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Continuacién Inventores

- Nombre
Direccion
Nacionalidad

- Nombre
Direccién
Nacionalidad

- Nombre

Nacionalidad
- Nombre

Nacionalidad

- Nombre

Nacionalidad

- Nombre

Nacionalidad
- Nombre

Nacionalidad

: David W. Mehnert
: 633 Edelweiss. Drive//

Antioch, lilinois 80002
Estados Unidos de América

: Estadounidense

: Rudolf J. Fritsch
: 534 Stafford Place, N° 8BW

Chicago, lilinois 60657
Estados Unidos de América

: Estadounidense

: Woifram Steffan
: Putzbrunner Str. 14

Ottobrun D-85521
Alemania

: Alemana

: Peter Habermeier/

Eichenstr 4
Scheyermn D-85288
Alemania

: Alemana
: Allan G.W. Bradbury /
AM Stognfeld 5

Rohrmoos D-85244
Alemania

: Alemana

: Alan Wolfschoon-Pombo _

Fliederstr. 20
Freising D-85354
Alemania

: Alamana

: Mehran Rose
Hagebuttenweg 2 /

Hohenbrunn 85662
Alemania

: Alemana
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Q) ANEXOS

[X] Comprobante de pago de la tasa de presentacin de Ia sohcifud.

D Documanto que acrediia la exisiencia y representacion legal cuando el solicitanie sea persons juridica,

] Poderes, si fuera et caso.

2] Documenta de casidn del inventor ai solicitante 0 a su causante,

] Declaraciones

m Copia de la solicitud intenacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

[5] Traduccitn de Ia solicitud internacional al casialieno. (Resuman, descipcidn, revindicaciones.dibujos)

X Copladel examen prefiminarintemacionsl efactuada por la Autoriiad iniemacional de Examen Prediminar (IPEA).
Traduccidn det examen prellminar internacional efectuado por la IPEA.

] De ser oi caso, copia del conirato de acceso.

Da ser al caso, documento que acredite la icandia 0 autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las comuni-

dades Indigenss.
[] De serel caso, certificado de depdsito del materel biokigico

{7] Atefinal 12012

] e seretcaso, informacian sobre oiras soicudes de petenis o tiulos oblenidos en el xtranjero por & missmo bitular o su
causanta, releclonadas parcial o totalmenie con lainvencidn de esta sofidtud,

[X] Deser el caso, modiicaciones efeciuadas a l solicitud internacional. CAMBI0 NOMBRE TITULAR,
Otros PUBLICACION INTERNACIONAL ¥ BUSQUERA INTERNACIONAL

'_@ FIGURA GARACTERISTICA:

r ™

\_ ' y.

@ Solicilo |a concesion de la paiente,
NOMBRE: JERM

FIRMA; : _é_ﬂf\b e

CC. 75257 TP 104167

Instrucciones para la presenlacién de los anexos, ver reverso de esta pagina.

2020-F08 (02-04-01)
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Internationa] Application No.

REQUEST
International Filing Date

The undersigned requests that the present
international application be processed
according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and "PCT International Application”

Applicant's or agent's file refenmnce
{if desired) (12 characiers maxinium)

87088/1410

Box Ne. 1 TITLE OF INVENTION
PROCESS FOR MANUFACTURING CHEESES AND OTHER DAIRY PRODUCTS AND PRODUCTS THEREOF

Box No.IlT  APPLICANT D This person is also inventor
ame and wddress; (Pemily name fallowad by given name; fur « lagel ensity, full officia! designasion. Telephone No.
naldrass wusst include postel code and name of coustry, The country af the sddraw indicmted In thix
iz the applicant’s State (that is, counyy) of residemes if ne Stute of raddence ix indicatad baowm )
Facsimile No.
KRAFT FOODS HOLDINGS, INC. - .
Thres Lakes Drive Teleprinter No.
Northfield, lilinois 60083
United States of America
Applicant's registration No. with the Office
State fthat ix, country) of nationality: State (that is, country) of residence:
United States of America United States of America

This person is applicant ull designated all desi States except the United States the States indicated i
{far :hc pujp;:e:pgf:l D States the Uniled States of Amenca D of Amemriu anly the Supplemental Bumx

Box Nuo. III FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

ame and addresy; (Family nams folipwad by given name; for a lagal ontlyy, full official duignation This person is:
¢ gddraxs mpust include postal cods and name of country, Thr country of the addras indicased in this .
ir the applicant’s Scare (char bs, counsry] af residewce {f ne Soute of redduee ix indicuted betew) IE applicant enly

KRAFT FOODS R & D, INC. (] epplicant and invenor
Unterblberger Str. 16 .
Munchen 81705 [] iaventor onty a7 this check-bax
Germany is marked, do not il in below,)

Applicants registration No. with the Office
State (that is, country) of nationality: State (that Ls, country) of residence;
Germany Germany
This persan is applicant all designated lﬂdq‘ﬁulsuteueept the United States the States indicated i
pmpnulpgf: Dsmu lheUm Shlﬂol'AmmnDof nen 3 oD

Jfor the
Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet.
BoxNo.IV  AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person identified below is hereby/has been appointed to act ou behalf - .
of the epplicant(s) before the competent International Authorities as: sgent [ ] common represensative

Name and address: (Family name follownd by givan nams: fur 8 lsgal sntily, full qfficial devignation Telephone No,

Ameyica only the Supplemental Box

The addraas must inciuds pestel eode and name of cpunsry.) (312) 577-7000
ST v s
120 South LaSaile Strest, Sulte 1800 (312) 877-7007
Chicago, {ilinols 60803 Teleprinter No.

Un States of America

Apgenl's registration No. with the Olfice
25,747

Address for correspondence: Mark this check-box where { or common representative is’has been appointed end
L] e aiove i vac Sattea 1 A imate = sooean] s U0, Pl o comumon represeaiative 1 ed end the

FMM%{?;LMM)MMI.WNHMU See Notes 10 the request form




SheetNo. .. .2...

)

Continuation of Box No. Il FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTEER; INVENTOR(S)

Uf none of the following sub-boxes is used, this sheet should not to be included in the request.

ame and address:(Femily name followed by given name: for a legal entity, full official deslgnation.
The address musxt include pestal code and name of country. The counsry of the address budicused in thia
s the spplicant’s Seate (that Is, country) of rasidence if no Stare of resldenes b indicared bulow,)

KOKA, Rathna

1870 West Palm Drive, #380
Mt. Prospect, lllinois 80058
United States of America

This person is:
D applicant only

|Z] applicant and inventor

D inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’s registration No, with the Office

State (that is, coumntry) of nationality:

State {that (s, country) of residence:

MEHNERT, David W,
633 Edelwelss Drive
Antioch, Hiinols 80002
Unlted States of America

Indian United Sixtes of America
This person is icant all designated llldﬂiﬁ:dSmmept the United States the States indicated i
furlhepm-pc:s;p:fl D States D the Uni Slatelut'Anenu of America only the Supplemental
ame and address:(Family sawe foBowad by given name; for a lagal auity, /ill afficial deignaten. This person is:
The addrens musst inchude pantel code and name of country. The country of the addran indicated in thix
in the applicant’s State (s i, country) of resideves |f no Sinty of rexldswes ls indicased balow,) D . aaly

applicant and inventor

D inventor aaly (If this check-box
is marked, do not fill in balow.)

Applicant's registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:
United States of America

State (that {5, country) of residence:
Unlted States of America

This person is applicant all designnted i d:qﬁted States except the United States the States indicated i
for the pmpuup&': D States gl D the United States of Amezica of Ammcriu only the Supplemental >
ame and address: (Family seme followed by given name; fur s legal entity, full afficial dmignadon. This person is:
The sdidrexs must include postal code and neme of country. The cmuntry of the addres indigated in shiy
ix the applicant’s S (et bx, ‘residance |f ne Svary of renidence is inbicated
-4 s couniry) of - of er ir balow) D cant anly
FRITSCH, Rudolf J. . .
534 Stafid Place. No. 8W PX] epplicant sad inveator
cago, Illinois 6085 . .
: inventar this check-box
United Stats of America {s marked, ok Al in below,) *
Applicant’s registration No. with the Office

[ State (that is, country) of nationality:

State (that i, country) of residence:

United States of America United Stutes of America
This person is applicant all designated all dquu:d States except the United States the States indicated i
I'orlhepu‘posﬂf: D States D the Ui SlnuofAm:nuE of America only D meSlwplmnIB&

[Namne and address: (Family mame foligwad by given name: for a legal endliy, full sfficial designaden.
The address maint includs pasisl code and name of country. The country qf the addrexy indicated in ehiy
is the applicant’s Stare (that is, country) of residence |f ne Sxase of residence it indicatnd balow,)

STEFFAN, Dr. Wolfram
Putzbrunner Str. 145
Ottobrunn D-85521
Germany

This person is:
D applicant only

applicant and inventor

D inventor only (If this check-bax
ir marked, do not fill in below.)

Applicant's registration No, with the Office

State (that is, country) of nationality:

State (that is, cowntry) of residence:

Germany Germany
Thia person is applicant 1] designated -udq'ﬁus except ited States States indi i
furﬂupwpnse:pgf: D §um= g D the Una sme'-'?mn ?A‘Eﬁ%oﬂy %&mplulg‘;l%a

E Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (March 2001 reprint July 2001)
LegaiStar 2001, Form PCTREQ

See Notes lo the request form



Sheet No. ...3... \
[Continuation of Box No. I FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Uf none of the following sub-boxes is used, this sheet should not to be included in the request.

Name and address:(Fumily name folewad by givan name; for a lsgal axtity, full ofeisl desigration.
The addrass moist inchuds postal cods end name af country. The country of the eddresz indicated In tkix
Box iy the applicant’s State (that ks, eountry) of revidence |f ne State of residence is indicated below.)

HABERMEIER Peter
Elchenstr. 4

Scheyemn D-85208
Gearmany

This person is:
D applicant only

g applicant and inventor

mvenu:r unl {lf this check-box
is ma nal il in below,)

Applicant’s r:si.llnlmn No. with the Office

State fvhat is, country) of mumhq,-

Swate (that iy, counrry) of residence:

Germany Germany
This person is applicant all dellgnltﬁ.l all designated Siates except the United Stales the States indicated in
forlthg pu-pg::gpph D the llnﬂ States of Amenca of America only the Supplclmcmﬂ Bt:w
ame and address:(Family nems follswed by givan name; for a iegal entity, full officia! davignadon. This person is:
The adivens st include pestal code and name of cosntry. The country of the addran indicared In this
ir dee applicant's Sixty (that Is, country) of razidance |f no State of ravidenew bs indicated balsw ) .
D applicant only

BRADBURY, Allan G. W. ] )
AM Stognfeld 5 {X] spplicant and inventor
Rahrmoos D-85244 inventor only (If this check-box

Y is marked, onﬂﬂl“nbclou-.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of natianality:

Stale (that is, country) of residence:

WOLFSCHOON-POMBO, Dr. Alan
Fliederstr. 20

Frelsing D-85354

Germany

Germany Germany

This person is applicant alt designated all desi tadSme:mept United States the States indicated i
for the pwpon;w D States D lheUm States of Ammu . 25\::1&1& only D theSupplunenulBtﬂ
Name and address:(Family neme foliswad by givan name; for a lagal antity, ficll ofPclsl designation. m'mi.:

The adiresy wuust include psatel cods and name of cosuntry. The eountry of the addrasy indicerad in shis

ax is the spplicant’s State (that I, country) of residence |f no Staie of rexidemee s indirated balow ) D appl.ielnlonly

El applicant end inventor

D inventor only {{f this check-hax
is marked, do not fill in belar.)

Applicant's registration No. with the Office

State ¢diat is, country) of nationality:

Stale (that is, couniry) of residence:

ROSE, Mehran
Hagebutte
Hohenbrunn 8
Germany

Germany Germany
'l'hupemn is applicant ell designated all except the United States the Sum md.lu ted in|
pmpm;ppl D e D Um Stut:?Ammca. ofAmut'lpglmﬂy D tal Box
and addresy:(Femily mame folivwed by glven name; for o legal antity, full official designation. This person is:
The addrass nusst Inchude postel cade and name of emontry. The country of the adidrass indieared In this
x is the applicant’s Stute fihat is, country) of residmece |f no Stuse of residence ir indicated balow.) .
D applicant only

. applicent end inventor
D inventor onl afﬁudmk-bax
l.ﬂnrM. not fill in below,)

Applicant’s registration No. with the Office

State (that Is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

Germany Germany

This person is lpphunt all dl.'.s: ted all dem Led States except the United States the States indicated in
for the purposes of: D e D t.heUm States of Americs 4 X of America only m:SupplelmenuIBu

D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (March 2001, reprint July 2001)
LegolStar 2001, Form PCTREQ

See Notus to the request form



. Sheet No. .. 4. .. B 7

Box No.V DESIGNATION OF STATES Mar¥k the applicable chech-boxes balow: at least one nprust be marked.

The (ollowing designations are hereby made under Rule 4.9(u):
Reglonal Patent

B AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi. MZ Mozambique, SD Sudan, SL Sierr
Leone, SZ Swaziland, TZ' United Rmbhcr?l'!.e Tm_zrnml UG Uganda, ZW Zimbabwe, and any other Stnle which is a

Coutrecting State of the Harare
EAE inn Patent: AM Armenia. AZ Azerbaijan BYBehnll.KG KZ Kmakhstan, MD Republic of Moldoy.
= RU Russwn F Lﬁun. TJ Tﬁ:lhlnn. ™ ogb State which is a Contracting State of the Eurasian)|
Patent Convention and
EP E Patent: AT Austria CH l l.l S\muﬂlnd l.nd Liechtenstein, C
= ;:]gmrk, ES Sﬁn, FIFuﬂmd. l"l!l-‘l nnd Gmcs'ﬁnmﬂcg. U L%p‘:m
European Patent Convmuunmdof th:gﬁ' ny other
OAOAPIP tent: BF Burkina F BJ Benin, CFCmtnlAh Rq:ubl CG ClCGted'I Ccmﬂn.anzh
= o GN Quinea, Gwn(gnnu-Blmu, ML Mali, MR Mfﬁn ; Nﬁ TG Togo, and|
lnyolhﬂ' mwmehmn:".ws ofOAPIandnlen:ﬂngSmeoﬂhe (A other ki nJ lon or treatment|
rad, speclfy ondoNed ling) ... ......... ... . e iiirieaaarerittareenianeeeaaaamnriaarreaar et

National Pateut (i other kind of protection or treatment desired, specifyy on dotied line):

B AE  United Arab Emirates BGHEGenm . ................ B MXMxico ................
E AG Antigua and Barbuda B GM Gambia . B MZ Mozambique

BAL Abenia ................... B HR Croatia .................. B NO Norway

B AM Amenia ... ............... B HU Hungary ................. Kl NZ NewZealand ............
B AT Awtrio .................... B ID Indonesia B PL Polend . .................
B AU Australino ., ......... . B el . B Pr Portugal ................
B AZ Azcrbeijan BN Idia . ................ & RO Romania

B BA Bosnis and Herzegovina . .. ... B IS Iceland B RU Russian Federation . . . . .....
B BB Barbados B oP Japan: e,
B BG Bulgaria ............. s B XE Kenym ................... -] Sudan

BBR Bzl .................... B XG Kygyzstan .._............. B SE Sweden

B BY Bearus.................... B KP Democrmtic People's Republic (8] SG - Singapore

BIBZ Belize .................... ofKerea _................. Bs Sovenis ................
B CcA Condn B KR RepublicofKorea ........... B 5K Slovekia ................
B CH & L] Switzerland end Liechtenstein B KZ Kazakhstan ,,............. B sL Sicrraleone .............
BceN Chine..................... B LC Saint Lucia B ™ Tojikistan ...............
B o Colombia B LK Srilanks B T™M Twkmenisten ............
B CR CosmRiea ................. B LR Liberia B TR Tokey .................
Bcu Cuba ..................... B LS Lesotho ................. B TT Trinidad and Tobago .......
B CZ CzechRepublic °............. BILT Lituesnia e,
WDE Gemany .................. B LU Luxembourg B TZ United Republic of Tanzania
B DK Demark .................. B LV Latvie B UA Ukntine .................
B DM Dominica B MAMorocco  ................ B UG Uganda _................
@bz Ageria ................... Bl MD Republic of Moidova . ...... B US United States of America

B BC Ecusdor e e
BEE Esonia ................... B MG Madagaseor .............. B UZ Uzbekisun ..............
BES Spain ..................... B MK The former Yugoslav Republicof f] VN VietNam ................
B F1 Finland ... ................ Macedonia ,.............. M yu Yugoslavia . . .............
B GB United Kingdom B MN Mongolia B8 ZA SouthAfrica .............
B GD Grenada B MwMalawi ................ B Zw Zimbabwe ...............
B GE Geogia .................

Check-boxes below reserved for designating States which have become party to the PCT after isyuance of this sheet:

B .GQ. EquaterslGuines.......... B _PH.Philppines.............. B .2y Zachie................
B .oM.Omen.................... B IN.Tuwsim................. 0 ...,
Pmnllﬂlnl? nllnn Shtem-t lgdlddlllm to tlgrect_il_ellsnlnnnl made lbo::.] 11'..'.£:é:u'llﬂn'::.= l:glkﬂ mungf Fﬁl& 4, a ) all
thet sny dmgmu :{3“1’-! t mlimmm'stmﬂnﬁmhmmtym“mherqt:Mummlw
zynse applicant at mofﬂluhmelmul. mﬂmnmhdngjhumrm rucetving COffice wethin the 1 5-morth time
Form PCT/RO/101 (second sheet) (July 2001) See Notes 1o the request form

LagaiStar 2001, Form PCTREQ



~ SheetNo. ... 3. J
Supplemental Bax If the Supplemental Box ix not used, this sheet should not be included in the regues:,

1. If. in any of the Baxes, except Baxes Nos VIIIf)) 1o (v} for which |V AGENT (Continued)

a ial continuation bax is provided, the space is insufficlent

to furnish all the information: in such case, write "Continuation gAMPLES. Kenneth H.
Box No...." (indicate the number of the Box) and furnish the ITCH, Morgen L.

information in the same manner as required according to the ~ EVEN, Francis A

i : : TABIN, Jullus
Coprion, S the Box in which the space wos tnsufficlent, 7 ¢ ANNERY, John F.

JONES, Raobert B.

