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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von fermentierten Milchprodukten, die
sich insbesondere als Babynahrung eignen.

[0002] Es ist bekannt, dass fermentierte Milchprodukte der Art von Joghurt fur die Erndhrung von S&uglingen
von grofdem Interesse sind. In der Tat weisen die Lactobakterien, die herkdmmlicherweise fur die Herstellung
dieser Produkte verwendet werden, eine relativ hohe B-Galactosidaseaktivitat auf, was die Verdaulichkeit von
Lactose und damit auch die Toleranz des Lebensmittels verbessert.

[0003] B-Galactosidase ist fiir die Hydrolyse von Lactose in Glucose und Galactose verantwortlich. Untersu-
chungen zur Aktivitat von B-Galactosidasepraparaten zeigten, dass dieses Enzym ab einer bestimmten Lacto-
sekonzentration parallel zur Lactosehydrolyse, die zur Bildung von Glucose und Galactose flihrt, auch eine
Transgalactosylierungsreaktion katalysiert, die zur Bildung einer Oligosaccharidfamilie (Di- bis Hexasacchari-
de) fuhrt, die Galactooligosaccharide genannt werden [vgl. zum Beispiel, SMART, Appl. Microbiol. Biotechnol.,
34, 495-501 (1991)].

[0004] Es wurde nun gezeigt, dass die Galactooligosaccharide einen Faktor darstellen, der das Wachstum
von Bifidobakterien stimuliert, und daher eine Anreicherung der Darmflora mit Bifidobakterien auf Kosten an-
derer Mikroorganismen, insbesondere pathogener Bakterien, ermdglichen [TANAKA et al., Bifidobacteria Mic-
roflora, Vol. 2 (1), 17-24, (1983)].

[0005] Es wurde vorgeschlagen, B-Galactosidasen unterschiedlichen Herkunft fiir die Erzeugung von Galac-
tooligosacchariden zu verwenden, zum Beispiel um Milchprodukte mit einem erhéhten Gehalt an Galactooli-
gosacchariden, zu erhalten.

[0006] Zu diesem Zweck wurden zwei Arten von Verfahren beschrieben:
1) Die erste Art behandelt ein lactosehaltiges Substrat, wie zum Beispiel Milch, mit gereinigten B-Galacto-
sidasepraparaten aus verschiedenen Mikroorganismen.

[0007] Aus dem Europaischen Patent Nr. 323 201 von YAKULT HONSHA KK ist zudem ein Verfahren be-
kannt, bei dem tierische Milch mit einem B-Galactosidasepraparat aus Streptococcus thermophilus oder Lac-
tobacillus bulgaricus behandelt wird, um wenigstens 15% der in der Milch enthaltenen Lactose in Galactooli-
gosaccharide umzuwandein.

[0008] Ferner wurde vorgeschlagen [Z. MOZAFFAR et al., Journal of Food Science, 50, S. 1602-1606,
(1985)] Galactooligosaccharide aus Milch zu erzeugen, indem man einen p-Galactosidaseextrakt aus Bacillus
circulans verwendet.

[0009] Diese Verfahren haben den Nachteil, dass eine Vorreinigung der p-Galactosidase benétigt wird, und
sie haben das Problem der Stabilisierung der Enzymaktivitat, das im Allgemeinen bei jedem gereinigten En-
zympraparat besteht.
2) Bei einer zweiten Verfahrensart wird vorgeschlagen, Bakterien, die eine 3-Galactosidaseaktivitat aufwei-
sen, ohne vorherige Extraktion des Enzyms zu verwenden. Jedoch besteht dabei das Problem, wie die
B-Galactosidase, die intrazytoplasmatisch vorliegt, fir das Substrat zuganglich gemacht werden soll.

[0010] Aus diesem Grund muss entweder ein Lyse der Bakterien oder wenigstens deren Permeabilisierung
erfolgen, zum Beispiel durch ein organisches Losungsmittel oder ein Tensid. Die Permeabilisierung, obgleich
weniger drastisch als die Lyse, ist allerdings nachteilig fur die Lebensfahigkeit der Bakterien und beeintrachtigt
auch die B-Galactosidaseaktivitat; daher wurde vorgeschlagen, die permeabilisierten Bakterien zu behandeln,
um deren Lebensfahigkeit zu verlangern und die p-Galactosidaseaktivitat zu schitzen.

[0011] Zu diesem Zweck wurde zum Beispiel die Behandlung mit Glycerol oder Sorbit empfohlen. Eine ande-
re Behandlungsart, die in der Japanischen Patentanmeldung Nr. 3 151 875 im Namen von YAKULT HONSHA
KK, veroffentlicht am 28. Juni 1991, beschrieben ist, verwendet ein Verfahren, bei dem die permeabilisierten
Bakterien zum Schutz des aktiven Zentrums der B-Galactosidase mit Galactooligosacchariden behandelt wer-
den. Dies erlaubt es, die Inaktivierung dieses Enzyms wahrend der Konservierung der Bakterien und bei der
Bildungsreaktion der p-Galactooligosaccharide zu verlangsamen.

