympriparat bzw. den Mikro-
organismenkulturen erreicht werden kann. Durch Zugabe der
von den Abbauprodukten befreiten Dispersion zu der Ausgangs-
dispersion ist es mbglich, stats im optimalen pH- bzw. SH-
Bersich zu arbeiten. Auch ist es mdglich, ein Ronzentrations—
verfahren dem ProzeB belzuschalten, so daf der Milchzucker-~
gehalt im 2zu vergdrenden Ausgangsmedium sehr lange im origi-
niren Anteilsbereich belassen wird, was wiederum einen opti-
malen Vergdrungsablauf sicherstellt. Zudem ist es mBglich,
durch unterschiedlichen Druck in den Teilen, dile dis zu be-
handelnde Dispersion bzw. das Enzympriparat oder die Mikro-
organismenkultursn enthalten, das Verfahren zu steuern.

Auch ist kein grofer technologischer Aufwand nbtig, da z.B.
im Handel iibliche Rohre benutzt werden kBnnen, von denen
bekannt ist, das ihre Winde fir Molekiile bis zu einer be-
stimmten Grdse durchlissig sind, Ein weiterer Vortail ist
darin 2zu sehen, daB keine besonders pr3parierte Enzyme ver—
wendet werden miissen. '

Die Erfindung wird im folgenden anhand des Lactoseabbaus
an drel Beispielen erldutert.



Beispiel 1

Als zuckerhaltiges wissriges polydisperse System soll Milch
mit einem Fettgehalt von weniger als 0,1 & Fett dienen.

Der Ausgangsstoff wird auf Fermentatlonstemperatur, z.B.

44° C gebracht und als Fermentationsmittel z.B. eine Lang-
stidbchenkultur zugemischt. Der Feraentatlonsprozes liuft an,
Nach Erreichen eines flir den FermentationsprozeB geeigneten
pH~ bzw. SH-Wertes, z.B. 6,0 pd bzw. etwa 10 SH, wird das
polydisperse System einem Trennverfahren, z.B. einer Ultra-
filtration unterworfen. Es entstehen zwel Teilstrdme, nimlich
der Retentatstrom und der Permeatstrom. Das Retentat (eine
RestlSsung des widssrigen polydispersen Systams) wird sofort
wieder in die Girungsbeh#dlter zurlickgeleitet, das Permeat
(eine weitere Restlisung des wissrigen polydispersen Systems)
wird 2.B. einem Neutralisationsverfahren, z.B. einem Tonen-
austauschvarfahren, untorzogen und nach dar Neutralisstion
dexr Ausgangsmilch wieder zugefithrt, Der pH-Wert bzw., dezx
SH-Wert kann im Falle dieses Verfahrensablaufes konstant
gehalten werden, so daB der Fermentationsprozag optimal ab-
laufen kann, solange, bis der gewilnschte Teilentzuckerungs-—
grad bhzw., eine Vollentzuckerung des Ausgangsmedimms erraicht
ist.

Wird fir den Neutralisationsvorgang ein Ionenaustausch ver-
wendet, dann fdllt bel der Regeneratlion des Ionenaustauschars
- das Fermentatlonsprodukt an, das zur Konzentrationserh®hung
einsm geelignaten Verfanren, z.B. einer Eindampfung unterzogen
wizd,

Beispiel 2

- Molke mit einem Milehzuckargshalt von etwa 4,5 %, einem Salz-

gehalt von etwa 0,75 ¥ und einem ElweiSgehalt won etwa 0,6 %
wird in einem vollkontinuierlichen ProzasS entzuckert.



-7 -

Ein wdrmeisolierendes Doppelrohr, dessen inneres Rohr filr
Milchzucker in Ldsung in beiden Richtungen durchlissig ist,
wird im Innenrohr, das filr das Lactosa spaltende Enzym un-

durchldssig ist, mit diesem beschickt. Im AuBenrohr fliest
Molke.

Der enzymatische ProzeS8 wird dadurch in Gang gesetzt, das '
Lactose durch die Wand des Rohres in das Innenrohr eintritt

und das Disaccharid in die en¢sprechenden Monosaccharide
gespalten wirxd, l

An geelgneter Stelle wird Molke aus dem AuSenrohr entnommen
und der gespaltene Zucker durch z.B. Kristallisationsver-
fahren aus der Ldsung entfernt. Es verbleibt eine Eiweif-

Salzlosung, die Jje nach Verwendungszweck welterbehandelt
werden kann.