() if more than two persons are to be indicated as ; SCHUMANN, James J.
and/or inventors and no “continuation shest™ i3 mi?ablc: im  HAMILL, James J.
such case, write "Contimuation of Bax No. [lI” and indicate for ~ LEVSTIK, Timathy E.
each additional person the same w information as required ~ SHIPLEY. Joseph E.
in Bax No. HI. ﬁc country of the address indicated in this Box ;OX. Robert .!I'
is the applicant’s Siate (thar is, country) of residence if no State ETI;-FTE'“" Bruce R
of residence is indicated below; KMANRUEGE‘I?, Jll"l:!rl 4
@) if in Box No. Il or in any of the sub-baxes of Bar No. Ill, the ~ NABOR, Joseph T.
A{d:'mﬂon “the States indicoted In the ental Bax" iz ;_SABA. Richard A.
checked: in suck cate, write "Continuation of Bax No. II" or INK, Kart A
"Continuation of Bax No. III° or "Continuation of Boxes No. Il  RANNEY, Kathleen A.
and No. III" (as the caze may be), indicate the name of the HETZLER, Mark W.
applicant(s) involved and, next to (each) such name, the Stars(s) MIALé)NEY_'l Timothy P.
(and/or, where applicable, ARIPO, Exrasian, European ar OAP] lﬁEB NS, Thomes F.
patent) for the purposes of which the named person is applicant; H?)\I{:?:KEI . IH'| spt:?,'-;.‘? S,
i) if. in Bax No. II or in any of the sub-bares of Box No. Il the ~ COLTON, Kendrew H.
i gunmr or the hmﬁ:’ cant is mq:'lnmtor or the PETERSON, Charles W.

Je b
as of all designated or for the of the WAWRZYNIAK, Richard E.

3.:«: Stafey of America: in such cass, wrire %ﬂlﬂnmﬁm of

Bax No. II" or "Continuation of Box No. IIf” or "Continuation of

Baxes No. IT and No. III" (a3 the case may be), indicate the name

?‘ the inventor(s) and, mext to {each) such nome, the Statefs)

land/or, where applicable, ARIPO, Eurasian, Exropean or OAPI
pateny) for the purpases of which the named person is inventor;

(iv) {f. in addition io the t(s) indicated in Box No. IV, thers are
her agents: in case, write "Continuation of Bax No. IV”
and indicats for each further agent the same bype of information

as required in Box No. IV;

{¥) if in Bax No. ¥, the name of any Stote for OAPI) is accompanisd
the indication “patent ;f addition,” or "«ﬂﬂ:n‘e of
addition,” or {f, in Box No. V, the name of the United States of
America is accompanied by an indication "continuation” or
“continugtion-in-part”; in such case, write "Conﬁmﬂﬂ Box
. No. V" and the name of each Siate involved for OAPI), r
the name of each such State {or OAPI) , the number of the parent
title or parent ication and the date of grant of the parent

title or jﬁng ¢f the parent application;

vi} if; in Box No. ¥], there are more than five earller applications
whose priorily is clalmed: in such cass, write "Continuation of
Box No. VI* and indicate for each additional earlier application
the same type of information as required in Bax No. V1.

2. . with regard to the precautionary designation statement
gmmind in Bax No. V. dleqppll'canlm'.rrumududamy -
State(s} from the .lmre thal statement: in such case, writs
"Designanon(s) excluded from precowtionary designation
llﬂlmﬂ::ﬂ indicate the name or two-lettur code of each State
50 exc A

Form PCT/RO/1N] (supplemental sheet) {(March 1001 : reprint July 2001) Sea Notes to :hu request form
LegailStar 2001, Form PCTREQ



BoxNo. VI PRI RITY CLAIM

The priotity of the following earlier application{s) is hereby claimed:

Filing date of ]Nllmhe]l: i Where earlier application is:

: cati earlier application

of(nrber spplication national application: | regional application:* | international application:
daymonth/year) country regicnsl Office receiving Office

item (1)

07 MAY 2001 01110166.4 EP
(07-05-01)

item (2)

item (3)

item (4)

item (5}

[] Funther priority clsims are indicated in the Supplemental Box.

The receiving Office is requested to and tmnamit to the International Bureau a certified of the earlier application(s
gﬁb A ﬁ:%_ﬂlr a;;ﬂmﬂon was filed with the Office which for the p:lrpa.us of ﬂll'..l inmmaﬂmai application is the nec?'v}(ng
few) i ied above as:

[ attitems [J item() [Jitem@ [Jitem@) [J item@ [J item(s) gﬂmr.# 'l Box

;mml}h"mm ormﬂmb;'d‘" the Warid Orgonization ﬁ:' m ﬁ.; .ﬂWmﬁ. was fllsd (Ruls J.Jmﬁj: ........ m q

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Cholce of Internationnl Searching Authord ™o Inisrnational Ssarching Authorines are compstent 1o the
miarnahronal seorch, indicare ﬁlllll’ldel%' chosen; rht!nan-s:‘ﬂ)m‘rv cods ::ymlﬂ e AL - e out

Request tv use results of earlier search; reference to that search (1f an sarfier seorch hax bean curned out by or raquusied from the
Intarnational Searchung Authany):

Duta (dawmonth/vear) Number Couatry (or regional Uffice)

Bax No, VIIT DECLARATIONS

The following declaration: tained in Boxes Nos. VIH (i) to rk the applicabl Number
e el Tehcane oo e v )0 (1) (mark the app o dsciamations
[ Box Ne. v i) Declaration s to the identity of the inventor .

Box No. VI (i) Declaration as to the applicant's entitlement, as at the international fili
D hu,mapplyfwndllreplynldnplut .
D Box No. VI (iii) Declaration s to the applicant's entitlement, as at the internationat filing

date, to claim the prionty of the earlier application

Bax No. VI (iv) Declaration of inventorship (only {or the purpases of the designation of the :
D UnitedSmuofAmaicl)p y e
D Box No, VI (v) Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty :
Farm PCT/ROY101 (third sheet) (March 2001) reprint July 2001) See Notes to the request form
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SheetNo. ..... ..

P

- -
Box No. IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This international application contains:

the following number of
|®) sheets In paplelr form:

uest (includin .
ﬁlmtfon sheets 7
description (excludi
sequence listing part
claims : 6
abstract : 1
drawings :
Sub-total number of sheets :
sequence listi of
dmﬁpﬁoﬂ%mbar
sheets if filed in paper
whether or not also

lorm,
filed in tor readable
Jorm; zee (b) below) 0

Total number of sheets 81
l(v) sequence lu:.n:.m f:f #"‘P‘“‘“ filed in

This international application is accompanied by the following
item(s) fmark the applicable check-baxey balow and indicate in
right column the number of each item):

1. BY fex calculation sheet
2. [ original separate power of atworney
3. [ original general power of attomey

Number
of items

5. ] statement explaining lack of signature

6. [ priority document(s) identified in Box No. VI as
LT ()2

7. ] translation of international application into

8. [] sepamate indications concerning deposited microorganiam
or other biological material

9. [J sequence listing in computer readable form (indicate also type
and number of carriers (diskette, CD-ROM, CD-R or other))

computer o]|m mﬂbﬂlﬁd for the of int:;:fnlionnl scarch
(i) [ only (under Section 801 (aXi)) under Rule llm!';lgim) not as part of the
ii)[] in additi being i ii where chock-bax i} is marked in |
L o (e Besties 801 0 BG4 K Mwhgrz:ﬁi:lb .
. the eoﬁf for the purposes of inl onal under
Tpgand amber oamen (e Hue
sequence listi i ined (additional lﬁgm“ﬁﬂ relevant statement as to the identit
copies to a’.":‘.’.‘#né":ﬂ}'..:'a“.‘:.-m m').' i (i) L] of the copy .°Ir ies with the sequence listing p};'l
right column). menli in lefl column Letter,’
....................... 10. B8} other (specify): Posteard, EV.056720584.U8.. ... ..... :
Figure of the drawings which Language of flling of the
should accompany the abstract: international application: ENGLISH

obvious from reading the request).

Box No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Naxt to egch signature, md'lcnl:gu name of the person signing and the capacity in which the parson signs (if such capacity is not

Ay VY

1. Date of actual receipt of the purported
international application:

For receiving Office use only
2. Drawings:

purported international application:

3. Comected date of actual receipt due to later but
timely received papers or drawings completing the

4, Date of timely receipt of the required
corrections under Article 11(2):

D not received:

International Searching Authori
5. (iftwnormmmempeltlml):ty ISA/

6. D Tranamittal of search copy delayed
until search fee is paid

Date of receipt of the record
bythelnm&mlmruu:w

For International Bureau use only

Farm PCT/RQYI0] (last sheet) (March 2001; reprint July 2001)

LegeiStar 2001, Form PCTREQ

See Notes to the request form



This sheet is not pa « of and doss not count as a shest of the internationa: .;pll'a:ﬂm.

!/

P CT For receiving Office uge only
FEE CALCULATION SHEET Intemational Application Ne.

Annex to the Request
Applicant's or agent's
file reference 687008/1410 Date stamp of the receiving Office
Applicant
KRAFT FOODS HOLDINGS, INC.
CALCULATION OF PRESCRIBED FEES
1. TRANSMITTALFEE .. ....¢ciuveniinniirenernrnnererenns [ 240.00] T
2.SEARCHFEE .........ciuiiiiinieaiiianeinananenenens L 700.00| §

International search to be carried out by ISAUS

iwo or move International Searching Authorihes ars compstens 1o carry out the international
glrrh. Indicate the name of the Authorily which is choren o earry oul the internaticen] ssarch )

). INTERNATIONAL FEE

Basic Fee

Wheze item (b) of Box No. IX applies, enter Sub-total number of sheets 81
Where item (b) of Box No. IX .does not apply, enter Total number of sheets

fr30sheets . . . . ... .. ... | 407.00 b1
31 X 0.00 - | are.00[t2 |
Tombe ofieEs  —Tec per shest

. nddmml component (only if aequenne Listi
ie filed in computer readable form under S onio)f_il).or
bhoth in that form and on paper, under Section K01 (a){(ii

400 x 133-

" Tec per sheet :
Add amounts entered at bl, b2 and b3 and enter total gt B . I 8868.00| B

Designation Fees
The international application contains . ALL  degignations

5 x ssa0 . | 440.00[p |

number of designation fecs emount of designation fee

payable fmaxinnuns 6)
Addamounts entered at Band Dand enter totalmt I . , . . . . . L 1s135-00m

Mmmm“mnamq'?mq'm
is for all applicams are) 5o snititled, the
mdnhmdﬂlu”l‘ the sum qf the amoxniz entered ot B and D)

4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT fif applicable) . . . . . . . . L °-°°|ﬂ
S. TOTALFEESPAYABLE . . . . . . . . . . . v o 4 o « . 2,088.09
Add amounts entered at T, 5, 1 and P, and enter total in the TOTAL box TOTAL

ﬂ The designation fees are not paid at this time.

MODE OF PAYMENT

authorization to charge D postal money order D cash D coupons

[J cheque [ bank dratt [[] revenuestamps [] other (specifiy:

AUTH RIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT

(This mode of payment may not be available at all reewiving Offices} Receiving Office: ROV us
X Authorization to charge the total fees indicated above, Deposit Account No.: 06-1135

Date; 0T MAY 2002
is check-bax bo marked condi| d acooun
O & q'rln receiving O, cl‘so IUGA?II{WDHGI it o %ﬂm or

ltlnyoverplymmm tnnlfeumdaamdlbove Name: Kenneth H. Samples
[0 Authorization to charge the fee for prierity docurent. Signature: &ﬂELL‘

S ——
Form PCT/RO/101 (Annex) (March 2001; reprint July 2001)
LegaiStar 2001, Form PCTREQ

See Notas 10 the fee calculation sheet



PCT Pars wo da in Oficina receptors tnlcamenty seme———"
Soliolud [nterancional N*
PETITORIO
Fecha do presentaciin [ntomacioml
El abajo firmmte 1 pressnte solicitud
Intemasiuaal see warmins son Erveio ! Tosee do
Cooperacidn en materin do Putentes. Nomkwe de Is Oficlos *"Sollchod lntemaclonal PCT™

Recuadre N° I TITULO DE LA INVENCION
PROCESD PARA LA ELABORACION DE (UESOS Y OTROS PRODUCTOS LACTEDS Y PRODUCTOS [E LOS MISMOS

RecuadroN°II SOLICITANTE [] Bata persons tunblin oo iventor,

Nombye y direccidn: amyuide del sombre; si sy iraig ds wc perseea in |N°de tuléfonn
s o curlie B Pl Fom e i o e
mds abgjo of Lsiado dy dvasicilia,) ““mﬁ
KRAFT FOODS HOLDINGS, INC
Three Lakes Drive N do teleimpresors
Northfield, I111no1s 60093
Estados Unidos de America N da regintro del solicitune en 1 Olicins
“Estado de sacooaliond rombre gl Xsiadal: 'Ss domldiia (nombre del Essada):
Estados Unidos de Amica Estados Unidos de America

Elppam;:: D tados loy Extados m Lhum?d-m D 108 Butedos Unkdos de D#mm:
Recundro N° Il  OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/0 (OTRO()) INVENTOR(ES)

Nombye y direcrién: f seguldo del nombre; 3l se irata da na peragns ™ -
T S e s SR T | o
KA FOOIS m' % D wﬁﬁnmn
m1?g Str. 15 _D el o 1 e i s |
Alemanta ¥ e regintzo del solicitants en s Oficica

| Eatado de ancioaalidad (rombre del Kxtak): Exado do domlcilio (rwdve del Axkady):
Alemnia Alemania

o [] e [x] ot Doke o™ [}y A D?m“"'ﬁu"'
(] 106 demas solicitantes yio (deemis) inventores sv Idicas en us hejs do coutlmuastin. _
Recundro N [V MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION FARA LA CORRESPONDENCIA
{dentificads s nombr/hs akdo nombreds actuar en accnbe del/
. . N° de weléfonn
Nombre y direcclén: (apellide suysido del Romiry; '"'"'"l"l"'?m

dexignacidn complesn. S ladireccida (312) 577-00
SAPLES, Kemith 'ﬁ:'"ﬂ" T de Deinil
FITCH, EVEN, TABIN & FLANNERY (312) 577-707

120 South La Salle Street - Suite 1600
Chicago, I11imis Q3
Estados Unidos de America

' te wivimpresors

5.747

Dydapu:lrd?:lh-dlhnn:mpnrhmﬁma-qﬂhhpdﬁm oorespondenais.

Formulario PCT/RO/10} (primers hoje) (marzo de 200); reimpresita Julio de 2003) For las Notss al formmularie del pattmerio



Coatlsoacidn del recandrs N[l OTRO(Y) SOLICITANTE(R YO (OTRO(S) INVENTOMES)
57 we s¢ Aa ds wiillizay ningune ds sxtes subrecnsidres, sxty hafa e debe sar incinids su of pasioria.

Nombre y direccidn: uyuido del : of o9 trofe ds wan pervens da | Emn pwsona ax

S St STl H R TR TRENE | 1wt i
KOKA, Rathna D solichmnts o [rveozor
1870 West palm Drive, # 30 lnveror dnicaments (i sr merce et
M. Prospect, I114nots 60056 | D v i e
Estados Unidos de America N* do rogiatro el saliclnts e la Oficing
Indio fEsmede damill s i Brck:

wicanpern: [ St [] SEnippstans ol ninqies [ nietshines

du
TR T
MEHNERT, David W.

633 Edelwelss Drive
Antioch, I17inols

- e rechxdro o8
domicilio)

Hﬂlnlnidllwlh. hr-&ﬁ-ln: "::-*-Far"-
abajo of Bxsedo

Esta porscns o
[ sicltmote dnicamente

3] rotichents » inveator

soliciseny sl e 2y

D [avenior inicesente (af 5o marea euig
cuyilla, no s¢ debe rellsmar Io qus sigue)

Estados Unidos de America ° da raghtro cal soliciivs & 18 Olicion |
Fetads tnids e Anerica Estars Uini

534 Stafford Place, No. W

Chicago, I11inois 60657
Estados Unidos de America

b pare: [ S [ pmmsnisigeuinam [¥] st []Naboism,

Nombre y direcclin: 4 suguich del nomirn; 3 so trin de 308 parsons fo | Eata pemoos o
e e e e e P | [ s i
indica mds abgje e Extado de domicilio) )
FRITSCH, Rudolf J. (3] sotictonnen o imvestox

{nventor dajesmeats marea esia
D uﬂ.n-ﬁhd&bpdpﬂ

R Ge registr del solicitante e s Oficina |

Estado ¢s naclonalided (owsbre del Esack); lmammam
Estados Unidos de E
Buspocanss [ Spase [ maminniamna™ D i i N
Nombre y direccién: awywida dal nambre; n._d-maﬂnh Bata personn ow;
R B it e - S Sl G 3 | L] e
solichmate e levensor
STEFFAN, Dr. Wolfran X e e
Putzbrumer Str. 145 D e e reaar b oo aigu )
Ottobrun D-85521 W g regiatrd 4ol soliciincae e a Ofiaa
Alemania
Estado de oacicoalidad fombre del Extady): E—bam&hmum

e (] Seme [ pplitnt

2 o] miees ClnealSiean.

|'£| Los derols sclicimates yo (dessis) Livenioess se oudican en otrs hoja do coudouscidn.

Forslario PCT/RO/101 (haja de contipuacidn) (marmo da 2001; meimpeesidn Jullo de 2003) Ver iaz Noim of forwalario dal pefitorio
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D -ﬂ--ﬁhb:ﬂ
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s e e i
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mﬂ"'D"“MD
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dlnd@.-gﬂﬂﬂu. o = trsa dv en persons
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Exta pevsors ue
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[] wlichacts o investar
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Inventar dnlewmsnts
D casilla, a0 3¢ debe rellonar io que signe.)
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Estado do nacionalidad (nombvre def Ertaky):
Alemania

lnnhd-uiﬂbm-am

.,uJ’“"'"' I'_'I Seteadon " EI E"....."&."’ﬁ:‘" Iuw':.'r‘_“.'_" L]

?Mhﬁﬁ-

sollcitanta Snjcamente
m sollckante o luventar

E‘Hecb'str. 20 0O m?rﬂuﬁ:;"
relsing D-85354 AP e ! Pt T gy oy 1
Alemania N* de registro del solicitmte en Is Oficine
Exado do nacionatidnd (nombrs dal Evady) Tnhﬁummuw

Alemania

destgnados

m [ i oy Rtk [~ o koo Rinds dmipmmion mivo m:-uuw [] Y Romds otcadon ca
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S T e T TR

Estx pataony w2
D solicitasts daleumente

m solinltaits ¢ imvensor

ROSE, Melwan | inicamest
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Eatado de nacionalided (owbre def Estesky): de domicillo (iombes del Entade):

Alemnia
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Recusdro 'V DESIGNACION DE ESTADOS  Adlrguenss lay casiliar adecuacar; debe morearss por o menay 1una.
A comtinuacién se hacen las designacionos siguines, ez virtod do ta Ragls 4.9.2%
Bllnulﬂlnl
AP mmnmmmnwa x-% 8D Sodin,
¥ Sisza Leoua, §Z m
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bhnhp-w. .................... beensasnransns T A
B A Patente Kazakstia, MD Repdiica
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B CZ Ropiblica Chos - .. vavurens LY Lowala K] TT Toinlded y Tabago....uocenees
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Ll GD Oramds ) MZ Mosamblgme . v.coevenvonness YU Serbis y Montesegro . » .- - - .
EGE [ NI Nomgs ZA Sudfles ... ...c0ehinns
GH Oaom......oocansanrerenss X NO Norep 10 ZM Yamble
K GM Cambia BT NuovaZelandia .. ...oouennne I ZW Dalubwe . ... ..... veredees
i Batados que ban pasado s formar parts del PCT despuds do la publicacida do s presvats hojs:
KT T T A L T B TR e e
Y  proe: "_d-humn-' P — m"u‘m“mﬂ-
maumu.»,:': ._- wdm.mhumomm
wscho mnunlnldh pose coufirmenntesds qﬁ-l-ll—- dela fachaprioditazie
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dantro del plazo de 15 meses).
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Ho N .......
Recundro N* VI REIVINDICACIGN DR PRIOCRIDAD
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Reeusdro N°VIII DECLARACIONES
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fhks do novedad :
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PROCESS FOR MANUFACTURING CHEESES AND OTHER DAIRY
PRODUCTS AND PRODUCTS THEREOF
RELATED APPLICATION
This application is based on, and claims benefit of, European Patent

Application No. 01110166.4, filed on May 7, 2001, and which is hereby
incorporated by reference.