[0012] Bei beiden Verfahrensarten bleibt die B-Galactosidaseaktivitat in dem verzehrfertigen Produkt nicht er-
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halten, selbst wenn eine p-Galactosidaseaktivitat nach der Transgalactosylierungsreaktion noch im Produkt
vorhanden ist. Tatsachlich halt weder das gereinigte Enzym, noch das Enzym, das in den permeabilisierten
Bakterien vorhanden ist, den verschiedenen Behandlungen, die zum Erhalt des Endproduktes fihren, stand.
Zudem halt die B-Galactosidaseaktivitat erst recht nicht der Wirkung der Verdauungssafte nach der Aufnahme
durch den Konsumenten stand.

[0013] Obwohl es insbesondere fiir die Ernahrung von Kindern und Sauglingen wiinschenswert ware, Milch-
produkte bereitzustellen, die zugleich mit B-Galactosidase und mit Galactooligosacchariden angereichert sind,
wurde bis jetzt nicht vorgeschlagen, ein und denselben Mikroorganismus zu verwenden, um dieses doppelte
Ziel zu erreichen.

[0014] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Milchprodukte herzustellen, die sowohl an p-Galacto-
sidase als auch an Galactooligosacchariden angereichert sind.

[0015] Bei dieser Herstellung wird ein Mikroorganismus verwendet, der eine 3-Galactosidaseaktivitat besitzt,
die in einem ersten Schritt unter Bedingungen, unter denen der Mikroorganismus intakt bleibt, fir die Herstel-
lung von Galactooligosacchariden verwendet wird, was es in einem zweiten Schritt erlaubt, die B-Galactosida-
seaktivitat zu schitzen, zunachst im Verlauf der verschiedenen Manipulationen, die zu einem verzehrfertigen
Nahrungsmittel fihren, und dann nach Aufnahme durch den Konsumenten, vor der Wirkung der Verdauungs-
safte bis zum Darmbereich.

[0016] Die Erfinder beschlossen, zur Lésung dieser Aufgabe das Bakterium Streptococcus thermophilus zu
verwenden.

[0017] Streptococcus thermophilus ist ein Gram-positives, fakultativ aerob-anaerobes Bakterium. Es bewirkt
eine homolaktische Fermentation.

[0018] Dieses Bakterium weist verschiedene Eigenschaften auf, die dessen direkte Einarbeitung in Produkte
erlauben, die in frischem Zustand aufbewahrt werden kénnen, ebenso wie in Produkte, die fir eine Vielzahl
von Behandlungen (zum Beispiel Dehydrierung) vorgesehen sind, und die insbesondere Sauglingen verab-
reicht werden kénnen.

Streptococcus thermophilus

— erzeugt insbesondere nur L(+)-Milchsaure, und dies nur in geringer Menge, im Gegensatz zu den Mikro-
organismen vom Typ Lactobacillus, die D(-)-Milchsaure produzieren, die von einem Saugling nicht verstoff-
wechselt werden kann;

— ist bei erhéhten Temperaturen sehr bestandig gegen Austrocknung, was zum Erhalt von Milchpulver sehr
praktisch ist;

— weist nur eine sehr geringe proteolytische Aktivitat auf, was wahrend der Lagerung des Endprodukts die
Gefahr der Bildung von Zusammensetzungen mit einem unangenehmen Geschmack verringert.

[0019] S. thermophilus hat unter normalen Kulturbedingungen eine intrazellulare 3-Galactosidase, was zu
den oben genannten Problemen bei der Substratzuganglichkeit fuhrt.

[0020] MOLOTOV et al. [Biotekhnologiya, 2, 33-37, (1991)] beschreiben im Gegensatz zu den Beobachtun-
gen der meisten Autoren unter bestimmten Kulturbedingungen die Existenz einer von diesen Bakterien sekre-
tierten B-Galactosidaseaktivitat. Diese Sekretion stellt jedoch nur ein marginales Phanomen dar, das in geal-
terten Kulturen oder in Kulturen beobachtet wurde, die in Gegenwart von Glucose anstatt von Lactose kultiviert
wurden.

[0021] Zur Verwendung von S. thermophilus fir die Herstellung von fermentierten Milchprodukten, die mit
B-Galactosidase und Galactooligosacchariden angereichert sind, muss man nun ein starkes Bakterienwachs-
tum erreichen, damit einerseits die Fermentation des Substrates ermdglicht wird und andererseits eine ausrei-
chende B-Galactosidaseaktivitatim Laufe der Fermentation sichergestellt ist, die eine anschlieRende Anreiche-
rung des fermentierten Galactooligosaccharidprodukts erméglicht. Die Bedingungen, unter denen MOLOTOV
et al. ihre Beobachtungen machten, sind fir ein gutes Bakterienwachstum und fiir den Erhalt einer erhohten
B-Galactosidaseaktivitat nicht sehr glinstig und zudem sind sie fir die Transgalactosylierungsreaktion, die den
Erhalt der Galactooligosaccharide erlaubt, ungtinstig.
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[0022] Die Erfinder haben nun jedoch entdeckt, dass es mdéglich ist, bestimmte S. thermophilus-Stamme auf
einem Lactose-enthaltenden Medium zu kultivieren, insbesondere einem Medium auf Basis eines Milchkon-
zentrats, so dass die Fermentation des Mediums von einer erhdhten Produktion von Galactooligosacchariden
begleitet wird, die 2 bis 6 % der eingangs im Kulturmedium vorhandenen Lactose darstellen, und die erhalten
wird, indem man die Zellen intakt halt.