Ebenso ist es denkbar, daB die Entsalzung der Molke wihrend
des enzymatischen Prozessss oder davor durch z.B. ein Dialyse-
verfahren vorgenommen wird, die entsalzte aber noch Zucker
und EiweiBS enthaltende Ldsung dem enzymatischen Prozes zu-
gefihrt und dieser damit gesteuert wird.

Baisgpiel 3

Entzuckerung von Milch und Herstellung sines siiBsauren
Konzentrates.

Magermilch mit einem Milchzuckergehalt von etwa 4,8 %, einem
EiwveiBSgehalt von etwa 3,4 % und einem Salzgehalt von etwa
0,8 % wird in einem Girungsbehilter auf Reaktionstemperatur
gebracht. In den G3arungsbehilter wird ein filr Lactoseltisungen
und Milchs3ureldsungen durchlXfssiges Rohrmaterial eingebracht
in dem sich das Fermentationsmittel (Mikroorganismen und
Enzympxrdparat) befindet, Zwei Prozesse werden in Gang gesetzt
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1. Enzymatische Lactosespaltung,
2, Fermentation, Milchzuckerabbau zu MilchsHure.

Um einen mdglichst schnellen Farmentatlonsvorgang zu er-~

reichen, werden zum elnen dile Fermentationsmittel sowie

das polydisperse System in Bewegung gehalten, zum anderen
- wird nach einer Aniaufperiode die im Fermentationsstadium
sich befindende Magermilch in einem Teilstrom zum Entfernen
von Protein beispielsweise einer Ultrafiltratiop unterworfen.
Das Retentat (1. Restlsung des wissrigen polydisparsen
Systems) wird dem Abbauprozes wieder zugefithrt, das Permeat
wird einem weiteren Trennverfahren unterzogen, z.B. einem
Ionenaustausch. Dabeil wird das Anion Milchsiure abgetrennt.
Das von der Milchslure abgetrennte Permeat {weitere Rest~
13suny des wissrigen polydispersen Systems) wird sodann
als Neutralisationsmittel dem Fermentatlonsprozes wieder
zugefllhrt, Dieser Vorgang f£indet solange statt, bis der
Ausgangszuckeranteil in gewisse Anteile MilchsZuras und
Monosaccharide abgebaut ist. Die Anteile hingan vom Je-
wilicen Vervendungszweck ab. Nach AbschluB des enzymatischen
Abbaus liegen zwei Erzgugnisse vor:

1. Eine vollentzuckerta oder teilentzuckerte konzentrierta
EiveiBl¥sung, die zu weiteren Produkten verarbeitet

werden kann:

2, eine sliSsauras entsalzte, konzentriarbara wdssrige Ldsung.

i



! '« P 28 55 100.0-41 28 816 w/lit
t vom 20, Dezember 1978

Patentanspriiche

1. Verfahren zum teilweisen oder vollst@&ndigen enzymatischen
Abbau elnes nladermolekularen Stoffes, wie z.B. Lactose,
in einem wissrigen polydispersen System aus niedarmole-

. kularan und hochmolekularen Stoifen, wie z.B, Milch,
Sauermilch, saure Sahne, Buuce:milch, Holke, Permeat

u.dgl., oder Mischungen derselban, dadurch gakennzeichnet,
da3s

A) den nisdermolekularen Stoff abbauende Mikroorganizmen
in das wissrige polydlsperse System elngemischt warden,
dafl die wihrend der Verstoffwachsalung das niledermole~-
kularen Stoffes gebildeten Substanzen abgetrennt und
die in dexr Restldsung das polydispersen Systems ver—
bleibaenden Stoffe der Ausgangsldsung ganz oder teil-
weise zugeflhrt werden oder

B) den niedarmolekularen Stoff abbauende Mikroorganismen

v und/oder Enzympriparate und das widssrige polydisperse
System ridumlich gatrennt in Xontakt gabracht waxden,
da88 die wihrend der Verstoffwechsalung des niedermole-
kularen Stoffes geblildeten Substanzen abgetrsnnt und
die in der Restl8sung des polydispersen Systems ver-

. _ bleibenden Stoffe der Ausgangslidsung ganz oder teil-

welgse zugafilhrt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzaichnet, das das
wassxige polydispersa System und das Enzgmpraparat in ge-
elgneter Waise zueinander str&men.

fn o
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dag die gebildeten Substanzen kontinuierlich oder schritt-
welse aus dem polydispersen System entfernt werden.

4., Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die
Abtrennung der Substanzen nach Neutralisation oder Konzen-
trationsverdnderung erfolgt,

5. Verfahren nach einem der Anspriliche 1 bis 4, dadurch gzkenn-
zeichnet, da8 das wissrige polydisperse System in Abhingig-
keit vom Abbau das niedermolekularen Stoffes konzentriert
wird,
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