FIELD OF THE INVENTION
The present invention generally relates to a process for manufacturing
cheese products and other dairy products, and more particularly, to a procass
for manufacturing cheese products and other dairy products using lactoblonic
acid and to the resulting products thereof.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Cheeses are generally made by adding a microorganism to milk which
is capable of metabolizing lactose to produce lactic acld and develop acidity.
The milk is usually set with a milk clotting or coagulation enzyme, such as
rennet, or by developing acidity to the isoelectric point of the casein. Enzyme
coagulation of milk aiso requires an acidic environment. The milk is
inoculated with a bacterial culture or starter culture which produces sufficient
lactic acid for the rennet to work. The coaguium or curd that results generally
incorporates transformed casein, fats including natural butter fat, and
flavorings that arise (especially when a bacterial culture is used). The
coagulated milk is cut, whey separated and then redoverad from the resulting
curd. The curd may be pressed to provide a chease block; curing may take
place over a period of time under controlled conditions. For instance, a hard
cheese such as cheddar cheese may be cured from about 10 days to one
year or mors, depending on the desired cheese flavor and body breakdown.

It also is well known to provide a cheese product having some of the
characteristics of natural cheese by comminuting one or more natural
cheases, and heating the cheese with an emulsifying agent. The name given
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to the resuiting product depends upon the ingredients used and its
composition and, in some instances, is determined by Regulations
promulgated by the U.S. Food and Drug Administration, known as Standards
of Mdentity. For example, the term "pasteurized process cheese" refers to a
product comprising a blend of cheeses to which an emulsifying agent, and
possibly acids, are added, and the mixture is then worked and heated.into a
homogeneous, plastic mass. Under the current Standards of Identity, ihe -
moisture level of process chease generally does not exceed about 44 percent
and process cheese has a minimum fat levei of about 40 percent on a dry
basis.

It is also known that natural cheese can be manufactured using
concentrated milk which has been prepared by membrane processing, such
as ultrafiltration, in which milk is cycled across a semi-permeable membrane
at an elevated pressure such that water and low molecular weight
components pass through the membrane, while certain proteins and fats are
retained by the membrane. Cheese making cultures are added to the
obtained concentrated milk which is then fermented, usually in the presence
of a milk coaguiating enzyme, such as rennet, to provide a coagulum. The
resulting coagulum is cut or broken to cause syneresis resulting in whey
separation. The whey Is drained and the curd is processed. The type of
cheese cultures used and the processing varies with the desired cheese
product. The curd may then be salted, placed in molds, and pressed to allow
further whey drainage. The cheese is then ripened to the extent desired.

Cream cheese is an acid-coagulated, non-cured cheese made of dairy
components including cream. Cream cheess, which is normally stored under
refrigeration conditions, has a smooth and butter-like consistency with a
delicate dairy flavor profile, which does not accommodate off-flavors. The
texture and body of cream cheese at refrigeration tempetatures Is generally
such that the cream cheese can be sliced and spread. In making cream
chease, sweet cream and dry milk-derived solids or milk are typically blended
with a dry blend of vegetable gum and salt in praselecte_d proportions to form
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a cream cheese mix. The cream cheese mix normally has a butterfat content
of from about 10 to about 14 perceht (and in certain make procadures up to
as much as 20 percent), so that after processing, the finished cream cheese
product wili have a butterfat content of at least about 33 percent of the
product, and a total milk solids content of &t least 45 percent oorreépondin
to the presence of not more than about 55 percent moisture in the cream
cheese product.

The cream cheese mix is inoculated with a lactic acid culture. Rennet
may be used to aid the coagulation of the mix. The mix is cultured by holding
it at the inoculation temperature until it has ripened and a coagulum is
formed. The acidity of the coagulum may typically be in the range of from
about 0.6 to about 0.9 percent (calculated as percent equivalent lactic acid),
and the pH of the cultured coagulum may typically be in the range of from
about 4.2 to about 5. The resulting coagulum is exposed to a temperature of
about 180°F for a brief period of time and then centrifuged to separate the
curd from the whey, and then the cream cheese product is cooled and
packaged. Cream cheese generally contains about 2 to about 3 percent
lactose. :

Lactose (4-O-B-D-galactopyranosyl-D-glucopyranose), commonly -
called milk sugar, is the primary carbohydrate of milk. Lactose is a low value
sugar in food systems because of lactose intolerance and due o its
contribution to browning reactions and crystallization. The use of milk
substitutes or reduced dairy content in cheese mixes to reduce lactose
content in the produced cheese may not provide acceptable products from
standpoints of complying with Standards of identity regulations,
processability, and/or ultimate product physical properties and flavor
characteristics. '

Lactobionic acid (4-O-B-D-galactopyranosyl-D-gluconic acid; CAS
Reg. No. 86-82-2) is a water soluble, white crystalline compound and can be
synthesized from lactosse by oxidation of the free aldehyde group in lactose
as carried out catalytically, chemically, slectrolytically, or enzymaticatly.
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Harju, Bulletin of the IDF 289, ch, 6., pp. 27-30, 1983; Satory et al.,
Biotechnology Letters 19 (12) 1205-08, 1887. The use of lactobionic acid or -
its salts as additives in food products previously has been suggested for
several specific applications. Calcium or iron chelate forms of lactoblonic
acid has besn described for distary minsral supplementation. Riviera et al.,
Amer. J. Clin. Nutr,, 36 (6) 1162-69, 1882, U.S. Pat. No. 5,851,578 describes
a clear beverage having a non-ge! forming fiber, and water soluble salte of
calcium, with or without water sojuble vitamins, with or without additional
mineral salt supplements and buffered with food acids. The food acid
buffering agent includes citric, lactic, maleic, adipic, succinic, acetic, acstic
gluconic, lactobionic, ascorbic, pyruvic, and phosphoric acids, as well as
combinations thereof. Calcium lactobionate, a salt form of lactobionic acid,
has been approved for use as a firming agent in dry pudding mixes. 21
C.F.R. §172.720 (1998). Also, the possible use of lactoblonic acid as a
general food acidulent has been proposed, albelt without exploration or
illustration. Timmermans, Whey: Proceedings of the 2nd int! Whey Conf.,
Iint'l Dairy Federation, Chicago, October 1897, pp. 233, 249. This arlicle
generally describes lactobionic acid as being useful as an antibiotics carrier,
an organ transplant preservative, mineral supplementation, growth promotion
of bifidobacteria, or as a co-builder in detergents in its K-lactobionate sait
form.

It would be desirable to manufacture cheeses with reduced lactose
content while preserving flavor, texture, and appearance characteristics
comparable with conventional cheese products. it would also be desirable to
reduce starter culturing requirements and the time associated therewith in
cheese production, while maintaining acceptable organoleptic attributes. it
would also be desirable to increase the solids levels in manufactured
cheeses while using reduced amounts of starter cultures as compared to
conventional practice. It would also be desirable to be able to use higher
lactose containing whey concentrates in cream cheese formulations without
the need to increase the usage of cultures. The presaent invention provides

4
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such methods and pro'ducts in which lactobionic acld is provided in a cheese
mix.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates to a process for manufacturing cheeses
and other dairy products, and the resulting products, in which lactobionic acid
is added, or generated in situ, in combination with a dairy compohent in the
course of the process. The cheeses and other dairy products made
according to this invention have fully acceptable organoleptic attributes, while
pemitting reductions in processing time, and/or the requirements for other
ingredients, such as étarting cultures and/or rennet. Process flexibility is
provided in this way, as well as increased production yields and possible
savings in ingredient costs. For purposes of this invention, the term
“lactobionic acid" is intended to include lactobionic acid as well as edible
salts thereof (e.g., alkali and alkaliﬁe earth salts, ammonium salts, and the
like).

It has surprisingly been found that lactobionic acid can be used for
direct acidic coagulation of cheeses, such as cream cheaesas, without the
need to use culturing and/or rennet. Lactobionic acid also has a pH-
decreasing effect on cheese mixes, such that it acidifies dairy components
used in cheese production, such as milk, sweet creams, and whey. In
addition, lactobionic acid has a sweet acidic taste that has been found to be
compatible with cheese products. The resuiting cheese products made with
|lactobionic acid have fully acceptable flavor, appearance, texture, and
mouthfeel attributes. o

In another embodiment, lactobionic acid is used to reduce, and
optionally even eliminate, the amount of cheese starting culture used in
cheese manufacture, such as hard cheese or ultrafittered (UF) cheese
production. A starting culture, as referenced in this context, generally means
a lactic acid bacteria. in the instance of hard cheese production, such as
cheddar cheese production, the lactobionic acid introduced to the chease mix
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is used to partially repllace and reduce the amount of starting cultures that
otherwise normally would be used, which effectively aids the acidification of
the cheese mix. This procedure provides a cheese product including a
mixture of lactic acid and lactobionic acid, which improves yield. The
lactobionic acid also can be used as an ingredient in procass cheese
production, yielding acceptable products. _J

The lactobionic acid can be added to a cheese mixture in a process
according to any of the embodiments describad herein to provide these
effects in its free acid form, or as a consumabie salt form thereof, orinapH -
neutralized form. Neutralized form, for purposes herein, means that
lactobionic acid is neutralized, prior to admixture with the cheese mix, in an
aqueous solution to a pH of about 7 by admixture therewith an alkaline agent
that will yieid biocompatible neutralization products, such as an alkali metal
hydroxide like sodium hydroxide or potassium hydroxide, or an alkaline earth
metal hydroxide such as calcium hydroxide, or an alkaline earth metal
carbonate such as calcium carbonate. ’

In ancther advantageous mode of the invention, which is applicable to
all the various chease-making and other dairy product-making embodiments
described herein that employ one or more lactose-containing dairy
component ingredients in the cheese mix, the lactobionic acid can be
introduced to the cheese mixture through its in situ generation by catalytic
action of an added carbohydrate oxidase enzyme on the lactose present in
the dairy component(s) of the cheese mixture. Sultable carbohydrate oxidase
enzymas include, for example, lactose oxidase, glucose oxidase, haxose
oxidase, and the like, as well as mixtures thereof. Generally, lactose oxidase
is preferred.

The in situ generation of lactobionic acid in a cheese mix during
cheese manufacture gives rise to a multitude of beneficial effects. First, it
effectively reduces the lactose content of the original'dalry component(s) of
the cheese mixtures, permitting lactose-reduced products to be achieved.
Therefore, among other things, this aspect of the invention can be used for

8-
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the production of lactose-reduced cheese products. Alternatively, it allows
the use of relatively richer-lactose ingredients in the original cheese mix, due
to the conversion of a portion of the lactose content thereof to lactobionic
acid, as will occur during the course of cheese meking after the lactobionic
acid is generated. In addition, lactobionic acid has a mass weight that is
approximately four times greater than that of lactic acid. Consequently, the
lactobionic acid retained in the cheese product, which has been derived from
the catalytic conversion of lactose, has a much greater mass, on an equi-
molar basis, than the lactose converted to lactic acid. This effect enhances
the appearance, texture and mouthfee! of the cheese product. In this way,
the lactobionic acid can act as a bulking agent. For purposes herein, the
term "bulking agent” means an agent which mimics the effects of natural fat
and/or protein in chease compositions insofar as its effects on the
éppearanoe (e.g., firmness, opacity) and textural qualities (e.g., lubricity,
smoothness, mouthfeetl) of the cheese.

» In general, the proportion of lactobionic acid added to a cheese mix, or
generated in situ via enzymatic lactose conversion as catalyzed by
carbohydrate oxidase addition, to provide one or more of these advantageous
effects, ranges from about 0.1 to about 10 percent, particularly from about 2
to about & percent, and more particularly from about 3 to about 5 percent,
based on the total weight of the cheese mix before separation of curd and
whey.

- The whey products of cheeses made using lactobionic acid according
to this invention, and which therafore retain a portion of the lactobionic acid
ingredient, also can be recycled, instead of being completely discarded as
waste, for use as starting ingredients in separate cheese production batches
or runs used for making process cheeses or cream cheeses. Alteratively,
the whey product of a natural cheese making procedure can have the
lactobionic acid or lactose oxidase added thereto, and the so-treated whey
product can be used as a starting ingredient in the separate manufacture of
process cheeses, cream cheeses, or other dairy products (including, for
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example, whey baveréges, whey-containing power or candy bars, and the
like).

The invention is remarkable in its versatility. Experimental studies, as
describad herein, demonstrate its applicability in the manufacture of widely
varied types of cheeses including cream cheeses, hard cheeses, and
pasteurized process cheases. The invention also has been successfully
demonstrated in the manufacture of so-called UF cheeses made from
ultrafiltered (UF) concentrated milk. The Invention also has been
successfully demonstrated in the manufachure of other dairy products such
as, for example, sour cream, yogurt, milk, reduced-lactose milk, and the like.
Cheeses and other dairy products prepared with and/or containing lactobionic
acid according to this invention have acceptable tastes and textures similar to
the conventional cheeses and other dairy products of the coresponding kind.

The cheese products containing lactobionic acld also have improved
product stability duse to the preservative effect of the lactobionic acid. As an
added advantage, the chelation properties of the lactobionic acld can be
utilized as a milk-derived delivery vehicle in calcium supplementation of food
products.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Other features and advantages of the present Invention will bacome
apparent from the following detailed description of preferred embodiments of
the invention with reference to the drawings, in which:

Figure 1 is a flow chart of steps used in an smbodiment of the
invention for production of cream cheese;

Figure 2 is a flow chart of steps used in another embodiment of the
invention for production of cream cheese;

Figure 3 is a flow chart of eteps used in an embodiment of the
invention for production of cheddar cheess;

Figure 4 is a flow chart of steps used in another embodiment of the
invention for production of cheddar cheese;
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Figure 5 is a flow chart of steps used in an embodiment of the
invention for production of UF cheess;

Figure 6 contains flow charis of steps used in embodiments of the
invention for production of process cheese wherein lactobionic acid from
various sources (6A, 6B, and 6C) is added to a process cheese mixture,

Figure 7 is a reaction flow scheme showing a theorized reaction
mechanism for the enzymatic oxidation of lactose using lactose oxidase.

Figure 8 s a graph showing post-creaming curves (viscosity as &
function of time) for the process cheeses (inventivé and control) as prepared
in Example 7; and _

Figure 9 is a graph showing post-creaming curves (viscosity as a
function of time) for the process cheeses (inventive and control) as preparad
in Example 8.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
Referring to Figure 1, a general process scheme according to one
embodiment of the invention is illustrated in which lactobionic acid is used for -
direct acidic coagulation of a cream cheese, without culturing or the addition
of rennet. The cream cheese made is a soft, mild, cid-cogulatad non~cured
cheese made of dairy products including cream, such as mixtures of creaam
and whey protein concentrate.- As indicated in step 101, the consistency of

' the cream cheese composition, permitting spreadability while retaining

fimness, is modulated by the addition of a vegetable gum, such as bean
carob gum. Salt and a preservative is added. Any lack of cultured notes in
the directly acidified cheese can optionally be overcome by using flavoring
systems for creating the desired cheese flavor. The dairy fluid and whey
prbtein concentrate are added in suitable proportions to provide a cheese mix
that can be processed according to the invention to provide a cream cheese
having a milk fat content of least about 33 percent, and a moisture content
not exceeding about 55 percent based on the weight of the cream cheese
product. .
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The lactobionic acid is added in an amount effective to reduce the pH -
to the isoelactric point (i.e., about 4.52) of the caseln in the dairy ingredients.
The proportion of lactobionic acid added to the cream cheese mix generally
ranges from about 0.1 to about 10 percent, particularly from about 2 to about
6 percent, and more particularly from about 3 to about 5§ percent, based on
the total weight of the cheese mix bafore separation of curd and whey. -

The lactobionic acid can be added to the cheese mix directly as an
extraneous ingredient in its free acid form, or, alternatively in salt form or in
neutralized acid form. The free acid form reduces the pH of the cheese
blend. The cheese mix formulation can be adjusted to compensate for any
reductions in pH that are greater than desired for optimal coagulation and
physical properties in the product. The neutrafized form of the lactobionic
acid does not impact the pH of the product. In salt form, the lactobionic acid
generally is provided as an alkali salt or an alkaline earth metal salt, such as
a sodium salt, a potassium salt, or a calcium salt thereof; of course, other
lactobionic salts can be used, if desired, so long as they are acceptable for
use in food products. The neutralized form of the lactobionic acid can be
prepared by neutralizing lactobionic acid dissolved in an aquecus solution,
such by addition thereto of an alkaline agent such as sodium or potassium
hydroxide sufficient to adjust the pH of the solution to about 7.

As shown in Figure 1, a cheese mix is thoroughly blended and
coagulates due to the acidity of the lactobionic acid (step 103), or other acid
added in the case of using neutralized lactobionic acid. The mix is then
heated to about 180°F for about 5 minutes for a short-time pasteurization
treatment (step 105), and thereafter is homogenized (step 107). In step 109,
the curds and whey can be essparated by any conventional technique,
including, for axample, centrifugation, filtration, mechanical treatment, and
the like. The curd product can be packaged cold or hot, and thereafter is
stored cold. The cream cheese product (111) and the whey (113) contain
lactobionic acid. The whey product containing the lactobionic acid can be
reusad as a starting ingredient in subsequent cream cheese mixes. This
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reduces the amount of waste and makes the processing operation more
efficient. The introduction of lactobionic acid (whether free, salt form or
neutralized) does not bring about any undesirable organoleptic attributes,
such as off flavors, in the cream cheese product, while the texture,
appearance and mouthfeel is comparable with convantionally manufactured
cream cheese.

Referring now to Figure 2, cream cheese is prepared according to .
another aspect of the invention in which lactobionic acid is generated in situ
in the cream cheese mix via lactose conversion as catalyzed.by lactose
oxidase addition. In this process schemse, the cream cheese mix is prepared
(step 201), and then it s pasteurized (step 203) and thereafter homogenized
(step 205). At this juncture (step 207).'an oxidase enzyme Is added which
catalyzes the in situ oxidization of lactose present in the dairy liquide to
lactobionic acid. The lactobionic acid generated has a pH-reducing effect on
the cheese mix. Suitable oxidases in this respect include, for example,
lactose oxidase, cellobiose dehydrogenase, glucose-fructose oxidoreductase,
hexose oxidase, and any other oxidases having the above-mentioned
functionality.