[0023] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines fermentieren Produk-
tes, das mit Galactooligosacchariden angereichert ist. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass es ei-
nen Schritt umfasst, bei dem man einen S. thermophilus-Stamm in einem Medium kultiviert, dessen Trocken-
massekonzentration wenigstens 15 % (in Gewicht) betragt, und das neben den fir das Wachstum von S. ther-
mophilus notwendigen Nahrstoffen wenigstens 0,1 % (in Gewicht Trockenmasse) eines Hydrolysats von Milch-
proteinen mit einem Hydrolysegrad zwischen 15 und 50 % und wenigstens 20 % (in Gewicht Trockenmasse)
Lactose umfasst.

[0024] Die uUblichen Kulturbedingungen von S. thermophilus, und die Nahrstoffe, die fur sein Wachstum not-
wendig sind, sind dem Fachmann bekannt: es ist zum Beispiel (blich, dieses Bakterium in M,,-Medium oder
auf rekonstituierter entrahmter Milch mit 10 % Trockenmasse, die mit 0,1 % Hefeextrakt supplementiert ist, zu
kultivieren.

[0025] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens betragt die Trocken-
massekonzentration des Mediums zwischen 30 und 50 % und das Medium umfasst, in Gewicht Trockenmas-
se, zwischen 0,2 und 3 % eines Hydrolysats von Milchproteinen und zwischen 25 und 60 % Lactose.

[0026] Mit "Hydrolysat von Milchproteinen" ist ein Caseinhydrolysat, ein Hydrolysat des Ultrafiltrationsreten-
tats von Milch, oder ein Hydrolysat von vollstdndigen Milchproteinen gemeint. Wenn gewiinscht, kann auch
eine durch Ultrafiltration gereinigte Peptidfraktion eines der oben genannten Hydrolysate verwendet werden.
In diesem Fall wird eine Fraktion ausgewahlt, die Peptide mit einem mittleren Molekulargewicht unter 5000 Da,
vorzugsweise unter 2000 Da, umfasst.

[0027] Gemal einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung hat das Milchprote-
inhydrolysat einen Hydrolysegrad von 15 bis 50 %, bevorzugt tber 20 %.

[0028] Der Hydrolysegrad (DH) ist als Prozentsatz von Aminstickstoff im Verhaltnis zum Gesamtstickstoff de-
finiert.

[0029] Das Hydrolysat wird vorzugsweise durch enzymatische Hydrolyse des Milchproteinpraparats erhalten.
Viele Proteasen, zum Beispiel Trypsin (EC 3.4.21.4), Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) oder Proteasemischungen
aus beispielsweise Catalase, Pankreatin, usw., kbnnen zum Erhalt des Hydrolysats geeignet sein. Die Hydro-
lysebedingungen werden so gewahlt, dass der oben genannte Hydrolysegrad (DH) erreicht wird.

[0030] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kulturmedium, mit dem das erfindungsge-
male Verfahren durchgefiihrt werden kann.

[0031] Zur Durchfiihrung des erfindungsgemafen Verfahrens kann man von einer Lésung auf Milchbasis
ausgehen, der man neben den Bestandteilen, die die Durchfliihrung des erfindungsgemafien Verfahrens er-
mdglichen, Inhaltsstoffe zugibt, die fur die Realisierung des gewilinschten verzehrfertigen Nahrungsproduktes
notwendig sind. Wenn man zum Beispiel ein Milchnahrungsmittel fur Sduglinge erhalten mdchte, fiigt man Lac-
tose, Maltodextrine, Mineralstoffe, Vitamine und Fette hinzu, da diese Inhaltsstoffe die Rekonstitution der Zu-
sammensetzung der Muttermilch ermdglichen. Wenn gewinscht, werden Fette eingearbeitet und dann wird
mit einer Lé6sung so homogenisiert, dass eine stabile Emulsion erhalten wird.

[0032] Die Lésung wird dann in einem Trockenextraktbereich von 15 bis 50 %, bevorzugt 30 bis 45 % Tro-
ckenmasse konzentriert, bevor sie auf 35 bis 55 °C, bevorzugt auf 37 bis 45 °C, abgekihlt und mit einer Strep-
tococcus thermophilus-Kultur, die 107 bis 10° Bakterien/ml enthalt, angeimpft wird. Die optimale Kultivierungs-
temperatur liegt zwischen 40 und 45 °C.

[0033] Die Auswahl des S. thermophilus-Stamms, mit dem die besten Resultate erzielt werden koénnen, er-
folgt durch Vorselektion durch Kultivierung auf einem erfindungsgemafen Medium; wenn die 3-Galactisidase-
aktivitat, die in dem fertigen Produkt gewuinscht ist, héher als 0,15 U 3-Gal/ml, bevorzugt zwischen 0,2 und 0,4
U B-Gal/ml sein soll, wird ein Stamm ausgewahlt, dessen Aktivitat bei der Kultivierung in dem erfindungsge-
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mafen Medium nach 4,5-stiindiger Kultivierung hoher als 0,9 U p-Gal/g ist. Eine B-Galactosidaseeinheit ent-
spricht einem Mikromol hydrolysiertem ONPG pro Minute bei einem pH-Wert von 7,3 und bei 37 °C.