A particularly suitable enzyme for lactose oxidation has been
developed by Novozymes A/S and Is described in Patent WO 9831890,
which is heraeby incorporated by reference. As lliustrated in Figure 7, the
lactose oxidase can be introduced and used in the form of a flavo-enzyme.
This flavo-enzyme from Novozymes A/S contains flavin adenine dinucleotide
(FAD) and, thus, doas not require an extamnal electron acceptor or a second
enzyme to regenerate the cofactor. This carbohydrate oxidase is produced in
a genetically modified microorganism. FAD (flavin adenine dinuclectide) is
used as a electron-transfer co-factor with the carbohydrate oxidase enzyme.
The anzyme includas activity between a pH of about 5 to about 8, and at
temperatures including up to approximately 100°F (88°C). The preferred
substrates are di, fri, and'tetrasacchaﬁdes. Among the disaccharides,
lactose is the most suitable substrate; oxidation at the C1 position of the
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glucose moiety of lactose results in lactobionic acid and hydrogen peroxide
formation in a single reaction step. This enzyme will generally be referred to
as ‘lactose oxidase.”" The activity units value is 146 U/ml, measured as
mMole oxidized glucose per minute at pH 6 and 77°F (25°C). As shown in
the reaction pathway schematically illustrated in Figure 7, FAD is reduced in
an intermediate form and then is deoxidized upon completion of the '
conversion of the lactose to lactobionic acid. Hydrogen peroxide is a by-
product of the reaction.

Cellobiose dehydrogenase is also a useful enzyme for converting
lactose to lactobionic acid. Canevascini et al., Zesitschrift fur Lebensmittel
Untersuchung und Forschung, 175: 125-128 (1962). This enzyme is,
however, complex and requires the use of a relatively expensive co-factor
(e.g., quinones, cytachrome C, Fe(lll}, and the like); it also requires
immobilization. Also, a second enzyme, iaccase, is required to regenerate
the co-factor used with cellobiose dehydrogenase. - The use of glucose-
fructose oxidoreductase to oxidize lactose results in two products, sorbitol
and lactobionic acid, and a further separation procedure is necessary to
recover the lactobionic acid product. Nidetzky et al., Biotechnology and
Bioengineering, Vol. 53 (1997). Nonetheless, glucose-fructose
oxidoreductase also is a suitable enzyme for the practice of this embodiment
of the invention. Alternatively less efficient enzyme systems can be used.
For example, lactase can be used to first hydrolyze the lactose o glucose
and galactose followed by oxidation of glucose and galactose using glucose
oxidase and galactose dehydrogenase.

The amount of oxidase enzyme added is an amount effective fo reduce
the pH or help reduce the pH of the cheese mix such that it coagulates. The
amount of oxidase addition preferably is sufficient to generate a lactobionic
acid content in the cheese mix of from about 0.1 to about 10 percent,
particularly from about 2 to about 6 percent, and morse particularly from about
3 to about 5 parcent, basaed on the total weight of the cheese mix before
separation of curd and whey.
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A lactic acid culture also can be added in step 207. As the lactic acid
culture also has the effect of converting lactose to lactic acid and reducing
the pH of the cheese mix, the amount of lactose oxidase added can be
adjusted downward to a relatively smaller amount to accommodate any
addition of culture in this regard.

Referring still to Figure 2, in step 209, the cheese mix is then
incubated at about 72°F for about 12 to about 20 hours. This incubation
period, or fermentation, is allowed to continue until the pH of the cheese mix
is about 4.5 to about 4.6. This is followed by heating to 180°F to Inactivate
any culture added (step 211). After homogenization (step 213), the cream
cheese curd (217) Is separated from the whey (218).

In experimental studies, such as described below, the addition of
carbohydrate oxidase permits the use of higher lactose levels or increases
the amount of the lactose-derived solids in the dairy liquid ingredients that
are converted to lactobionic acid, as compared to controls prepared with
cultures but not the oxidase. The amount of lactose conversion achieved in
the dairy liquid ingredients in this embadiment can reach about 85 percent or
more. This permits cheeses to be prepared having highly reduced lactose
content, or, altemnatively, higher lactose content dairy ingredients can be
used in the cheese mix.

Referring to Figure 3, another embodiment of the invention is
illustrated in which lactobionic acid is used as an active ingredient in a
cheddar cheese mix. Furthermore, in this illustration, lactic acid bacteria, or
other culture, is completely omitted, such that the cheese mix is directly
acidified using lactobionic acid alone in step 301. The cheese mix Is
prepared by mixing whole milk, water, and lactobionic acid in amounts
generally as described relative to the discusslon of Figure 1. Next rennet
(e.g., chymosin) is added and the mixture is incubated at about 88°F for
about 30 minutes. The coaguium is cut with a knife to permit syneresis (step
307). The temperature is increased to about 102°F with agitation and held
for about 60 minutes. The pH of the coagulum can be about 5.8 at this point.
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The whey (314) is removed from the curd (step 313), followed by salting
(315), pressing (317), and packing the cheese curd {(318). The whey by-
product (314) contains lactobionic acid and can be reused as a starting
ingredient in cheese production. .

As ta the renneting in step {303}, the most common methad of enzyme
coagulation is proteolysis by aspartate proteinases, which are enzymes that
hydrolyze proteins. The main source of these enzymes is rennet, which can
be obtained from animal, plant, or fungal sources. The active ingredient of
rennet is the enzyme fraction called rennin. The most important rennet is
chymosin. The traditional main source of rennet has been the abomasum of
young calves, but presently chymosin is commercially produced from
genetically altered-micro-organisms.

The cheddar cheese product made with and containing lactobionic
acid has satisfactory organoleptic and textural attributes without any off-
flavors, and it is comparable to conventional cheddar cheese in terms of
these characteristics. This embodiment, while illustrated with respect to
cheddar cheese, is also applicable to the production of other hard éheases.

Referring to Figure 4, this embodiment is a variation on the
embodiment of Figure 3 in that the lactose oxidase is used to partially replace
cultures to aid acidification of cheddar cheesse. In step 401;'the cheddar
cheese mix is prepared with only about 10 percent of the conventionat
amount of culturing (i.e., about 0.001 percent culture). An oxidase enzyme,
such as lactose oxidase, is also added to the cheese mix. The function and
amount of lactose axidase added here are similar to that described above
relative to the embodiment described in connection with Figure 2. Theraatter,
steps 403-419 are performed which are similar to steps 303-319 described in
relation to Figure 3.

The cheddar cheese product had satisfactory organoleptic and textural
attributes without any off-fiavors, and it is comparable to conventional
cheddar cheese in terms of these characteristics. The oxidase converts a
significant portion of the original lactose content of the dairy ingredient (e.g.,
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milk) to lactobionic acid, which also helps to acidify the mix. Generally, about
10 to about 50 percent of the lactose can be converted to lactobionic acid;
more preferably, about 20 to about 40 percent is converted.

Referring now to Figure 5, oxidase enzyme generation of lactobionic
acid in situ for direct acidification of membrans filtered cheese in lieu of
culturing is illustrated according to another embodiment of thé invention, The
UF cheese mix is prepared including an oxidase (step 501), 'Useful axidases
in this regard include those such as described above relative to the
discussion of Figure 2. Whole milk Is ultrafiltered or microfiltered using a
conventional apparatus for this purposes (step 503). Milk Is cycled across a
semi-permeable membrane at an elevated pressure such that water and low
molecular weight components pass through the membrane, while certain
proteins and fats are retained by the membrane. The semi-permeable
rﬁembrane, for example, can be selected to restrict passage of molecules
having a molecular weight larger than about 10,000. In step 505, sweet
cream and rennet are added, followed by coagulation (step 507), end
evaporation (step 508) to form the product 511 which is then packed.

The lactose axidase is added in an amount effective to dxidize at least
a portion of the lactose to lactobionic acid, and to reduce the pH of the
cheese mix sufficiently that a separately added rennet can induce
coagulation. Generally the amount of oxidase added is sufficient to oxidize at
least about 10 percent of the lactose present, more preferably about 10 to 95
percent of the iactose present, and even more preferably about 20 to about
40 percent of the lactose present.

The use of such an oxidase to generate lactobionic acid in situ using
lactose present in the mixture offers the added advantage of significantly
reducing lactose levels in the manufactured cheese or other dalry products
as compared to those otherwise present in the absence of oxidase addition,
all other things equal. Again, this permits attainment of either lower lactose
levels in the cheese or other dairy product or the ability to use dairy
ingredients in the cheese mix having higher lactose levels than otherwise

-15-



10

15

30

WO 02/085592 PCT/US02/14337

would be ordinarily used. The lactobionic acid also serves to displace and
diminish starter culture requirements, either partly or fully, otherwise
applicable to cheese manufacture, while maintaining adequate texture and
without the appearance of off-fiavors. Where only part of the culturing is
replaced with lactobionic acid introduction, the coagulation of the cheese mix
can be performed via acid coagulation alone using both lactic acid and
lactobionic acid added in a combined amount. In this way, yields are
improved as time savings are achieved by at least reducing the culturing
requirements. The optional co-addition of flavor concentrate to the cheese
mix including the lactobionic acid can be used to adequately compensate in
flavor for any reduced or omitted starter culture usage insofar as any desired
cultured notes.

In an important embodiment of the presant invention, lactobionic acid
is incorporated into process cheese. Referring to Figure 6, lactobionic acid,
in various forms, is added to @ process cheese mix otherwise including
conventional ingredients such as emulsifiers, salt, preservative, colorants,
comminuted hard cheese, and dairy components such as whey protein
concentrates and dry whey (step 601). The cheese mix is heatad to a plastic
homogenous mass (step 603), and then Is packed and cooled (step 605). In
Figure BA, the lactobionic acid is added directly to the process cheese mix
preparation. In Figure 6B, the lactobionic acid is added using cheese
containing biogenerated lactobionlc acid. And in Figure 8C, the lactobionic
acid is added using whey or whey concentrate or permeate. containing
biogenerated lactoblonic acid. Such whey concentrate could be obtained, for
example, by treating whey with an appropriate lactose oxidase. The process
cheese product made with and containing lactobionic acid has satisfactory
organoleptic and textural attributes without any off-flavors, and it is
comparable to conventional procass cheasa in tertns of these characteristics.

In the production of process cheese, it is often desired to radpoe the
fat and/or dry matter content of the process cheese. This need is based, infer
alia, on_consumer preferencas for iow calorie products and attempts to save
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costs per unit amount of process cheese. If either the fat or dry matter
content in process cheese is reduced, however, there is often a problem
conceming the texture of the resulting reduced fat and/or dry matter content
product. Namely, such a product will usually have a degraded texture and fail
in the sensory evaluation (i.e., mouthfeel). The addition of lactobionic acid
and/or a salt thereof to process has been found to provide a process cheese
capable of having a reduced fat and/or dry matter content while preserving
the taxture and the sensory characteristics associatad therewith. Specifically,
it has been found that lactobionic acid or a salt thereof enhances process
cheese post-creaming behavior (i.e., it increases the hot cheese viscosity
during creaming following a heat treatment of the process cheese
formulation). Lactobionic acid was found to be effective in enhancing
process chease post-creaming (i.e., increasing the hot cheese viscosity (or
maintaining it at a reduced fat and/or dry matter content)), but not delaying
the creaming process. Many firming agents (e.g., dextran, locust bean gum,
and the like) also increase the hot cheese viscosity during creaming, but
generally result in delaying the entire creaming process. Furthermore, gums
and starches lead to negative sensory attributes (e.g., mouthfesl and surface
gioss) even at amounts of less than 2 percent. Gums, for example, cannot be
used in some process cheese spreads at all for that reason.

Accordingly, the present invention provides a process cheese
comprising about 0.1 to about 10 percent of lactobionic acid and/or a sait
thereof. Preferably, the amount of lactobionic acid or a salt thereof in the
process cheese of the present invention is in the range of from about 0.5 to
about 7 percent, and more preferably about 1 to about 5 percent.

. The lactobionic acid may be introduced into the process cheese
formulation as such or in the form of its salt or mixtures theracf. Any salt may
be used as long as it is acceptable in a food product and does not otherwise
deteriorate the proceas cheese characteristics. Examples of respective salts
are alkali and earth alkali metal salits such as sodlum, potassium, calcium,
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and magnesium salts as well as ammonium salts. Among these salts, sodium

and caicium salts are preferred.

The dry matter content in the process cheese of the invention
preferably amounts to about 25 to about 60 percent, and more preferably
about 30 to about S0 percent. The fat content in the process cheese
according to the present invention is preferably about 5 to about 40 percent,
and more preferably about 7 to about 30 percent. in this context, the
expression “reduced fat and/or dry matter content” is to be understood as
relating to a corresponding cheese formulation which does not contain
iactobionic acid. Accordingly, the person skilled in the art will appreciate that
there may be process cheese formulations without lactobionic acid and
having a jower fat and/or dry matter content than a process cheese according
to the present invention. However, those conventional process cheese .
formulations will consequently lack the characteristics of the corresponding
process chease of the invention, such as textural stablility and sensory
benefits. '

A process cheese of the present invention, including one having a
reduced fat and/or dry matter content, may be produced by mixing -
conventional process cheesa formulation ingredients with lactobionic acid
and/or a salt thersof. Ingredients conventionally used in the manufacture of
process cheese comprise cheese, butter, anhydrous mitk fat, casein, skim
milk powder, whey powder, carbohydrates (such as starch, lactose, lactic acid
and binding agent), salts (such as sodium chloride and melting or emulsifying
salts (e.g., salts of citric and phosphoric acids)) and water. Thet is,
conventionally used process cheese formulations may be employed in the
process of the present invention.

in the process of the invention, the lactobionic acid is preferably added
in the form of an aqueous solution wherein the acid is introduced as such or -
in the form of its salt. A salt of lactobionic acid may be formed by adding a
base such as sodium hydroxide, potassium hydroxide, magnesium hydroxide
or calcium hydroxide or the respective carbonates to a solution of’ lactobionic
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acid. The salt may also be formed by adjusting the pH in the process cheese
formulation. Thus, it is to be understood that normally lactobionic acid salt
will be formed upon mixing of the process cheese formulation ingredients with
lactobionic acid. Preferably, the pH of the resulting process cheese
formulation is adjusted in the range of about 5.5 to about 5.9, more preferably
about 5.6 to about 5.8,

In a preferred embodiment of the process of the prasent invention for
preparing process cheese, the lactobionic acid and/or its salt partially or fully
replaces lactose in the process chease formulation. An additional benefit of
the invention is that browning due to the Maillard reaction is not increased in
formulations with mainteined lactose level and drastically reduced in
formulations where lactose is partially replaced by iactobionic acid or its salt.

in the mixing step of the process according to the present invention,
ény mixing procedure practiced in the manufacture of process chesse can be
used. Typically, this is a mbdng to homogeneity under stirring/shear
conditions at temperatures between about 15 and about 30°C, and more
preferred between about 20 and about 25°C. Conventional mixing equipment
may be used such as any type of blender (e.g., stirrer, single or double
ribbon, and the like). The mixing step as such wili result in the desired -
texture (i.e., gel-like paste); the resulting product can be packaged as the
final product or it may be treated further if desired or necessary depending on
relevant government regulations. For example, an UHT (ultra high
temperature) treatment is legally required in certain countries or regions (e.g.,
European Union) to ensure a reduction of specific microocrganisms (e.g.,
Clostndia). The structure of the process cheese mixture will usually be
destroyed in a heat treatment step yielding a solution of highly hydrated
ingredients regardless of the particular mixing device or procedure applied.
Such a treatment will normally require a subsequent post-creaming of the
mixture to regain the desired textural properties (i'.e.. a firm gel structurs).
Procass cheese that doas not undergo such a texture-destroying treatment,
such as in the United States, generally are not post-creamed, .
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A detailed process for preparing process cheese with a post-creaming
procedure will now be described. [f the resulting mixture of process cheese
formulation ingredients and lactobionic acid or its salt is heat treated, this
treatment can be carried out under conditions commonly employed in the
sterilization or UHT treatment. That is, the temperature is preferably about
105 to about I150°C. If the heat treatment Is a UHT treatment, the temperature
is more preferably about 135 to about 140°C (in case of indirect heating, e.g:,
with a plate heat exchanger) or about 140 to about 150*C (in case of direct
heating, e.g., by steam injection). If the heat treatment is a sterillzation
treatment, a more preferred temperature is in the range of about 110 to about
120°C. The heat treatment is preferably carried out for about 2 seconds to
about 20 minutes. More preferably, in case of the UHT treatment, the heating
time is from about 2 to about 15 seconds, whereas it is in the range of from
about 10 to about 20 minutes for the sterilization treatment. In general, the
heat treatment can be carried out by means of direct steam injection or by
using & scraped surface heat exchanger or any type of batch cooker (e.g.,
Stephan cooker) as conventionally used in this art.

In case of heat treatment, the heat-treated mixture is subsequently
cooled to a temperature of preferably below about 100°C and above about
15°C (e.g., about 25 to about 88°C). Economically sensible is of course a
temperature that is close to that one of the following post-creaming step.
Therefore, a particularly preferred range Is about 70 to about 85°C. The
cooling may be carried out by flash cooling (by pressure release) or by using
any type of heat exchanger or other cooling device such as a plate heat
exchanger, scraped surface heat exchanger, and the like, or.any combination
thereof,

" Next, the cooled mixture is subjected to post-creaming which is
preferably carried out at a temperature from about 70 to about 85°C, and
more preferably about 80 to about 85°C. The post-creaming treatment can
be carried out in any conventional vessel or tank with a device that allows a
gentle, smooth stirring/shearing action. The post-creaming treatment is
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preferably conducted until the v-iscosity level of a corrasponding process
cheese not containing lactobionic acid or its salt is achieved. Time-
dependent viscosity curves of conventional post-creaming procedures are
shown in Figures 8 and 8. As is evident from these curves, after an initiation
phase, the viscosity reaches a plateau; preferably, the post-creaming
treatment is continued until this plateau is reached. For purposes of this
invention, this plateau is considered to be the 'time-independ.ant viscosity
level.”

Although it may be desirable for better procass monttoring, It is not
necassary to measure the viscosity or related parameter in order to benefit
from the effect of the invention. A few test trials and the evaluation of the
corresponding product texture may be sufficient to quickly identify the
optimum creaming time (which will usually be at the plateau) for a formulation
containing lactobionic acid or its salt. A plant manufacture can then be run
with a time identified this way. The period of the post-creaming treatment is
preferably up to about 90 minutes, and more preferably about 10 to about 40
minutes. The shear rate employed In the post-creaming treatment will usually -
affect the creaming time and will vary depending on the plant layout (e.g.,
size, continuous or batch operation, and the like). However, characteristics
such as shear rate do not have to be used as a controlling pafameter.

In a preferred ambodiment of the process of the present invention, the
post-creaming reaction is initiated ("catalyzed®) by adding well-creamed
finished product (i.e., pre-cooked cheess) in an amount of up to about 10
percent, preferably more than about 0.1 percent, more preferably in the range
of from about 0.5 to about § percent, and most preferably about 2 percent.
The pre-cooked cheese may be an ad hoc prepared materia! or, as in
Examples 8 and 9, a commercial product. in the plant, it may be convenient -
to use rework as the pre-cooked cheese for initiating the post-creaming
reaction. The amount of pre-cooked chesse will affect the creaming time to a
certain extent {i.e., the more pre-cooked cheese the shorter the creaming
time); in Examples B and 9, portions of a creamed commercial product served
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this purpose. The addition of such a “catalyst® (i.e., pre-cooked cheese) is
important to achieve the short creaming times in the Examples B and 8. if no
pre-cooked cheese is used, the posi-creaming usually takes considerably
longer (e.g., sometimes twice as long). Figures 8 and 9 are graphs showing
the post-creaming curves (i.e., viscosity as a function of time) for the samples
described in Examples 7 and 8, respectively.

The heat-treated and post-creamed proceas cheese may be further
treated in the conventional manner (e.g., cooled, packaged, stored). The
resulting process cheese is beneficial over conventional products in that it
preserves comparable texture and sensory afiributes at a lower fat and/or dry
matter content or, aitematively, axcels when exhibiting the same fat and dry
matter content.

Having generally described the embodiments of the process illustrated
in the figures as well as other embodiments, the invention will now be
described using spacific axamples which further illustrate various features of
the present invention but are not intended to limit the scope of the invention,
which is defined in the appended claims. All parcermages used herein are by
weight, unless otherwise indicated.

EXAMPLE.-1. An experimental composltion incorporating features of
one embadiment of the invention was prepared to demonstrate the use of
lactobionic acid for direct acidification in the manufacture of cream cheese.
The compaosition of the cheese mix prepared in this regard is presented in
Table 1.

In order to prepare the cream chease mixture, the lactobionic acid,
commercially obtained from Lonza inc. (Fairilawn, NJ) as a white crystalline

W

powder, was dissolved with stirring in the water used in the composition. The -

lactobionic acid was added in its free acid form in this experiment. The
lactoblontc acid-containing solution then was blended with the rest of the
ingredients comprised of the sweet cream, ultrafiltered milk, salt (NaCI), and
gum carob. The blend coagulated and the pH of the resulting mix was about
4.52. The blend was then cooked to about 180°F, and then homogenized at
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about 2500 psl. Throughout this process, the liquid dairy component was not
permitted to cool to below about 140°F. The cream cheese product obtained
was then packaged in individual eight ounce cups and stored cold.

Table 1. Ingredients of an inventive cream cheese composition.

UF milk (5X)
lactoblonic acld

The cream cheese product was organoleptically evaluated by trained
evaluators. No off-flavors were detected. The overall appearance, taste,
texture, and mouthfeel were acceptable. Also, the lack of cultured notes in
the directly acidified cream cheese obtained could be overcome by using
flavoring systems for creating a desired cream cheese flavor. .

EXAMPLE 2. An experimental composition incorporating features of
another embodiment of the invention was prepared to demonstrate the use of
lactose oxidase enzyme to generate lactobionic acid /in situ for -acldiﬁcation of
cream cheese. The composition of the cream cheese mix is pressnted in
Table 2. This composition was compared with a control composition -
representative of a conventional cream cheese.

In this experiment, an enzyme ingredient, lactose oxidase, was used to
generate lactobionic acld in situ during the production of the cream cheese.
The lactose oxidase was obtained from Novozymes A/S (Franklinton, NC).
This lactose oxidase was a flavo-enzyme having FAD (flavin adenine
dinucleotide) present as co-factor with the lactose oxidase.

-
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in order to prepare the cream cheese mix, the sweet cream, WPG 80,
salt, gum carob, cream cheesse flavor concentrate, and K sorbate were
blended. The biend was then cooked to about 180°F by heating and held for
about 5 minutes, followed by homogenization of the cooked blend at about
2500 psi. At this juncture, the homogenized mix was inoculated with the
lactose oxidase enzyme and a bulk cream cheese starter culture. The starter
culture was a commercially available DVS Lactococcus factis culture obtained
from Chris Hansen, Inc., Milwaukee, Wisconsin. After incubating at about
72°F overnight (about 16 hours), the pH had dropped to about 4.4. After
adjusting the pH to about 4.7 using fresh uninoculated cream cheese mix, the
mixture was then subjected to a heating step at about 180°F and
homogenized at about 2500 psi. The cheese product obtained was then
packaged in 8 ounce cups and stored colid.

As a control run, another chesse mix was prepared according to the
formulation described in Table 2 and the procedure described above, except
that it omitted the lactose oxidase ingredient. The mixing percentages of the
control run also are presented in Table 2.

Table 2. Ingredients of inventive and control cream cheese compositions.

Ingredient inventive 8ample " Control Sampls
Amount Amouwnt
sweet cream 77.83 79.41
water 3.23 243
UF mitk (5X0 17.0 17.0

lactose oxidase 0.82 0
(258 U/mi)

culture 0.01 ' 0.01
salt 0.70 ) 0.73
gum Q.30 0.31
potassium sorbate | 0.03 0.03
flavorams 0.08 0.08
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The untreated control cream cheese product was determined to
contain about 2.5 parcent lactose. By contrast, the lactose oxidase
enzyme-treated cream cheese product representative of the invention
contained only about 0.3 percent lactose. The lactobionic acid content of the
cream cheese products was determined using high performance liquid
chromatography using an ion exchange protocol. In the case of the lactose
oxidase enzyme-treated product, about 88 percent of the original' lactose had
been converted to lactobionic acid.

As also shown by these results, this invention permits and enables the
use of higher lactose containing whey protein concentrates in cream cheese
mix formulations in addition to in sifu generation of acidity to aid acidification.

EXAMPLE 3. An experimental composition incorporating features of
yet another embodiment of the invention was prepared to demonstrate the
use of lactobionic acid for direct acidification in the manufacture of cheddar
cheese.

A cheddar cheese mixture containing 20 g lactobionic acid dissolved in
475 m| milk and 5 ml water was prepared in a sterile beaker. 500 uL double
strength CHY-MAX™ was then added to the mixture. CHY-MAX™ is a range
of fermentation produced chymosin products, and it was obtained from Chr.
Hansen, Inc., Milwaukee, Wisconsin. The resulting mixture was incubated at
about 88°F for about 30 minutes. The coagulum was cut with a knlife to allow
syneresis. The coagulum was cooked to increase its temperature from about
88°F to about 102°F with frequent shaking in a water bath. Once the
coagulum reached about 102°F, it was incubated for about an additional 60
minutes at a pH of about 5.8, decanted, and then pressed to remove whey.
The curd was salted with 0.7 percent sodium chioride. The saited curd was
pressed overnight (i.e., about 16 hours), and theri the cheese was packad in
vacuum bags.

The cheddar cheese product had satisfactory organoleptic and textural
attributes without any off-flavors being detected. This embodiment offers time
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savings in hard cheese production, and thus increased output yields, due to
the elimination of processing involving lactic acid bacterial cultures.

EXAMPLE 4. An experimental composition incorporating features of
another embodiment of the invention related to the manufacture of hard
cheeses was prepared to demonetfrate the use.of lactose axidase to partiaily
replace cultures, to aid acidification in cheddar cheese making.

In order to prepare the cheddar cheese mbdurs, 850 units of lactose
oxidase of the same type as that described in Example 2, was added {o 475
mi milk and 5 ml water in & sterile beaker with mixing along with 0.001
percent starter culture. The starter culture was a DVS Lacfococcus lactis
culture, supplied by Chris Hansen, Inc., Milwaukes, Wisconsin. The amount
of culture nommally used in cheddar cheese making is about 0.01 parcent of
the cheass mix, 80 this example employad only about 10 percent of the
typical amount of starter culture content in a cheese mix.

Then, 500 uL of double strength CHY-MAX™ was added, and the
resulting blend was incubated at about 88°F for about 30 minutes. The
coagulum was cut with a knife to allow syneresis. The coagulum was cooked
to increase its temperature from about 88°F to about 102°F with frequent
shaking in a water bath. Once the coagulum reached ébout 102°F, it was
incubated for an additional 60 minutes at pH 5.8, decanted, and then pressed
to remove whey. The curd was salted with 0.7 percent sodium chioride. The
salted curd was pressed overnight (i.e., about 16 hours), and then the cheese
was packed in vacuum bags. .

The results demonstrated that the in situ production of the lactobionic
acid in cheddar cheese prepared in this experiment according to an
embodiment of the invention reduced the amount of culture needed to be
added to the cheese mix to lower the pH as needed.

Also, the lactose axidase enzyme-treated cheddar cheese product
representative of the invention contained less than about 0.2 percent lactose.

-A-separate control run of the cheddar cheese product, prepared in the same

way except using 0.01 percent starter culture and without the iactose oxidase
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ingredient, was determined to contain iess than about 0.3 perc'ent lactose.
The cheddar cheess product had satisfactory orgarioleptic and textural
attributes without any off-flavors, and it was comparable to the control sample
of cheddar cheese in terms of these characteristics.

EXAMPLE 5. In another experiment, a lactose oxidase enzyme was
used to generate lactobionic acid in situ for acidification in the production of
UF cheese in lieu of culturing. The composition of the UF cheese mix is
prasented in Table 3.

For this procedure, 1000 mi of frash skim milk was concentrated up to
about five times at about 145°F using a ultrafiitration device having a
membrane pore size which restricted passage of molecules larger than
10,000 molecular weight. Prior to starting ultrafiltration, a lactose oxidase
enzyme of the same type described in Example 2 was added in an amount of
0.2 units per gram of milk. 5.4.g of salt also was added st this time.
Concentration was completed by the ultrafiltration procedure when 80 percent
of the original mitk volume was removed. 103 g of sweet cream (40 percent)
was then added to the concentrated milk to achieve a protein to fat ratio of
about 0.8. 10 ul of rennst was added to the concentrated skim milk/cream
mixture, and the mixture was stirred slowly until the lactose oxidase enzyme
had converted sufficient lactose to lactobionic acid such that the mixture to
reached a pH of about 5. Evaporation was performed to reach the final
desired cheese moisture level by a conventional evaporation method used for
purpose.

sweet cream (40%)

enzyme
salt

27
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By determining the lactose content in the product UF cheese and-
comparing that value with that of a control run, in which the UF cheese was -
prepared in the same manner except omitting the addition of the lactose
oxidase, it was confirmed that the lactose present in the skim milk was
converted into lactobionic acid when processed in the presence of the lactose
oxidase enzyme. Additionally, less diafiltration was needed for the reacted
retentate, as compaﬁad to that typically used in conventional UF cheese
production, because of the conversion of lactose to lactobionic acid. .That is,
this embodiment captured much more lactose derived solids than the same
process would using starter cultures. Since lactobionic acid (formula weight
358.3) has a mass weight/mole that is about four times the mass weight/mole
of lactic acid (formula weight 90.08), on a molar basis, a greater mass
derived from lactose is therefore retained on an equimolar basis when lactose
is converted to lactobionic acid, such as according to this embodiment of the
invention, rather than to lactic acid.

EXAMPLE 6. In this experiment, process cheeses were prepared from
cheese mix compositions containing ons of three different forms of
lactobionic acid. The basic compositions of the three process cheese mixes
are presented in Table 4. They only varied as to tha particular form of the
lactobionic acid used. As a control run, another cheese mix was prepared
according to the formulation described in Table 4 and the procedure
described below, axcept that it omitted the lactobionic acid.

The cheese mixes representing this invention comprised the following
ingredients: whey protein concantrate (WPC 34, Wisconsin Whey
international, Juda, Wisconsin) containing 34 percent whey protein, milk
protein concentrate (NZ MPC-70, New Zealand Milk Products, Wellington,
New Zealand), dry whey (containing 71.78 percent lactose; Krafen, Kraft
Foods, Glenview Iii.), water, comminuted cheese, anhydrous milk fat (AMF),
the colorants APO and annatto, sorbic acid, emulsifying agents (i.e.,
monosadium phosphate and disodium phosphate), sait (NaCl), condensate,
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and lactobionic acid. The condensate is the water added into the cheese
mass during cooking by way of condensation of steam used in the direct
steam injection process used in the process cheese manufacture. The
amount of condensate is dependent upon the time, temperature of cooking,
and initial temperature of the cheese mix. This amount is determined and is
used in adjusting the water in the formulation. The control run had the same
composition except that it did not contain lactobionic acid (all other
components were included using the same ratios).

The cheese making procedure was as follows. Cheese, AMF,
emulsifying salt, sorbic acid, mono and disodium phosphats, APO and
annatto were added to a Hobart blender bowi and blended for about 2
minutes. A wet blend of the rest of the ingredients was made in the
lactobionic acid solution (described below) and added to the blender bowi.
Mixing was continued until all the components were well blended. For the

_ control run, a wet blend of the rest of the ingredients was instead made in the

water without the lactobionic acid, and that wet blend was added to the
blender bowl.

The blended mixture was transferred to a cooker where it was cooked
via direct steam injection. The mix was cooked to about 184°F at a heating
rate of about 1°F/min. The temperature was malntained at about 184° F and
blending was continued for about 2 minutes: The product was poured into 8
ounce cups, cooled and stored refrigerated until further use.
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Table 4: Ingredients of an inventive process cheese composition.

Form of Lactoblonic acid®

No monosodium phoaphutamadﬂadwhnnﬂnlndobloﬂcaddm
directly used. Instead, an equivalent amount of disodium phosphate was added in

addition to the amount of that ingradient already specified for that Ingredient in Table
4 for the formulation.

2 The “condensate” mmmraddadlmmmmmﬂduﬂm
cooking by way of condensation of steam used In the conventional direct sieam
injection process usaed in the process cheeas making. The amount of condensate Is
dependent upon the time, temperature of cooking and the Initlal temperature of the
mbe. This amount was determined and was used In adjusting the water In the cheese

com n.

3 One of thres different forms of iactobionic acid were added respactively to
the three different chease mix sampilas having the above composition. These three
different lacloblonic acld forms tested were added In solution as follows: (a)
lactoblonic acid dissolved In the water and used directly; (b) laciobionic ack! solution,
made by dissolving free acid In the water followed by neulralizing the acid solution
with sodium hydroxide to a pH of about 7 before adding the lactoblonic acid
conialning solution to the chease mbg and (c) calcium salt of lactoblonic ackd,
calcium jactoblonats, which was dissolved in the water.

Additional process cheese samples of each of the three basic

formulations described above were prepared by adjusting the lactobionic acid
addition rate such that its level varied from about 1 to about 6 percent, in
about 1percent increments through that range. A level of about 4 percent
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lactobionic acid was found to be optimal in the process cheese products
tested.

Appearance, flavor, texture and mouthfeel, and overall taste were
organoleptically evaluated in a qualitative manner for each sampie by a group
of five evaluators using a four point scale of scoring: not aocep-tabie, same as
reference product, marginally better than reference product, and significantly
better than reference product.

As the results of this evaluation, the process cheese containing the
neutralized lactobionic acid was found to have an appearance similar to the
control product. The texture and mouthfeel of that cheese product was also
found to be on par with the control. Use of free form lactobionic acid did not
contribute to any off-flavors and some evaluators commented that it
enhanced cheesy/dairy notes in the product.

The process cheese products containing non-neutralized lactobionic
acid and calcium lactobionate were found to have acceptable cheese flavor.
The appearance, texture, and mouth feel of those samples deciined at higher
levels of addition (greater than about 4 percent).

Examples 7 and 8. These examples also illustrate the Inclusion of
lactobionic acid in process cheeses. All ingredients of the desired process
cheese formulation are mixed and pre-emulsified for 3 minutes using
Thermomix TM21 (Vorwerk) at speed setting 6 and room temperature. In
Example 7, the resulting mixture Is heated in a Roversi apparstus to 60°C by
indirect heating followed by direct steam hearing for 80 seconds. in Example
8, the mixture is heated in the Roversi apparatus to 50°C by indirect heating
followed by direct steam heating for 105 seconds. in both examples, the
mixture is cooled to 80°C, mixed with 2 percent pra-cooked chease (“rework”;
creamed commercial product), and post creamed in a Brabender
Farinograph-Resistograph, speed setting 2, at 80°C untll the viscosity
plateau is reached (about 1 hour in both examples). The product is filled Into
containers, allowad to cool to ambient temperature, further cooled, and stored
at 4°C for at least 2 weeks.
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The Brabender Farinograph used in the Examples 7 and 8 records the
torque (100 Farino units = 1 N m) which is related to the hot cheese viscosity.
This device is used for small-scale experimentation since it mimics the
creaming tank that is used in a plant and combines it with a viscosity-
recording device; such a device is, of course, not mandatory in the plant.
Tests were conducted to ensure that the creaming curves obtained from both
the Brabender Farinograph and the viscosity-measuring device used in the
pilot plant are comparable (i.e., representative). The Farinograph is further
described in detall in "The Farinograph Handbook®, 3rd ed., B.L. D'Appolonia
and W.H. Kunerth, eds., American Association of Cereal Chemists, St. Paul,
US.A., 1984.

In Example 7, process chease compositions of the following final
formulations were prepared:

Control 1 inventive Example 7
Dry matter : 420 409
Fat 178 15.0
Protein 9.9 9.5
Lactose 5.8 5.7
Lactoblonic acld 0.0 2.0

All processing parameters are identical for both formulations. The
incorporation of 2 percent lactobionic acid allows a solids reduction of 1.1
percent and at the same time a fat reduction of 2.8 percent.

The detailed ingredients of the samples of Example 7 are as follows:
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Butter 18.87
MIIK protein ' 14.58

Cheese 17.50 17.50
Melting salis 3.15 328
§

Water 45,38 . 41.28
Sodium chioride 0.90 Y
. Binding agent 1.82
_Lactoblonic acld __ 0.0

Both formulations exhibit or are finally adjusted to a pH between 5.6 arid 5.9,
10  more preferred to a pH between 5.6 and 5.8.

In Example 8, process cheese compositions of the following final
formulations were prepared:

Dry matter
Fat
15 | Proteln

Lactose
Lactoblonic acld

All processing parameters are identical for both formulations. The
incorporation of 3 percent of lactobionic acid allows a solids reduction of 0.6
20 percent and at the same time a fat reduction of 3.3 percent.
The detalled ingredients of the samples of Example 8 are as follows
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| conmi2 1 ivertveErampies |}

Milk protein
Cheese
Meliing salts
Water
Sodlum chioride
L.actic acid
_Lactoblonic scid_

" Both formulations exhibit or are finally adjusted to a pH between 5.6 and 5.9,
more preferred to a pH between 5.6 and 5.8.

The creaming curves (i.e., changes in hot cheese viscosity) for
Example 7 samples are shown in Figure 8 and for Example 8 samples in
Figure 8. The creaming curves of both inventive samples closely match
those of the reference (prior art) samples representing the desired hot
cheese viscosity. Differences in sensory atiributes (e.g., surface gioss,
stickiness to the foil, creaminess, saltiness, and soumess) between the
inventive and control sampies could not be identifled by an informal sensory
evaluation.