[0034] Beispiele fur im Handel erhéltliche S. thermophilus-Stdmme, die insbesondere zur Durchfihrung des
erfindungsgemafen Verfahrens geeignet sind, sind die Stdmme ST12 und ST13, vertrieben durch die Firma
BOLL (Le Moulin d'Aulnay; BP 64; Saint German les-Arpajon 91292 Arpajon Cedex Frankreich).

[0035] Andererseits wurden S. thermophilus-Stamme, die ebenso zur Durchfiihrung der vorliegenden Erfin-
dung geeignet sind, bei der CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microoganismes) die vom Institut Pas-
teur, 25 rue du Docteur Roux, in Paris unterhalten wird, hinterlegt. Der Stamm mit der Bezeichnung LFL-01
wurde am 25. August 1994 unter der Nummer |-1470 hinterlegt, und der Stamm mit der Bezeichnung
DN-001065 wurde am 23. August 1995 unter der Nummer [-1620 hinterlegt.

[0036] Beider Fermentation des Substrats durch S. thermophilus entwickelt sich die B-Galactosidaseaktivitat
im Verlauf der Durchfiihrung des erfindungsgemafen Verfahrens parallel zum Sauregehalt. Durch Messung
des pH-Wertes unter definierten Bedingungen von Kultur und Medienzusammensetzung kann verfolgt werden,
ob die gewtlinschte B-Galactosidaseaktivitat erhalten wurde. Das Produkt wird dann auf 10 bis 25 °C abgekuihlt,
um die Fermentation zu stoppen.

[0037] Ferner kann das Fermentationsmedium mit Bifidobakterien, wie zum Beispiel Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum inokuliert werden.

[0038] Diese Bakterien kdnnen zu Beginn der Fermentation mit Streptococcus thermophilus hinzugefligt wer-
den, oder auch in deren Verlauf oder danach.
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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts Internationales Aktenzeichen
F191/110APCT

ANGABEN ZU EINEM HINTERLEGTEN MIKROORGANISMUS
ODER ANDEREM BIOLOGISCHEN MATERIAL

(Regel 13bis PCT)

A. Die nachstehenden Angaben betreffen den hinterlegten Mikroorganismus . , das in der Beschreibung
genannt ist auf Seite 8 Zeile 18
B. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG Weitere Hinterlegungen sind auf einem g
zusdtzlichen Blatt gekennzeichnet

Name der Hinterlegungsstelle
CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes)

Anschrift der Hinterlegungsstélle (einschlieflich Postleitzahl und Land)
INSTITUT PASTEUR

25 rue du Docteur Roux, 75015 PARIS

FRANKREICH

Datum der Hinterlegung Eingangsnummer

25. August 1994 (25.08.1994) 1-1470

C. WEITERE ANGABEN (falls nicht zutreffend, bitte frei lassen) Die Angaben werden auf einem @
gesonderten Blatt fortgesetzt

Bis zu dem Tag, an dem der Hinweis auf die Erteilung des europaischen Patentes bekannt gemacht wird oder
bis zu dem Tag an dem die Anmeldung zurGckgewiesen oder zuriickgenommen worden ist oder als
zuriickgenommen gilt, soll der Zugang zu dem Mikroorganismus nur durch Herausgabe einer Probe an einen
vom Antragsteller benannten Sachverstandigen hergestellt werden.

D. BESTIMMUNGSSTAATEN, FUR DIE ANGABEN GEMACHT WERDEN
(falls die Angaben nicht fiir alle Bestimmungsstaaten gelten)

E. NACHREICHUNG VON ANGABEN (falls nicht zutreffend, bitte freilassen)

Die nachstehenden Angaben werden spiter beim Intemationalen Biiro eingereicht (bitte Art der Angaben nennen, z.B.
. Eingangsnummer der Hinterlegung”)

Vom Anmeldeamt auszufiillen Vom Internationalen Biro auszufiillen  se——memam
Dieses Blatt ist eingegangen mit der internationalen D Dieses Blatt ist beim Internationalen Biiro
Anmeldung 28. August 1995 eingegangen am:
Bevollmichtigter Bediensteter Bevollméchtigter Bediensteter
N.SAADA

Formblatt PCT/RO/134 (Juli 1992)
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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts Internationales Aktenzeichen

F191/110APCT

ANGABEN ZU EINEM HINTERLEGTEN MIKROORGANISMUS
ODER ANDEREM BIOLOGISCHEN MATERIAL

(Regel 13bis PCT)

A. Die nachstehenden Angaben betreffen den hinterlegten Mikroorganismus ’ , das in der Beschreibung
genannt ist auf Seite 8 Zeile 19
B. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG . Weitere Hinterlegungen sind auf einem E
zusitzlichen Blatt gekennzeichnet

Name der Hinterlegungsstelle
CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes)

Anschrift der Hinterlegungsstelle (einschiieflich Postleitzahl und Land)
INSTITUT PASTEUR

25 rue du Docteur Roux, 75015 PARIS

FRANKREICH

Datum der Hinterlegung Eingangsnummer

23. August 1995 (25.08.1994) 1-1620

C. WEITERE ANGABEN (falls nicht zutreffend, bitte frei lassen) Die Angaben werden auf einem IZ
gesonderten Blatt fortgesetzt