Example 9. This sxample illustrates the preparation of reduced
lactose milk using lactose oxidase to convert lactose to lactobionic acid.
Whole milk was pasteurized at 161°F for 15 seconds and then cooled to
113°F. Lactose oxidase was added st a level of about 4 units/ml of milk. The
reaction mixture was stirred thoroughly to disperse the enzyme. The
resulting mixture was then incubated at 113°F overnight to aliow the
enzymatic reaction to proceed. A control sample was exposed to the same
conditions except no enzyme was added. Samplas were analyzed for lactose
and lactobionic acld:.
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Example 10. This example iliustrates the blogeneration of lactobionic
acid in sour cream using lactose oxidase. Formulations for a control and
inventive sour cream are as follows:

8kim milk

Cream
Water
Culture

Lactose oxddase

A mixture of skim milk, cream, and water was heated to 72°F followed by the
addition of the culture (i.e., Lactococcus lactis subsp:. diacetilactis and
Leuconostoc) and rennet for the control sample or the addition of culture (i.e.,
Lacfococcus lactis subsp. diacetilactis and Leuconosfoc), rennet, and lactose
oxidase for the Inventive sample. The mixtures were incubated at 72°F
ovemight to obtain the sour cream. The amount of [actose was reduced from
about 2.5 percent in the control sample to about 1.7 percant in the inventive
sample using the enzyme treatment.

Example 11. This examples illustrates the biogeneration of
lactobionic acid in yogurt using lactose oxidase oxidase to generate acidity
and reduce lactose levels. Milk standardized to 2% milk fat was heated to
187°F and held at that temperature for 20 minutes. After homogenization at
150°F, the mixture was cooled to 115°F. Culture (control sample) or culture
and lactose oxidase (inventive sample) were added and the mixture

25
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incubated at 113°F for 4 hours to pH 4.6. Lactose oxidase was added at a
level of about 4 units/ml of milk. The culture was a mixture of Lactobacillus
bulgericus and Streptococcus thermophilus. The control yogurt contained
about 3.4 percent lactose as compared to about 0.14 percent in the enzyme
§ treated yogurt.
Example 12. This example illustrates the use of lactobionic acid
(either directly added or generated /n situ) to modify whey proteins. Whey
proteins modified using lactobionic acid are more functional as process
cheese ingredients compared to whey proteins modified using traditional
10  acids. Such modified whey proteins can be used as an ingredient in cheese
or other dairy products.
Sample A. WPC-35 (30.5 Ibs; whey protein concentrate containing 35
percent protein) was mixed in 51.2 Ib water and acidified to pH 3.78 using 3.7
ib lactobionic acid. The resuliting mixture was heated to 80°C and held for
15 180 minutes and spray dried to produce a powder contalning 26 percent
protein. The modified WPC was incorporated into a process cheese formula
at 16 percent by weight. The resulting process cheese had a penetrometer
fimness value of 8.6 mm compared to 11.9 mm in process cheese
incorporating the same level of whey protein modified using lactic acid, and
20 15.4 mm for process cheese produced using an unmodified WPC-35.
Sample B. WPC-35 was reconstituted in water to a total solids
concentration of 33 percent and a final lactose concentration of 15 percent.
This solution was pasteurized at 70.4°C for 15 minutes and cooled to 55°C.
Lactose oxidase was added at 2 units/mL. Three liters of the reaction mixture
25 was incubated in a 5 liter bioreactor vessel (New Brunswick) at 55°C; pH was
' maintained constant at 7.0 and aeration was provided with constant sparging
of filtered air and agitation at 75 rpm. The bioconversion was aflowed to
proceed for 48 hours resulting in the formation of the sodium salt of
lactobionic acid. The pH of the resulting solution was adjusted to 3.35 with
30 lactic acid; this was followed by heating to 176°F for 180 minutes. The heat-
treated slurry was freeze dried.
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The freeze dried modified WPC was incorporated into a process
cheese formula at 16 percent. The resulting process cheese had a
penetrometer firmness value of 8.2 mm compared to 12.6 mm in process
cheese incorporating the same level of whey protein modified using lactic
acid, and 16.5 mm for process cheese produced using an unmodified WPC-
3s. .

Sample C. WPC-35 was reconstituted in water to a total solids
concentration of 33 percent and a final lactose concentration of 15 percert.
This solution was pasteurized at 70.4°C for 15 minutes and cooled to 55°C.
Lactose oxidase was added at 2 unite/mL. Three liters of the reaction mixture
was incubated in a 5 liter bioreactor vessel (New Brunswick) at 55°C, pH was
maintained constant at 7.0 using pH stat and aeration was provided with
constant sparging of filtered air and agitation at 75 rpm. The bioconversion
was allowed to proceed for 48 hours resulting in the formation of the sodium
salt of lactoblonic acid. The pH of the resuiting solution was adjusted to 3.35
with lactic acid; this was followed by heating to 176°F for 180minutes. The
heat-treated slurry was cooled to 40F and stored for use as a liquid
ingredient .

The liquid modified WPC was incorporated into a process cheese
formula at an amount providing 12% whey protein by weight. The resulting
process cheese had a penetrometer firmnass value of 3.9 mm compared to
14.9mm in process cheese incorporating the same level of whey protein
modified using lactic acid, and 17.7.5 mm for process cheese produced using
an unmodified WPC-35.

Example 13. This examples illustrates the use of lactoblonic acid to
increase the lactose derived solids in process cheese. Because of the
tendency of lactose to form undesirable crystals, lactose contents are
generally limited to between about 6 and about 9 percent In process cheese
products depending on the specific formulation. Using lactobionic acid in
addition to the lactose normaily present aliows higher lactose derived solids
to be used in procass cheese products.
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Lactobionic acid 0.71b was combined with 2.9 Ib MPC-70, 0.5 Ib
WPC-35, 4.7 Ib dried sweet whey, and 11 Ib water. This mixture was added
to a melted blend of 40 |b cheddar chesss, 2 Ib anhydrous milk fat, and 1.7 |b
emulsifying salts. The resulting process cheese was packed into slices. The
process cheass slices containing 1 percent lactobianic acid were no different
from control process cheese slices containing no lactobionic acid, but had the
advantage of replacing about 1 percent of the protein and fat solids with
lactobionic acid.

Example 14, This examples lilustrates the use of lactobionic acid to
repiace milk fat in process cheese. Lactobionic acid can replace up to 25
percent of the milk fat in process cheese with slight increase in product
firmness and slight melt restriction.

The following formulations were used to produce several process
cheese products.

Amount
lactoblonic acld

_4% lactobionic acld |
26% :

35.2% ' 35.2%

Pe&;’?‘wr 26.5 mm 21.1 mm 23.1 mm :
| Melting Point 50.9°C 84.7°C 86.8°C

Replacing milk fat with lactobionic acid increased firmness slightly and
reduced melt restriction by a small amount.
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Although the use of iactobionic acid has been illustrated herein in the
manufacture of various types of clieesaes and dairy products, it will be
appreciated that the present invention also contemplates the use of
lactobionic acid as a general food acidulant, an emulsifying agent, a calcium
fortifier or chelater, antioxidant, and bulking agent for other types of foods in
addition to dairy products.

While the invention has been particularly described with spacific
reference to particular process and product smbodiments, it will be
appreciated that various aiterations, modifications and adaptions may be
based on the present disclosure, and are intended to be within the apirit and
scope of the present invention as defined by the following claims.

-38-
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CLAIMS
What is claimed is:

1. A process for manufacturing a chease product containing
lactobionic acid, comprising the steps of:

preparing a liquid cheese.mix comprising a dairy component, lactose,
and lactobionic acid or a dietarily acceptable salt or neutralized form thereof;
and

coagulating the cheese mix to obtain the cheese product

2. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is
presernt in an amount of about 0.1 to about 10 percent of the cheese mix.

3. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is
present in an amount of about 2 to about 6 percent of the cheese mix

4. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is
present in an amount of about 3 to about 5 percent of the cheese mix.

5. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is
present in an amount effective to induce coagulation of the chesse mix.

6. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is
present in an amount effective to reduce the pH of the cheese mix to the
isoeleciric point of casein present therein.

7. The process according to clalm 1, wherein the lactobionlic acid Is
present in an amount effective to reduce the pH of the cheese mix.
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8. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is an
alkali salt or an alkaline earth metal sait of lactobionic acid.

8. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is &
sodium, potassium, or calcium salt of lactobionic acid.

10. The process accarding to claim 1, wherein the lactobionic acid is
free acid.

11. The process according to claim 1, wherein the lacioblonic acid is
added to the cheese mix as a solution of lactobionate salt dissolved in water
and neutralized to a pH of about 7 by addition of an alkaline substance.

12. The process according to claim 1, wherein the lactobionic acid is
generated by catalytic oxidation of at least a portion of the lactose to
lactobionic acid using an oxidase.

13. The process according to ciaim 12, wherein the oxidase is lactose
oxidase.

14. The process according to claim 12, wherein the oxidase is lactose
oxidase in combination with a cofactor comprising FAD.

15. The process according fo claim 12, wherein the oxidase is
mixture of lactose oxidase and glucose oxidase.

16. The process according to claim 12, wherein the oxidase is &
mixture of lactose oxidase and hexose oxidase.

17. The process according to claim 1, wherein the cheese mix further
comprises an enzymetic coagulant.

41-
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18. The proces.s accdrding to claim 1, further comprising the steps of

forming curd and whey from the coagulated mix, and separating the curd from
the whey to obtain the cheese product.

19. The process according to claim 1, wherein the cheese mix further
comprises a starter culture.

20. The process according to claim 1, wherein the cheese mix further '
Including further comprises a lactic acid bacteria in amount effective for
culturing the cheese mix.

21. The process according to claim 1, wherain the dairy component is
selected from the group consisting of fiuid milk, concentrated milk, UF
permeate, whey protein concentrate, cream, sweet cream, milk solids, dairy
by-products streams, and mixtures thereof.

22. The process according to claim 21, wherein the cheese product is
cream cheese.

23. The process according to claim 21, wherein the cheese product is
cheddar chease.

-y

24. A process for manufacturing a process cheese product contalning
lactobionic acid, said comprising the steps of:

preparing a cheese mix comprising lactose, comminuted solid cheese,
and lactobionic acid or a dietarily acceptable salt or neutralized form thereof;

heating the cheese mix at a temperature and for a time to yield a
melted cheese blend;

heating the melted cheese blend at a temperature between about
170°F and about 200°F for between about one and ten minutes o provide |
the procass cheese product; and
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packaging the' proca'ss cheese product.

" 25. A cheese product comprising cheese and lactobionic acid or a
dietarily acceptable salt or neutralized form thereof, wherein the lactobionic
acid or dietarily acceptable salt or neutralized form thereof is present in an
amount of about 0.1 to about 10 percent of the cheese product.

26. The cheese product of claim 25, wherein the cheese product is a
process chease product.

27. A process for manufacturing a dairy product containing iactobionic
acid, comprising the steps of: '

preparing a liquid mix comprising a dairy component, lactose, and
iactobion_ic acid or a dietarily acceptable salt or neutralized form thereof; and

treating the liquid mix to obtain the dairy product.

28. The process of claim 27, wherein the dairy component is selected
from the group consisting of fluid milk, concentrated milk, UF permeate, whey
protein concentrate, cream, sweet cream, milk solids, dairy by-products .
streams, and mixtures thereof.

29. The process according to claim 28, wherein the lactobionic acid is
added to the cheese mix as a solution of lactobionate salt dissolved in water
and neutralized to a pH of about 7 by addition of an alkaline substance.

30. The process according to claim 28, wherein the lactobionic acid is-
generated by catalytic axidation of at least a portion of the lactose to
lactobionic acid using an oxidase.

31. The procass according to claim 28, wherein the dairy product
comprises cheese.
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32. The process according to claim 28, wherein the dairy product
comprises yogurt.

33. The process according to claim 28, wherein the dairy product
comprises sour cream.

34. The process according to claim iB, wherein the dairy pi'oducl
comprises cottage cheese.

35. The process according to claim 28, wherein the dairy product
comprises buttermilk.

36. The process according to claim 28, wherein the dairy product
comprises milk.

‘37. The process according to claim 28, wherein the dairy product
comprises a whey-containing product.

38. A process cheese comprising about 0.1 to about 10 percent of
lactobionic acid and/or a salt thereof, wherein the process cheese has a dry
matter content of about 25 to about 60 percent and a fat content of about 5 to
about 40 percent.

38. The process cheesa of claim 38, wherein the amount of
lactobionic acid and/or a salt thereof is about 0.5 to about 7 percent.

40. The process cheese of claim 38, wherein the amount of
lactobionic acid and/or a salt thereof is about 1 to about § percent.

41. A process for preparing process cheese, said process comprising
the steps of:
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(a) mixing process cheese formuiation ingredients with iactobionic acid
and/or a salt thereof to form a mixfure;

(b) heat treating the mixture;

(c) cooling the heat-treated mixture; and

(d) post-creaming the cooled mixture to a desired viscosity level,

42. The process according to claim 41, wherein the mixture in step (b)
is heated at a temperature of about 105 to about 150°C for about 2 seconds
to about 20 minutes and wherein the heat-treated mixture in step (¢) is cooled
to about 70 to about 85°C. '

43. The process according to claim 42, wherein the desired viscosity
level achieved in step (d) is a time-independent viscosity level.
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PROCESO DE FABRICACION DE QUESOS Y OTROS PRODUCTOS LACTEOS
Y PRODUCTOS DERIVADOS

SOLICITUD RELACIONADA

La presente solicitud se basa en la Solicitud de Patente Europea N°
01110166.4, presentada ol 7 de mayo de 2001, y sus reivindicaciones se
benefician de ia misma solicitud, la cual se incorpora al presente documento como
referencia.

CAMPO DEL INVENTO

En términos generales, el presents invento se refiere a un proceso
destinado a la fabricacién de productos de queso y otros productos léctecs y, mas
especificamente, a un procesc destinado a la fabricacién de productos de queso y
otros productos lacteos mediante el uso de écido lactobiénico y a los productos
que resuitan de dicho proceso.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

Por lo general los quesos se elaboran agregando a la leche un
microorganismo capaz de meiabolizar la lactosa para producir écido lactico y
desarrollar acidez. Usuaimente la leche se cuaja con una enzima coagulante de la
lache como el cuajo, o desamoliando acidez hasta el punto isoeléctrico de la
caselna. La coagulacién enzimética de la leche requiere iguaimente de un medio
écido. La leche es inoculada con un cultivo bacteriano 0 cultivo iniciador que
produce écido lactico suficiente para que el cuajo pueda actuar. El codgulo o la
leche cuajada resultante incorpora por lo general la caseina transformada, las
grasas, incluida la grasa de mantequilla natural, y los sabores que emergen de
dicho proceso (especiaimente cuando se utiliza un cultivo bacteriano). La leche
coagulada se corta; el suero se separa, y luego se recupera de la cuajada
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resultante. La cuajada puede prensarse para formar un bloque de queso; la
maduracion puede efectuarse durante un periodo de tiempo bajo condiciones
controladas. Por ejemplo, un queso duro como el cheddar puede madurarse entre
aproximadamente diez (10) dias y un afio o mds, dependiendo del sabor y la
consistencia del queso deseado.

Se sabe igualmente que se obtiene un producto de queso que presenta
algunas de las caracteristicas de queso natural, triturando uno 0 més quesos
naturales y calentado el queso con un agente emulsor. E} nombre que se da al
producto resultante depende de los ingredientes utilizados y de su composicién y,
en algunos casos, estd determinado por las Normas promuigadas por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, conocidas
como Nomas de Identidad. Por ejemplo, el término “queso procesado
pasterizado” se refiere a un producto que comprende una mezcla de quesos a la
que se agrega un agente emuisor, y posiblemente dcidos, para luego trabajar y
calentar la mezcla hasta convertirla en una masa pléstica homogénea. Segun las
Nommas de Identidad actuales, por lo general el nivel de humedad del queso
procesado no supera 6l 44 por ciento aproximadamente y ef queso procesado
contiene un nivel graso minimo de aproximadamente 40 por ciento en una base
seca.

Asl mismo se sabe que el queso natural puede fabricarse utilizando leche
concentrada preparada mediante un proceso de membrana, como la ultrafiltracidn,
en el cual la leche se somete a un ciclo a través de una membrana semipermeable
a una presion elevada de manera que el agua y los componentes de bajo peso
molecular puedan atravesar la membrana, mieniras que ciertas proteinas y grasas
son retenidas por la membrana. Los cuttivos utilizados en |a elaboracién del queso
80 agregan a la leche concentrada que luego se fermenta, usuaimente en
presencia de una enzima coagulante de Ia leche, como el cuajo, para producir
cuajada. La cuajada resultante se corta o rompe para causar sinéresis que resuita
en la separacion del suero. El suero es drenado y la cuajada procesada. El tipo de
cultivos de queso que se utilizan y el procesamiento varian segin el gqueso
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deseado. La cuajada puede luego salarse, colocarse en moldes y prensarse con el
objeto de continuar drenando el suero. Luego se deja madurar el queso hasta el
grado deseado.

El queso crema e8 un queso coagulado con é&cido, no curado, que se
almacena normaimente bajo condiciones de refrigeracién, tiene una consistencia
suave, similar a la mantequilla, con un delicado perfil de sabor lécteo, que no deja
penetrar sabores externcs. La textura y el cuerpo del queso crema a temperaturas
de refrigeracion permiten tanto esparcirio como cortario. Al elaborar el queso
crema, la crema fresca y los sdlidos derivados de la leche o la ieche se mezclan
por lo regular con una mezcla de goma vegetal y sal en proporciones
preseleccionadas para formar una mezcla de queso crema. Normaimente, el
queso crema tiene un contenido de grasa de mantequila de entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 14 por ciento (y en ciertos
procedimientos de elaboracién hasta un 20 por ciento), de tal forma que después
de su procesamiento, el producto de queso crema terminado tendra un contenido
de mantequilla de queso de por lo menos 33 por ciento del producto y un
contenido total de sélidos de leche de por 1o menos 45 por ciento corespondiente
a la presencia de no més de aproximadamente 55 por ciento de humedad en el
producto de queso crema.