Bis zu dem Tag, an dem der Hinweis auf die Erteilung des europaischen Patentes bekannt gemacht wird oder
bis zu dem Tag an dem die Anmeldung zurlickgewiesen oder zurlickgenommen worden ist oder als
zurtickgenommen gilt, soll der Zugang zu dem Mikroorganismus nur durch Herausgabe einer Probe an einen
vom Antragsteller benannten Sachverstandigen hergestellt werden,

D. BESTIMMUNGSSTAATEN, FUR DIE ANGABEN GEMACHT WERDEN
(falls die Angaben nicht fiir alle Bestimmungsstaaten gelten)

E. NACHREICHUNG VON ANGABEN (falls nicht zutreffend, bitte freilassen)

Die nachstehenden Angaben werden spiter beim Internationalen Biiro eingereicht (bitte Art der Angaben nennen, z.B.
. Eingangsnummer der Hinterlegung”)

Vom Anmeldeamt auszufilllen Vom Internationalen Biro auszufiillen sy
I:] Dieses Blatt ist eingegangen mit der internationalen D Dieses Blatt ist beim Internationalen Biiro
Anmeldung 28. August 1995 cingegangen am:
Bevollmichtigter Bediensteter Bevollmichtigter Bediensteter
N.SAADA

Formblatt PCT/RO/134¢ (Juli 1992)

[0039] Das fermentierte Produkt kann dann unterschiedlichen Behandlungen unterzogen werden, deren Art
von dem gewiinschten verzehrfertigen Produkt abhangt. Es kdnnen zum Beispiel Texturierungsmittel, Ge-
schmacksstoffe, Vitamin- oder Mineralstoffzusatze, Fette usw. hinzugefligt werden, wenn diese nicht schon vor

der Fermentation zugefligt wurden.

[0040] Wenn ein dehydratisiertes Produkt gewtlinscht ist, wird nun eine Trocknung durchgefiihrt. Die Trock-
nung kann mit jedem Ublichen Verfahren durchgefiihrt werden, zum Beispiel durch Zerstduben oder Lyophili-

sierung.

[0041] Beider Trocknung durch Zerstauben, und obwohl die B-Galactosidase von S. thermophilus besonders
bestandig ist, wird eine Austrittslufttemperatur unter 90 °C bevorzugt, wenn man die maximale B-Galactosida-

seaktivitat erhalten mochte.
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[0042] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner die Herstellung eines an Galactooligosacchariden
und/oder B-Galactosidase angereicherten Milchnahrungmittels, das dadurch gekennzeichnet ist, dass es die
Durchfuhrung des erfindungsgemafien Herstellungsverfahrens eines fermentierten Produktes umfasst.

[0043] In diesem Rahmen umfasst die vorliegende Erfindung insbesondere Herstellungsverfahren fir:
— frische Milchnahrungsprodukte;
— dehydratisierte Milchprodukte;
— Milchprodukte, die durch das Zugabe von Wasser zu den erfindungsgemafien dehydratisierten Milchnah-
rungsmitteln rekonstituiert werden.

[0044] Gemal einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung wird das Verfahren zur Herstellung eines
dehydratisierten Milchnahrungsmittels durchgefiihrt, das eine p-Galactosidaseaktivitat zwischen 0,5 und 5 U
B-Gal, bevorzugt zwischen 1,5 und 3 U p-Gal, pro Gramm Trockenmasse besitzt und zwischen 0,5 und 5 g,
bevorzugt zwischen 0,8 und 2,5 g, Galactooligosaccharide pro 100 g Trockenmasse umfasst.

[0045] Das dehydratisierte Milchnahrungsmittel umfasst bevorzugt ferner ein Lyophilisat von Bifidobakterien.
Vorteilhafterweise sind diese Bifidobakterien ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Bifidobacterium
bréve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum.

[0046] Die Milchprodukte, die durch das erfindungsgemalfe Verfahren erhalten werden, sind besser vertrag-
lich als die bekannten Milchprodukte, insbesondere von Subjekten mit einem B-Galactosidase-Mangel, da sie
B-Galactosidase von lebenden Milchsaurebakterien enthalten, was eine bessere Verdaubarkeit der enthalte-
nen Lactose sicher stellt; zudem begulnstigen Milchprodukte, die reich ein Galactooligosacchariden sind, die
Entwicklung von Bifidobakterien der Darmflora in situ. Sie sind besonders fur die Babynahrung geeignet.

[0047] Die folgende Beschreibung bezieht sich auf Ausfiihrungsbeispiele des erfindungsgemafRen Verfah-
rens, insbesondere zur Herstellung von Produkten fur Babynahrung.

BEISPIEL 1: HERSTELLUNG EINES FERMENTATIONSMEDIUMS ZUR DURCHFUHRUNG DES ERFIN-
DUNGSGEMASSEN VERFAHRENS

[0048] Zu einer auf 75 °C erwarmten entrahmten Kuhmilch werden pflanzliches Fett und Lecitin gegeben. Ho-
mogenisierung erfolgt in zwei Schritten bei der gleichen Temperatur, die erste mit 200 kg/cm?, die zweite mit
50 kg/lcm?.

[0049] Es wird ein dritter Teil zugegeben, der aus einer Vitamine enthaltenden Losung besteht.
[0050] Die fertige Mischung wird bei 115 °C pasteurisiert und dann durch Eindampfen auf 43 % Trockenmas-

se konzentriert. Das Konzentrat weist die folgende Zusammensetzung auf (Tabelle 1), ausgedrickt in Gramm
pro 100 Gramm Trockenmasse.