La mezcla de queso es inoculada con el cultivo de écido ldctico. Puede
USarse cuajo para ayudar a la coagulacion de la mezcia. La mezcla se cultiva
manteniéndola a la temperatura de inoculacién hasta que se haya madurado y se
forme la cuajada. La acidez de la misma varia tipicamente entre un rango de
aproximadamente 0,6 a aproximadamente 0,9 por ciento (calculado como
porcentaje equivalente de écido lactico), y el pH de la cuajada cultivada puede
estar normaimente en un rango de entre aproximadamente 42 vy
aproximadamente 5. La cuajada resultante se expone a una temperatura de
aproximadamente 82°C durante un corto periodo de tiempo y luego se centrifuga
para separar la cuajada del suero y luego el producto de queso crema se enfriay
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empaca. Por lo general el queso crema contiene entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 3 por ciento de lactosa. '

La lactosa (4-O-B-D-galactopirancsil-D-glucopiranosa), comiinmente
liamada axicar de la leche, es el principal carbohidrato de la leche. La lactosa es
un azicar de valor bajo en los sistemas alimenticios debido a la intolerancia a la
lactosa y debido a su contribucién en la reacciones de oscurecimiento y
cristalizacién. Es posible que el uso de sustitutos de la leche o de contenido lacteo
reducido en las mezclas de queso para reducir el contenido de iactosa en el queso
producido no proporcione productos aceptables desde el punto de vista del
cumplimiento de las Normas de Identidad, de la capacidad de procesamiento y/o
de éptimas propiedades flsicas y caracteristicas de sabor del producto.

El &cido iactobidnico (4-O- R-D-galactopiranosil-D-acido glucénico; Reg.
CAS N° 98-82-2) es un compuesto blanco cristalino, soluble en agua, y puede
sintetizarse a partir de la lactosa por oxidacion del grupo de aldehido libre en la
lactosa cuando ésta es transportada catalltica, quimica, electrolitica o
enziméticamente. Harju, Bulletin of the IDF 289, Cap. 8, pags. 27-30, 1993; Satory
et al., Biotechnology Leiters 19 (12) 1205-08, 1997. El uso de écido lactobidnico o
de sus sales como aditivos en los producios alimenticios se ha sugerido
praviamente para diversas aplicaciones especfficas. Las formas de 4&cido
lactobiénico con chelato de calcio o hierro se han descrito con relacion a
suplementos dietéticos de minerales. Riviera et al., Amer. J. Clin. Nutr.; 36 (6)
1162-69, 1882. U.S. Pat. N° 5.851.578 describe una bebida clara que contiene una
fibra no gelificante y sales de calcio solubles en agua, con o sin vitaminas solubles
en agua, con o sin suplementos suplementos adicionales de sal mineral y
amortiguados con &cidos alimenticios. El agente de amortiguacion del acido
alimenticio incluye #écidos citrico, tactico, maléico, adipico, succinico, acético,
acético glucdnico, lactoblénico, ascérbico, pinivico y fosférico, asi como una
combinacién de los mismos. El lactobionato de calcio, una forma salina del écido
lactobidnico, ha sido aprobado para utilizacibn como agente reafimante de las
mezclas de pudin seco. 21 C.F.R. §172.720 (1899). Asi mismo se ha propuesto e
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uso de dcido lactobionico como acidulante alimenticio general, aunque sin
exploracion o ilustracién. Timmermans, Whey: Proceedings of the 2nd Int! Whey
Conf,, Intl Dairy Federation, Chicago, Oct. 1997, pégs. 233, 249. En términos
generales, en este articulo se describe la utilidad del dcido lactobiénico como
portador de antibiéticos, un preservante en trasplante de Oérganos, en la
suplementacidn de minerales, el desarollo de bifidobacterias, © como un
potenciador en detergentes en su forma de sal de lactobionato K.

Seria deseable producir quesos con un contenido reducido de lactosa al
tiempo que se preservan las caracteristicas de sabor, textura y aspecto fisico, de
forma que éstas sean comparables con los productos de queso convencionales.
También se espera reducir los requerimientos en términos de cultivo iniciador asl
como del tiempo asociado con el mismo en la produccion de queso, manteniendo
al mismo tiempo las caracteristicas organolépticas. Asl mismo se espera
incrementar los niveles de sdlidos en los quesos manufacturados, al tiempo que se
utilizan cantidades menores de cultivos iniciadores en comparacién con la préictica
convencional. Se espera igualmente poder usar concentrados de suero con mayor
concentracién de lactosa en las formulas de queso crema, sin que por ello se
necesite aumentar el uso de cultivos. El presente invento ofrece dichos métodos y
productos en los cuales s suministra acido lactobiénico en una mezcia de queso.

RESUMEN DEL INVENTO

El presente invento se refiere a un proceso destinado a ia fabricacion de
quesos y otros productos ldcteos, y los productos resultantes, en el cual se agrega
écido lactoblénico, 0 se genera dicho &cido in situ, en combinacidn con un
componente léctec durante el proceso. Los quesos y otros productos ldcteos
olaborados de acuerdo con este invento tienen afributos organoclépticos
plenamente aceptables, al tiempo que permitsn reducir el tiempo de
procesamiento y/o los requerimientos de ofros ingredientes tales como cultivos
iniciadores y/o cuajo. De esta forma se logra mejorar la flexibilidad del proceso asi
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como los rendimientos de produccién y un posible ahomro en el costo de los
ingredientes. Para efactos de este invento, el término "dcido lactabidnico” incluye
el cido lactobi6nico asl como sales comestibles derivadas del mismo (por ejemplo
dicali y sales aicalino terrosas, sales de amonio, y similares).

Cabe sefialar que se encontrd que el acido lactobidnico puede usarse para
la coagulacién &cida directa de los quesos, tales como los guesos crema, sin
necesidad de usar cultivo y/o cuajo. El &cido lactobiénico también tiene un efecto
reductor del pH en las mezclas de queso, de forma que acidifica los componentes
lacteos utilizados en la produccién de quesos, tales como la leche, las cremas
frescas y el suero. De ofra parte, el 4cido lactobiénico tiene un sabor &cido dulce
que segun se encontrd es compatible con los productos de queso. Los productos
de queso resultantes elaborados con acido lactobiénico poseen atributos de sabor,
aspecto, texiura y palatabilidad plenamente aceptables.

En otra aplicacién, el &cido lactobiénico se utiliza para reducir e incluso,
opcionalmente, eliminar la cantidad de cultivo iniciador de queso utilizado en la
fabricacion de queso, como en el caso de la produccion de queso duro o
ultrafilirado (UF). Un cultivo iniciador, como al que se hace referencia en este
contexto, significa generalmente una bacteria de &cido lactico. En el caso de la
produccién de quesos duros, como la produccién de queso cheddar, el écido
lactobidnico que se introduce a la mezcla de queso se utiliza para reemplazar
parciaimente y reducir la cantidad de cultivos iniciadores que se utilizarian
normalments, o que efectivamente contribuye a la acidificacién de ia mezcia de
queso. Este procedimiento suministra un producto de queso que incluye una
mezcla de dcido léctico y dcido lactobidnico, que mejora el rendimiento. El écido
lactobiénico también puede usarse como ingrediente en el proceso de fabricacién
de quesos, dando origen a producios aceptables.

El acido lactobidnico puede agregarse a una mezcla de queso en un
proceso acorde con cualquiera de las aplicaciones descritas en el presente
documento con el objeto de producir estos efectos en su forma de écido libre o
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como una forma de sal comestible de! mismo, o en una forma neutralizada de pH.
Para efectos del presente documento, forma neutralizada significa que el 4cido
lactobibnico se neutraliza, antes de agregar a la mezcla de queso, en una solucién
acuosa a un pH de aproximadamente 7 agregando a dicha mezcla un agents
alcalino que producird productos de neutralizacién biocompatibles, tales como un
hidroxido de metal élcali como el hidréxido de sodio o el hidréxido de potasio, o un
hidnxido de metal terroso alcalino como el hidréxido de calcio, 0 un carbonato de
metal terroso aicalino como el carbonato de caicio.

En ofra modalidad ventasjosa del invenio, aplicable a las distintas
aplicaciones de elaboracion de queso y otros productos ldcteos descritas en el
presente documento que emplean uno o mas ingredientes de componentes
lécteos con contenido de lactosa en la mezcla de queso, el écido lactobibnico
puede introducirse a la mexzcla de queso mediante generacién in situ por la accién
catalitica de una enzima de oxidasa de carbohidrato previamente adicionada, en la
lactosa presente en el components o los componentes lacteos de la mezcia de
queso. Entre las enzimas de oxidasa de carbohidrato adecuadas cabe mencionar,
por ejemplo, la oxidasa de lactosa, la oxidasa de glucosa, ia oxidasa de hexosa y
similares, asl como mezclas de las mismas. Por lo general se prefiere la oxidasa
de lactosa.

La generacion in situ de écido lactobidnico en una mezcla de queso durante
la fabricacién de queso da origen a una multitud de efectos positivos. En primer
lugar, efectivamente reduce el comtenido de lactosa del componente o los
componentes lacteos originales de las mezclas de queso, hecho que permite
lograr productos con menor contenido de lactosa. Por consiguiente, enire otraa
cosas, este aspecto del invento puede utilizarse para la produccién de productos
de quesc con menor cantidad de lactosa. Como alternativa, permite utilizar
ingrediontes relativamente més ricos en lactosa en la mezcla de queso original,
debido a la conversién de una porcién del contenido de lactosa presente en dicha
mezcia a écido lactobidnico, tal como ocurrird durante el proceso de elaboracion
de queso una vez que $6 haya generado el écido lactobidnico. De ofra parte, el
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écido lactobidnico tiene un peso molecular aproximadamente cuatro veces mayor
que el del écido ldctico, en consecuencia, el dcido lactobidnico utilizado de
preferencia en este producio de queso, el cual que se ha derivado de la
conversién catalitica de la lactosa, presenta un peso molecular mucho mayor, en
una base equimolar, que la laciosa convertida a acido l&ctico. E! efecto
mencionado mejora el aspecto, la textura y la palatabilidad del producto de queso.
De esta forma, el &cido lactobidnico puaede actuar como agente espesante. Para
los propdsitos de este documento, el término "agente espesante" significa un
agente que imita los efectos de la grasa natural y/o la proteina en los compuestos
de queso en lo que se refiere a sus efectos en cuanto al aspecto (por ejempio,
firmeza, opacidad) y las cualidades de textura (por ejemplo, lubricidad, suavidad,
palatabilidad) del quaso.

En general, la proporcion de écido lactobiénico que se agrega a la mezcla
de queso 0 que se genera in situ mediante la conversién de lactosa enzimética,
catalizada agregando oxidasa de carbohidrato, con el objeto de producir uno o
més de estos efectos ventajosos, varia entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 10 por ciento, especificamente entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 6 por ciento, y més especificamente entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 5 por ciento, con base en el peso total de la mezcla de queso
antes de la separacion de |a cuajada y el suero.

Los productos de sueroc de los quesos elaborados mediante el uso de &cido
jactobidnico de conformidad con este invento, y que por consiguients retienen una
pocién del ingrediente de écido lactobiénico, también pueden ser reciclados en
lugar de descartarios completamente como desecho, con el objeto de utilizarios
como ingredientes inicladores en los lotes o tandas de produccién de queso
utilizados para elaborar quesos procesados o quesos crema. De forma altemativa,
al producto de suero de un procedimiento netural de elaboracién de queso puede
agregarse el &cido lactobidnico o la oxidasa de lactosa, y el producto de suero
tratado de esta forma puede utilizarse como ingredients iniciador en la produccion
independiente de quesos procesados, quesos crema u ofros productos ldctecs
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(incluidas por ejemplo, las bebidas de suero, las bamas de dulce o barras
energéticas con contenido de suero y similares).

El invento es notable desde el punto de vista de la versatilidad. Estudios
experimentales como los descritos en este documento demuestran su aplicabilidad
on la fabricacion de tipos muy variados de quesos incluidos los quesos cremas, ios
quesos duros y los quesos procesados pasterizados. Asl mismo, se ha
demostrado el éxito del invento en {a fabricacion de los denominados quesos UF
elaborados a partir de leche concentrada ultrefiltrada (UF), asl como en la
elaboracion de ofros productos lécteos como por ejemplo |a crema agria, el yogurt,
la leche, la lache con bajo contenido de lactosa y otros productos similares. Los
quesos y ofros productos ldcteos elaborados con écido lactobidnico 0 que
contienen &cido lactobionico de conformidad con este invento tienen sabores y
texturas similares a los de los quesos convencionales y otros productos lacteos del

tipo correspondiente.

Los productos de queso que contienen dcido lactobibnico también han
mejorado la estabilidiad del producto debido al efecto preservante del écido
lactobidnico. Como una ventaja adicional, las propiedades de chelacién del acido
lactobidnico pueden utilizarse como un medio para emplear derivados de la leche
en productos alimenticios con suplemento de calcio.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Qtras caracteristicas y ventajas del presents invento se harén aparentes a
raiz de la siguiente descripcion detallada de las aplicaciones preferenciales del
invento con referencia a los dibujos, en los cuales:

La figura 1 es un flujograma de los pasos utilizados en una aplicacion del
invento para la produccion de quesc crema;
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La figua 2 es flujograma de los pasos utilizados en otra aplicacién del
inventa para {a produccién de queso crema;

La figura 3 es un flujograma de los pasos utilizados en una aplicacién del
invento para ia produccion de queso cheddar,;

La figura 4 es un flujograma de los pasos utilizados en ofra aplicacién del
invento para la produccién de queso cheddar,;

La Figura 5 es un flujograma de los pasos de la de aplicacién del invento
para produccién de queso UF;

La Figura 6 contiene los flujogramas de los pasos de la aplicaciéon del

invento para produccion de queso procesado en la que se agrega décido
lactobiénico de varias fuentes (BA, 6B y 6C) a una mezcla de queso procesado:

La Figura 7 es un flujograma de reaccién que muestra el mecanismo de
reaccién tedrico para la oxidacion enzimética de la lactosa utilizando oxidasa de
lactosa.

La Figura 8 es un grifico que muestra las curvas de posdescremado (la
viscosidad como funcién del tiempo) para los quesos procesados (det invento y de
control) como se prepararon en el Ejemplo 7, y

La Figura 9 es un gréfico que muestra las curvas de posdescremado (la
viscosidad coma funcién del tiempo) para los quesos procesados {del invento y de
control) como se prepararon en el Ejemplo 8.

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

En lo que se refiere a la Figura 1, se ilustra un esquema general del proceso
segun una aplicacién del invento en donde el dcido lactobidnico se utiliza para la
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coagulacién acidica directa de un queso crema, sin cultivo ni adicién de cuajo. El
queso crema resultante es un queso blando, suave, coagulado por écido, no
curado, hecho de productos ldcteos que incluyen crema, como mezclas de crema
y concentrado de proteina de suero. Como se indica en el paso 101, la
consistencia de la composicién del queso crema, que permite untario sin que
pierda su firmeza, se modula con la adicién de una goma vegetal, como goma de
frijol. Se agrega sal y preservante. Cualquier carencia de toque de sabor de
cultivo en el queso acidificado directamente puede superarse opcionaimente con
el uso de sistemas saborizantes para crear el sabor de queso deseado. Se
agregan el liquido lacteo y el concentrado de protelna de suero entre porciones
adecuadas para oblener una mezcla de queso que pueda procesarse de
conformidad con el invento para obtener un quesoc crema con un contenido de
grasa léctea de al menos 33 por ciento aproximadamente y un contenido de
humedad que no aexceda de aproximadamente 55 por ciento con base en el peso
del producto de queso crema.

El édcido lactobifnico se agrega en la cantidad necesaria para reducir el pH al
punto isoeléctrico (esto es, cerca de 4,52) de la caselna en los ingredientes
lécteos. La proporcidn de écido lactobidnico agregado a la mezcla de queso
crema as por i0 general de cerca de 0,1 a cerca de 10 por ciento, més
especificamente, de cerca de 2 a cerca de 6 por ciento y mas exactamente de
cerca de 3 a cerca de 5 por ciento, con base en el peso tolal de la mezcla de
queso antes de la separacion de la cuajada y el suero.

El 4cido lactobinico puede agregarse directamente a la mezcia de queso como
un ingrediente externo en forma de acido libre, 0, alternativamente, en forma de
sal 0 en forma de 4cido neutralizado. La forma de 4cido libre reduce el pH de la
mezcla de queso. La férmula de la mezcla de queso se puede ajustar para
compensar cualesquiera reducciones de pH mayores de las deseadas para que el
producto cuaje y tenga proporciones fisicas 6ptimas. El &cido lactobiénico en su
forma neutralizada no afecta el pH del producto. En su forma salina, el dcido
lactobiénico viene generaimente en como sal alcalina o sal alcalina metélica
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terrosa, como sal sédica, sal de potasio o sal de caicio de 4cido lactobidnico; claro
ostd que, s! se desea, pueden utilizarse ofras sales lactobidnicas siempre que
sean aceptables para uso en productos comestibies. La forma neutralizade de
écido lactobi6nico puede prepararse neutralizando écido lactobidnico disuelto en
una solucién acuosa, a la que se le ha adicionado un agents alcalino como un
hidrdddo de sodio o de potasio en cantidad suficiente para graduar el pH de la
solucién a aproximadamente 7.

Como se muestra en la Figua 1, una mezcla de queso se combine
minuciosamente y cuaja por la accién de la acidez de Acido lactobidnico {paso
103), o de ofros écidos que se adicionan en caso de utilizar dcido lactobidnico
neutralizado. Luego se calienta la mezcia hasta una temperatura de
aproximadamente 82°C por unos 5 minutos para un tlempo corto de tratamiento de
pasteurizaciéon (paso 105), y luego se homogeniza (paso 107). En el paso 109, se
pueden separar la cusiada y el suero por cualquier técnica convencional,
incluyendo, por ejemplo, centrifugacion, fillracién, tratamiento mecdnico, u otro
método similar. El producto de cuajada puede empacarse frio o calients y
después se almacena en frio. El producto de queso crema (111) y el suero (113)
contienen é&cido lactobidnico. El producto de suero que contiene dcido
lactobiénico puede reutilizarse como ingrediente iniciador para mezclas
subsiguientes de queso crema. Esto reduce al desperdicio y aumenta la eficiencia
de Ila operacién de procesamiento. La introduccién del dcido lactobidnico (ya sea
libre, en forma de sal o neutralizado) no introduce ningtin atributo organoléptico no
deseado como sabores extrafios en el producto de queso crema y le da una
textura, una apariencia y una consistencia similares a las del queso crema
producide por métodos convencionales.

Con relacion a al Figura 2, el quesc crema se prepara de conformidad con otro
aspecto del invento en el que el dcido lactobibnico se genera in sifu en la mezcla
de queso crema por conversién mediada por lactosa, catalizéndolo por la adicién
de oxidasa de lactosa. En este esquema de proceso, se prepara la mezcla de
queso crema (paso 201), a continuacién se pastewriza (paso 203), y luego se
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homogeniza (paso 205). En este punto (paso 207), se agrega una enzima de
oxidasa que cataliza la oxidacién in sifu de la lactosa presente en los liquidos
ldcticos conviviéndola en 4cido lactobibnico. El 4cido iactobitnico generado tiene
un efecto reductor de pH en la mezcla de queso. A este respecto, las oxidasas
adecuadas incluyen, por ejemplo, oxidasa de lactosa, deshidrogenasa de
celubiosa, d&xidorreductasa de glucosa-fructosa, oxidasa de hexosa y otras
oxidasas que tienen la funcionalidad ya mencionada.