Tabelle 1
Pflanzliches Fett 24¢
Davon Lecitin 0,25¢g
Milchproteine (davon 80 % Caseine und 20 % Serumproteine) 12,85¢g
Lactose 40 g
Maltodextrine 204 g
Mineralsalze 268
Vitamine 0,15g

BEISPIEL 2: WAHL EINES S. THERMOPHILUS-STAMMES
[0051] Es wurden unterschiedliche S. thermophilus-Stamme getestet.

[0052] Die Stamme werden zuerst mit steriler entrahmter Milch, die mit Hefeextrakt angereichert (1 g/l) ist,
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kultiviert, bis eine Kultur erhalten wird, die etwa 10® Keime/ml umfasst.

[0053] Ein Milchkonzentrat fur Kleinkinder, hergestellt wie in Beispiel 1, wird mit dieser Kultur zu 5% V/V
beimpft und dann bei 44 °C inkubiert.

[0054] Der Sauregehalt wird bestimmt und die Fermentation wird bei etwa 110 °D gestoppt oder, wenn der
Sauregehalt von 110 °D nicht erreicht wird, nach 6-stindiger Fermentation. Danach wird die f-Galactosidase-
aktivitat gemessen.

[0055] Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 2 dargestellt: Der Sauregehalt wird in Grad Dornic
(°D) ausgedrickt: Ein Grad Dornic entspricht 1 mg Milchsaure/10 ml Milch; die B-Galactosidaseaktivitat wird in
U B-Gal/g Konzentrat ausgedrickt.

Tabelle 2
Sauregehalt (°D) 3-Gal
Stamm 2 Std. 3,5 Std. 4,5 Std. 6 Std. Fermentationsende

STBO1* 60 95 115 - 0,53
STBOS* 58 96 115 - 0,52
TH3* 59 93 110 - 0,42
ST9* 43 50 58 63 nicht geronnen
DPch 61 100 115 - 0,93
ST37* 47 60 86 114 0,55
LFL-01 61 96 112 - 1
DN-001065 43 53 63 92 1,30

*: Im Handel von der Firma BOLL erhéltliche Stamme

[0056] Die Stamme ST12 und ST 13 (BOLL) wurden unter denselben Bedingungen getestet und erlaubten
es, nach 4,5 Stunden Inkubation jeweils 0,97 und 0,94 U 3-Gal/g Konzentrat zu erzielen.

[0057] Die Stamme DPch, LFL-01, DN-001065, ebenso wie die Stdmme ST12 und ST 13, besalRen eine Ak-
tivitat, die die Durchfiihrung des erfindungsgemafen Verfahrens zuliel3.

BEISPIEL 3: EINFLUSS DER ART DES PROTEINHYDROLYSATS AUF DIE B-GALACTOSIDASEAKTIVITAT
[0058] Zur Untersuchung des Einflusses der Art des Proteinhydrolysats und des Hydrolysegrades auf die
B-Galactosidaseaktivitat werden aliquote Fraktionen eines wie in Beispiel 1 erhaltenen und auf 40 konzentrier-
ten Ausgangsmediums mit unterschiedlichen Hydrolysaten mit gleichem Proteinanteil versetzt (entsprechend
1,1 g Protein/l konzentrierte Losung).

[0059] Die Konzentrate werden zu 5 % (V/V) mit einer Streptococcus thermophilus-Kultur (Stamm LFL-01) in
mit Hefeextrakt angereicherter Milch inokuliert.

[0060] Die Inkubationstemperatur liegt bei 44 °C.

[0061] Der Sauregehalt und die B-Galactosidaseaktivitat werden nach 4-stiindiger Inkubation bestimmt. Die
Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 3 wiedergegeben.
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Tabelle 3
Art des Hydrolysats Séuregehalt BGal
Keines 84 °D 0,11U B-Gal/g
Casein 121 °D 0,95U B-Gal/g
Milchserumproteine 113°D 0,45U B-Gal/g
Soja 115°D 0,58U B-Gal/g
Putenfleisch 111 °D 0,36U B-Gal/g
Lactalbumin 118 °D 0,71U B-Gal/g

BEISPIEL 4: EINFLUSS DER ART DES HYDROLYSATS (CASEIN, MILCH ODER MILCHRETENTAT), DAS
EINEM MILCHKONZENTRAT FUR KLEINKINDER HINZUGEGEBEN WIRD, AUF DIE B-GALACTOSIDASE-
AKTIVITAT

[0062] Die Kulturen von S. thermophilus (Stamm LFL-01) und die Bestimmungen werden wie in Beispiel 3
beschrieben durchgefiihrt.

[0063] Fur jedes Hydrolysat werden drei Dosierungen getestet: 0,9 g, 1,5 g, und 3,6 g Hydrolysat pro kg Kon-
zentrat mit 40 %.

[0064] Die Ergebnisse sind untenstehend in Tabelle 4 dargestellt:

Tabelle 4
3 Stunden 4 Stunden
Art des Hydrolysats Dosis Sauregehalt B-Gal-Aktivitait | Sduregehalt | B-Gal-Aktivitit
Casein 0,9 77 0,62 102 1,15
1,5 79 0, 67 104 1,09
3,6 82 0,67 103 1,24
Milchretentat 0,9 80 0,63 107 0,95
1,5 85 0,56 110 1,15
3,6 93 0,57 112 1,31
Milch 0,9 88 0,59 107 0,93
1,5 92 0,67 114 0,98
3,6 95 0,71 114 1,06

[0065] Die Ergebnisse sind einander sehr ahnlich, jedoch kann durch das Caseinhydrolysat bei geringstem
Proteinzusatz und minimalem Sauregehalt die héchste B-Galactosidaseaktivitat erhalten werden.

BEISPIEL 5: EINFLUSS DES HYDROLYSEGRADS EINES CASEINHYDROLYSATS AUF DIE B-GALACTO-
SIDASEAKTIVITAT

[0066] Die Kultivierung von S. thermophilus (Stamm LFL-01) und die bestimmungen erfolgen wie in Beispiel
3 beschrieben.

[0067] Ein Kaliumcaseinat wird in Wasser zu 100 g/l gel6st, bei 92 °C pasteurisiert und auf 50 °C abgekuhlt.
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[0068] Die Lésung wird in einen Fermenter Gberfihrt, der mit einer Steuerung fir pH und Temperatur ausge-
stattet ist. Der L6sung wird dann 1 g/l Pankreatin 3NF (Laboratoire Industriel de Biologie, Soisy-sous-Montmo-
rency, Frankreich) zugegeben. Die Temperatur wird auf 50 °C reguliert und der pH-Wert in der Warme auf 7,3
eingestellt.

[0069] Es werden regelmalig Proben entnommen, 20 min bei 85 °C gehalten, um das Enzym zu zerstdren,
und dann auf 5 °C abgekuhlt.

[0070] In den Proben wird dann Gesamtstickstoff und Aminstickstoff bestimmt. Das relative prozentuale Ver-
haltnis von Aminstickstoff/Gesamtstickstoff ergibt den Hydrolysegrad des Proteins.

[0071] Zur Untersuchung des Einflusses des Hydrolysegrads werden aliquote Fraktionen des Konzentrats
der Milchformulierung fiir Kleinkinder aus Tabelle 1 mit einer identischen Menge (Gesamtstickstoff) unter-
schiedlicher Hoydrolyseproben versetzt, die den steigenden Hydrolysegraden entsprechen.

[0072] Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 5 dargestellt:
Die gewlnschte B-Galactosidaseaktivitat (>0,90 U/B-Gal/g) wird fir Caseinhydrolysate erhalten, deren Hydro-
lysegrad Gber 22 % liegt.

Tabelle 5
Hydrolysegrad NH2/NT 3 Stunden Fermentation 4 Stunden Fermentation
Sduregehalt 3-Gal. Sauregehalt B-Gal.
in °D U B-Gal/g in °D U B-Gal/g

9% 55 0,16 71 0,24
17,6 % 82 0,60 107 0,70
22,1 % 85 0,70 109 0,96
25 % 85 0,77 110 0,97
29,3 % 88 0,86 110 1,10
32,3% 88 0,86 110 1,10
34,9 % 94 0,83 108 1,03

BEISPIEL 6: ENTWICKLUNG DER B-GALACTOSIDASEPRODUKTION UND VON GALACTOOLIOGOSAC-
CHARIDEN IM VERLAUF DER FERMENTATION EINES MILCHKONZENTRATS FUR KLEINKINDER

[0073] En Milchkonzentrat wird wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt und zu 5 % V/V mit S. thermophilus
(Stamm LFL-01) angeimpft und dann bei 44 °C inkubiert.

[0074] Die B-Galactosidaseaktivitat (U B-Gal/g Konzentrat), die Bildung von Galactooligosacchariden (g pro
100 g Konzentrat), und der Sauregehalt (°D) werden als Funktion der Zeit (in Stunden) gemessen.

[0075] Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 6 dargestellt:
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Tabelle 6

Dauer Séuregehalt Oligosaccharide 3-Gal
0 38

1 42 0,03 . 0,06
2 50 0,07 0,20
3 77 0,30 0,62
4 103 0,40 1,15
4,5 107 0,42 1,16

[0076] Alle diese Werte entwickelten sich parallel und erreichten nach einer Fermentation von 4,5 Stunden
ein Plateau.

[0077] Die konzentrierte Losung wurde durch Zerstauben getrocknet und so rekonstituiert, dass ein Produkt
mit 14 % Trockenmasse erhalten wurde.

[0078] Die Werte fiir die B-Galactosidaseaktivitat und die Galactooligosaccharidkonzentration im Konzentrat,
im Pulver und im rekonstituierten Produkt sind in der nachfolgenden Tabelle 7 dargestellt: die B-Galactosida-
seaktivitat wird fir das Konzentrat und das Pulver in U B-Gal/g ausgedriickt, und fir das rekonstituierte Produkt
wird sie in U B-Gal/ml ausgedriickt; die Galactooligosaccharidkonzentration wird fiir das Konzentrat und das
Pulver in g/100 g ausgedriickt und flr das rekonstituierte Produkt in g/l.

Tabelle 7
Konzentrat Pulver Rekonstituiertes
Produkt
B3-Gal 1,16 ' 2,40 0,33U
Oligosaccharide 0,42 g/100g 0,90 g/100g 1,26 g/l

BEISPIEL 7: HERSTELLUNG VON VERZEHRFERTIGEN PRODUKTEN

[0079] Eine wie in Beispiel 1 hergestellte konzentrierte Losung wird zu 5 Volumen-% mit einer Kultur mit etwa
108 Keimen/ml Streptococcus thermophilus LFL-01 angeimpft.

[0080] Die konzentrierte Losung wird 5,5 Stunden bei 44 °C fermentiert, bis zu einer Sdurekonzentration von
106 °D und einer p-Galactosidaseaktivitat von 1 U 3-gal/g Konzentrat.

[0081] Danach wird die fermentierte konzentrierte Losung wieder auf 20 °C abgekuhlt.

[0082] Das Praparat wird dann bei einer Eintrittstemperatur von 165 °C und einer Austrittstemperatur unter
90 °C durch Zerstauben getrocknet. Es wird ein Pulver erhalten, das eine -Galactosidaseaktivitat von 2,4 U/g
Pulver und einen Restwassergehalt von etwa 2 bis 3 % hat und das 13 Monate bei 20 °C aufbewahrt werden
kann, wobei es hochstens 10 bis 15 % des 3-Galactosidasegehalts verliert. Mit diesem Pulver kann bei einem
Verhaltnis von 140 g Pulver auf etwa 900 ml Wasser eine gesduerte Milch rekonstituiert werden, die insbeson-
dere fur Sauglinge geeignet ist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines an Galactooligosacchariden und B-Galactosidase angereicherten fer-
mentierten Produkts, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, dass es einen Schritt umfasst, bei
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dem man einen Streptococcus thermophilus-Stamm in einem Medium kultiviert, dessen Trockenmassekon-
zentration wenigstens 15 % (in Gewicht) betragt, und das neben den fiir das Wachstum dieses Bakteriums not-
wendigen Nahrstoffen wenigstens 0,1 % (in Gewicht Trockenmasse) eines Hydrolysats von Milchproteinen mit
einem Hydrolysegrad zwischen 15 und 50 % und wenigstens 20 % (in Gewicht Trockenmasse) Lactose um-
fasst.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Trockenmassekonzentration des Medi-
ums zwischen 30 und 50 % (in Gewicht) liegt, und dadurch, dass das Medium zwischen 0,2 und 3 % (in Ge-
wicht Trockenmasse) Hydrolysat von Milchproteinen und zwischen 25 und 60 % (in Gewicht Trockenmasse)
Lactose umfasst.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Hydrolysat von Milchproteinen einen
Hydrolysegrad Uber 20 % hat.

4. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Medium mit ei-
nem S. thermophilus-Stamm beimpft wird, der nach 4,5 h Kultivierung auf einem Medium gemaR Anspruch 3
in Kultur eine Aktivitat tber 0,9 U B-Gal/g zeigt.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der S. thermophilus-Stamm ausgewahilt ist
aus der Gruppe bestehend aus:
— Stamm LFL-01, hinterlegt am 25. August 1994 bei der CNCM unter der Nummer [-1470;
— Stamm DN-001065, hinterlegt am 23. August 1995 bei der CNCM unter der Nummer |-1620.

6. Verfahren nach irgendeinem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Medium ferner
mit Bifidobakterien inokuliert wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Bifidobakterien ausgewahlt sind aus der
Gruppe bestehend aus Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum und Bifidobac-
terium bifidum.

8. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass man das fermentier-
te Produkt nach Beendigung der Fermentation trocknet.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Trocknung durch Zerstauben erfolgt.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Temperatur der Austrittsluft bei der
Trocknung durch Zerstduben unter 90 C liegt.

11. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Trocknung durch Lyophilisation erfolgt.
12. Kulturmedium gemaR irgendeinem der Anspriiche 1 bis 3.

13. Verfahren zur Herstellung eines an Galactooligosacchariden angereicherten fermentierten Nahrungs-
mittels, dadurch gekennzeichnet, dass es die Durchfiihrung eines Verfahrens nach irgendeinem der Anspri-
che 1 bis 11 umfasst.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass es zur Herstellung eines frischen Milch-
nahrungsmittels durchgefuhrt wird.

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es zur Herstellung eines dehydratisierten
Milchnahrungsmittels durchgefiihrt wird, das eine B-Galactosidase-Aktivitat zwischen 0,5 und 5 U 3-gal pro
Gramm Trockenmasse besitzt und zwischen 0,5 und 5 g Galactooligosaccharide pro 100 g Trockenmasse um-
fasst.

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass es zur Herstellung eines dehydratisierten
Milchnahrungsmittels durchgefiihrt wird, das eine B-Galactosidase-Aktivitat zwischen 1,5 und 3 U 3-gal pro
Gramm Trockenmasse besitzt und zwischen 0,8 und 2,5 g Galactooligosaccharide pro 100 g Trockenmasse
umfasst.

17. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass das dehydra-
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tisierte Milchnahrungsmittel ferner ein Lyophilisat von Bifidobakterien umfasst.
18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Bifidobakterien ausgewahlt sind aus

der Gruppe bestehend aus Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum und Bifi-
dobacterium bifidum.

19. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das fermentierte
Lebensmittel als Babynahrung vorgesehen ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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