Una enzima especiaimente adecuada para oxidacibn de la lactosa es la
desarrollada por Novozymes A/S descrita en la patente WO9931980, que se
aplica aqul por referencia. Como lo ilustra la Figura 7, la oxidasa de lactosa pusede
produciree y utilizarse en forma de una flavoerzima. Esta flavoenzima de
Novozymes A/S contiene dinucledtido de flavina-adenina (FAD) y, por
consiguients, no requiere un aceptador de electrén externo ni una segunda enzima
para regenerar el cofactor. Esta oxidasa de carbohidrato se produce en un
microorganismo genéticamente modificado. El FAD (dinucleétide de flavina-
adenina) se utiliza como cofactor de transferencia de electrones con la enzima de
oxidasa de carbohidrato. La enzima tiene un rango de actividad entre un pH de
aproximadamente 5 a aproximadamente 9, y a temperaturas que abarcan hasta
aproximadamente 88°C. Los sustratos preferidos son di, tri y tetrasacaridos.
Entre los disacdridos, la lactosa es el sustrato mas adecuado; la oxidacion en la
posicién C1 de la mitad de glucosa de la lactosa forma dcido lactobiénico y
perdxido de hidrégeno en una reaccion de un sélo paso. Se haré referencia a esta
enzima como "oxidasa de lactosa”. EIl valor de las unidades de actividad es
148U/m|, medida como mMoles de glucosa axidada por minuto, aunpH de 6y
25°C. Como se muesira en la gula de reaccién que se ilustra en forma
esquemética en la Figura 7, el FAD se reduce en una forma intermedia y luego
desoxida una vez que la lactosa se convierte en dcido lactobiénico. El peréxido de
hidrdgeno es un subproducto de esta reaccién.

La deshidrogenasa de celubicsa es también una enzima Gtil para convertir
la lactosa en écido lactobionico. Canevascini y otros, Zeifschrift fur Lebensmittel
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Untersuchung und Forschung, 175. 125-129, (1982). Sin embargo, esta enzima
es compleia y requiere el uso de un cofactor relativamente costoso (por ejemplo,
quinonas, citocromo C, Fe(lll), y otros similares); también requiere inmovilizacién.
Ademés, necesita una segunda enzima, la laccasa, para regenerar el cofactor
utilizado con la deshidorgenasa de celubiosa. El uso de oxidomreductasa de
glucosa-fructuosa para oxidar la lactosa da origen a dos productos, sorbitol y &cido
lactobionico y se requiere un procedimiento de separacién adicional para
recuperar el producto de &cido factobidnico. Nidetzky y otros, Biofechnology and
Bioengineering, Vol. 53 (1987). Sin embargo, la oxidomeductasa de glucosa-
fructuosa sirve también como enzima para realizar esta aplicacién del invento.
Como altemativa, se pueden utilizar sistemas enzimdticos altermos menos
eficientes. Por ejemplo, se puede utilizar lactasa para hidrolizar primero la lactosa
en glucosa y galactosa continuando después con la oxidacién de la glucosa y
galactosa mediante oxidasa de glucosa y deshidrogenasa de galactosa.

La cantidad de enzima de oxidasa que se adiciona es la que permita o
ayude a reducir el pH de la mezcla de quesc para que cuaje. De preferencia, la
cantidad de oxidasa que se adicione debera ser la suficiente para generar un
contenido de écido lactobidnico en el queso de aproximadamente 0.1 a cerca de
10 por ciento, especificaments, de cerca de 2 a cerca de 6 por ciento y més
especificaments de cerca de 3 a cerca de 5 por ciento, con base en el peso total
de la mezcla de queso antes de la separacién de la cusjada y el suero.

_ En el paso 207 se puede agregar también un cultivo de écido lactico.
Puesto que el cultivo de Acido lactico tiens también el efecto de convertir la lactosa
en écido l&ctico y reducir el pH de la mezcla de queso, se puade graduar en forma
descendents la cantidad de oxidasa de lactosa adicionada a una cantidad
relativamente menor para adaptaria a cuaiquier adicién de cultivo a este respecto.

También en relacién con la Figura 2, en el paso 209 la mezcla de queso se
incuba luego a una temperatura de cerca de 22°C por unas 12 a 20 horas. Ests
perfodo de incubacion o fermentacion continda hasta que el pH de la mezcla de
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queso sea de aproximadamente 4.5 a 4,6. Viene después un calentamiento a
82°C para inactivar cualquier cultivo agregado (paso 211). Después del paso de
homogenizacién (paso 213), la cuajada del queso crema (217) se separa del suero
(219).

En estudios axperimentales como los que se describen a continuacién, la adicién
de oxidasa de carbohidrato pearmite el uso de niveles méds altos de lactosa o
incrementos en la cantidad de sdlidos derivados de la lactosa en los ingredientes
lécteos que se convierten en acido lactobidnico en comparacion con los controles
preparados con cultivos pero sin oxidasa. El grado de conversién de lactosa
logrado en los ingredientes lacteos liquidos de esta aplicacion puede llegar a
cerca de 85 por ciento o méds. Esto permite preparar quesos con un contenido de
laciosa muy reducido o, como aitemativa, pueden utillizarse ingredientes lacteos
con un mayor contenido de lactosa en la mezcia de queso.

Con relacion a la Figura 3, en ella se ilustra ofra aplicacion del invento en ia que se
utiliza el &cido lactobiénico como ingrediente activo en una mezcla de queso
Cheddar. Ademés, en esta ilustracién se omiten por completo las bacterias de
écido léctico u ofro cultivo para acidificar directamente la mezcla de queso con el
uso de écido lactobidnico en el paso 301. Se prepara la mezcia de queso
mezclando leche entera, ague y écido lactobibnico en las cantidades aproximadas
descritas en el andlisia de la Figura 1. Luego se agrega el cuajo (por ejemplo,
quimosina) y se incuba la mezcla a aproximadamente 31°C durants unos 30
minutos. E! producto cuajado se corta con un cuchillo para permitir la sinéresis
(paso 307). Se aumenta la temperatura a unos 39°C con agitacién y se mantiene
por cerca de 60 minutos. En este momento, el pH de la lecha cuajada puede ser
de apraximadamente 5,8.

El suero (314) se separa de la cuajada (paso 313), y luego la cuajada se sala
(315), se prensa (317) y se empaca (318). El subproducto de suero (314) contiene
écido lactobiénico que se puede reutilizar como ingredients iniciador en la
produccién de queso.
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En cuanto a la formacion de cuajo en el paso (303), 6l método mas comun de
coagulacién enzimética es la proteclisis con proteinasas de aspartato que son
enzimas que hidrolizan las proteinas. La principal fuente de estas enzimas es el
cuajo que puede obtenerse de fuentes animales, vegetales o micéticas. El
ingrediente activo del cuajo es la fraccién enzimatica conocida como renina. El
cuajo més importante es la quimosina. La principal fusnte tradicional de cuajo ha
sidko el abomaso de temero, aunque ehora la quimosina se produce
comerciaimente a partir de microorganismos genéticamente alterados.

E! producto de queso Cheddar que contiene y se elabora con dcido lactobibnico,
tiene textura y atributos organclépticos satisfactorios sin ningun sabor extrafio y,
en cuanto a estas caracteristicas, es comparable al queso Cheddar convencional.
Aunque la ilustracidn de esta aplicacion se refiere a lo que se relaciona con el
queso Cheddar, es aplicable también a la produccién de otros quesos duros.

Con relacién a la Figura 4, esta aplicacién es una variacién de la que se presenta
en la Figura 3 en donde se ulifiza la oxidasa de laciosa para reemplazar
parcialmente los cultivos que contribuyen a la acidificacion del queso Cheddar. En
el paso 401 la mezcla de queso Cheddar se prepara con sdlo cerca del 10 por
ciento de la cantidad convencional de cultivo (es decir, cerca de 0,001 por ciento
del cuitivo). De otra parte, se agrega a la mezcla de queso una enzima de oxidasa
como la oxidasa de lactosa. La funcién y la cantidad de la oxidasa de lactosa que
88 agrega en este paso son similares a las ya descritas en relacion con la
composicién que se muestra en la Figura 2. A continuacién se realizan los pasos
403 a 419 que son similares a los pasos 303 a 319 descritos en relacién con ia
Figura 3.

El producto de queso Cheddar presentd atributos de textura y organolépticos
satisfactorios sin ningtn sabor indessado y 86 considerd comparable al queso
Cheddar convencional en términos de estas caracteristicas. La oxidasa convierte
una porcién significativa del contenido original de lactosa del ingrediente lacteo
(por ejemplo, leche) en acido lactobidnico que contribuye a acidificar la mezcla.
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Por lo general, se puede convertir un 10 a un 50 por ciento de lactosa en acido
lactobibnico; se convierte preferiblemente entre cerca de 20 y cerca de 40 por
ciento.

Ahora en relacién con la Figura 5, la generacién de écido lactobidnico in situ por la
enzima de oxidasa para la acidificacion directa del queso filtrado por membrana en
vez de utilizar cultivos, se ilustra de acuerdo con otra aplicacion del invento. La
mezcla de queso UF se prepara inciuyendo una oxidasa (paso 501). Las oxidasas
utiles para este propésito inciuyen ias ya deecritas en relacion con la explicacion
de la Figura 2. Se ulirafiltra o microfiltra leche entera utilizando un aparato
convencional para este fin (paso 503). La leche pasa a presién elevada por un
circuito a través de una membrana semipermeable de manera que los
componentes acuosos y los de bajo peso molecular atraviesen la membrana,
mientras que algunas proteinas grasas quedan retenidas por ésta. Por ejemplo, la
membrana semipermeable puede seleccionar y restringir el paso de moléculas con
un peso molecular mayor de 10.000. En el paso 505, se agregan crema fresca y
cuajo y luego se realizan los procesos de coagulacion (paso 507) y evaporaciéon
(paso 509) para formar el producto (511) que luego se empaca.

Se agrega oxidasa de lactosa en cantidad suficiente para oxidar al menos una
porcién de la lactosa en acido lactobidnico y reducir el pH de la mezcia de queso
lo suficiente como para que &l hacer otra adicién de cuajo se produzca la
coagulacién. Por lo general, ia cantidad de oxidasa agregada es suficiente para
oxidar al menos cerca del 10 por ciento de la lactosa presents, preferiblemente
entre el 10 al 95 por ciento de la lactosa presente y ain mas, preferiblemente
entre aproximadamente el 20 y aproximadamente el 40 por ciento de la lactosa

presentse.

El uso de esta oxidasa para generar écido lactobiénico in situ utilizando la
lactosa presente en la mezcla tiene la ventaja adicional de reducir
considerablemente los niveles de lactosa en el queso procesado o0 en otros
productos 1actecs, en comparacidn con los niveles presentes en ausencia de la
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adicién de oxidasa, con todos los demde factores iguales. De nuevo, esto permite
lograr ya sean niveles més bajos de lactosa en el queso o en otros productos
ldcteos o la capacidad de utilizer ingredientes lacteos en mezclas de queso que
tengan niveles de lactosa més altos de ios que se ulilizarian normalmente.
Ademas, el Acido lactobidnico sirve para reemplazar total o parciaimente o para
reducir los requerimientos de cultivo iniciador de otra forma aplicable a la
produccién de quesos, a la vez que permite mantener la textura adecuada sin la
presencia de sabores extrafios. En los casos en los que se reemplaza sélo una
parte del cultivo con la introduccion de dcido lactobiénico, la coagulacién de la
mezcia de queso puede realizarse por coagulacién Unicamente con el uso tanto de
écido lactico como de &cido lactobidnico agregados en una cantidad combinada.
En esta forma mejora la productividad en la medida en que se obtienen
reducciones del tiempo de procesamiento gracias, por ioc menos, a la reduccién de
los requerimientos de cultivo. La adicién simultdnea opcional de un concantrado
saborizante a la mezcia de queso, que Incluya écido lactobibnico puede
compensar en forma adecuada cualquier disminucion de sabor por la omisién del
cultivo iniciador en lo que se relaciona con cuaiquier tope de cultivo que se desee
lograr.

En una importante aplicacion de este invento, se incorpora é&cido
lactobiénico al queso procesado. En cuanto a la Figura 6, se agrepga é4cido
lactobidnico en diversas formas a la mezcla de queso procesado incluyendo
ingredientes convencionales como emulsores, sal, preservantes, colorantes,
queso duro molido e ingredientes lécteos como concentrados de proteina de suero
y suero seco (paso 601). La mezcia de queso se calienta hasta que forme una
masa pléastica homogénea (paso 603) y luego se empaca y enfria (paso 805). En
la Figura 6A, el acido lactobiénico se agrega directamente a la preparacién de
mezcla de queso procesado. En la Figura 6B, el dcido lactobidnico se agrega
utilizando queso que contiene écido lactobiénico biogenerado. Y en la Figura 6C
se agrega el &cido lactobidnico utilizando suero o concentrado de suero o un
permeado que contiene &cido lactobidnico biogenerado. Este concentrado de
suero podria obtenerse, por ejemplo, al tratar el suero con una oxidasa de lactosa
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adecuada. E! producto de queso procesado elaborado con &cido lactobidnico y
con este acido como unc de sus ingredientes, tiene atributos de textura y
organolépticos satisfactorios sin ningin sabor indeseado, y es comparable al
queso procesado convencional en términos de estas caracteristicas.

En la produccion del queso procesado, suele ser deseable reducir el
contenido de materia grasa y/o materia seca del queso procesado. Esta
necesidad se basa, entre otras cosas, en praferencias de los consumidoras por
productos con menos contsnido caiérico y en intentos de reducir costos por
ngmero unitario de quesos procesados. Sin embargo, si se reduce el contenido de
grasa o materia seca an el queso procesado, suale presentarse un problema en
cuanto a la textura del producto debido a la disminucién de su contenido de grasa
y/o matoria seca. Més especificamente, un producto asi tendré generaiments una
textura degradada y no pasaria la evaluacién sensorial (es decir, la sensacién en
la boca). Se ha demosirado que al adicionarie a este producto dcido lactobiénico
y/o sal se obtiene un queso procesado con un menor contenido de grasa y/o
materia seca a la vez que se conservan las caracteristicas de textura y sensorial
asociadas con el mismo. Més especificamente, se ha podido determinar que el
écido lactobiénico o la sal, por lo tanto, mejoran el comportamiento del queso
posdescremado (es decir, aumenta la viscosidad del queso en calients, durante el
proceso de descremado después del tratamiento de calor de la férmula del queso
procesado). Se ha determinado que el &acida lactobidnico mejora el queso
procesado después del descremado (es decir, aumenta la viscosidad del queso
caliente (o ia mantien® con un nivel de contenido de grasa y/o materia seca més
bajo)), pero sin retardar el proceso de descremado. Hay muchos ofros agentes
reafirmantes (por ejemplo, dextrdn, goma de algarrobo, y otros similares que
también aumentan la viscosidad del queso caliente durante el proceso de
descremado, aunque, por lo general, retardan todo el proceso de descremado.
Ademds {as gomas y almidones le dan al producto atributos sensoriales negativos
(por ejemplo, palatabilidad y brillo superficial) ain en cantidades menores de 2 por
ciento. Por ejemplo, por esas razones, no pueden usarse gomas en algunos
productos de queso procesado para untar.
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Por lo tanto, este invento ofrece un queso procesado que contiene
aproximadaments 0,1 & 10 por ciento de dcido lactobibnico y/o sal de &cido
lactobiénico. De preferencia, la cantidad de écido lactobiénico o sal de 4cido
Iactobiéniooonoldueuopmcaudoenestaimentoeatﬁdenﬁodelmngodem
de 0,0 a cerca de 7 por ciento, preferiblemente entre cerca de 1 y cerca de 5 por
ciento.

En la formula de queso procesado el 4cido lactobidnico puede ulilizarse
como tal 0 en forma de sal de &cido lactobiénico 0 en mezclas de los dos. Se
puede utilizar cualquier sal siempre que sea aceptabie para un producto
comestible y no deteriore en ningln otro aspecto ias caracterfsticas del queso
procesado. Los aejempios de las sales respectivas son sales de dicali y sales
metdlicas terosas, alcalinas, como sales de sodio, potasio, calcio y magnesio asi
como sales de amonio. Entre estas sales, las preferidas son las de sodio y calcio.

El contenido de materia seca en el queso procesado de este invento debe
ser de preferencia de 25 a 60 por ciento aproximadamente y mejor aun de cerca
de 30 a cerca de 50 por ciento. El contenido de grasa en ¢l queso procesado,
segun el presente invento, es de preferencia de cerca de 5 a cerca de 40 por
ciento, y mejor ain entre cerca de 7 y cerca 30 por ciento. En este contexto, la
exprasion "contenido reducido de grasa y/o materia seca” debe entenderse como
relacionada con una férmula de queso comespondiente que no contiene éacido
lactobidnico. Por consiguiente, los expertos en la materia se darén cuerta de que
puede haber formulas de queso procesado sin #cido lactobibnico y con un
contenido de grasa y/o materia seca més bajo que el del queso procesado del
presente invento. Sin embargo, esas formulas convencionales de queso

procesado carecen, por consiguiente, de las caracteristicas del queso procesado
de este invento, como son la estabilidad de ia textura y las ventajas sensoriales.

Un queso procesado correspondiente al actual invento, incluyendo uno que
tenga un menor contenido de grasa y/o materia seca puade producirse con ia
mezcia de ingredientes convencionales de formulas para queso procesado con
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acido lactobidnico y/o sal de écido lactobifnico. Los ingredientes cominmente
utilizados en la fabricacién del queso procesado incluyen queso, mantequilla,
grasa lactica anhidra, caselna, leche en poivo descremada, suero en poivo,
carbohidratos (como almidén, lactosa, écido ldctico y agentes ligantes), sales
{como cloruro de sodio y sales fundidoras o emulsoras (por ejemplo, sales de
écido citrico y écido fosférico)) y agua. Es decir, se pueden utilizar las férmulas
convencionales de queso procesado en el proceso del presente invento.

En el proceso del invento, el acido lactobidnico se agrega, de preferencia,
en forma de una solucién acuosa a la que se agrega el dcido como tal 0 en su
forma de sal. La sal de écido lactobiénico puede obtenerse agregando una base
como hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidrdxido de magnesio o hidréxido
de calcio o los respectivos carbonatos, a una solucién de dcido lactobidnico. La
sal puede obtenerse también graduando el pH en la férmula del queso procesado.
Por lo tanto, debe entenderse que la sal de &acido lactobidnico se formaré
normalmente al mezclar los ingredientes de la frmula de queso procesado con al
écido lactobiénico. De preferencia, el pH de la férmula resultante de queso
procesado se ajusta dentro del rango de aproximadamente 55 a
aproximadamente 5,9, de preferencia, & cerca de 5,6 a cercade 5,8.

En una aplicacién preferencial del proceso de este invento para preparar
queso pracesado, el dcido lactobidnico y/o su sal reemplazan parcial o totaimente
ia lactosa en ia férmula del queso procesado. Una ventsja adicional de este
invento es que no aumenta el oscurecimiento debido a la reaccién de Maillard en
las formulas en las que se mantiene el nivel de lactosa y se reduce drasticamente
en las formulas en las que Ia lactosa 88 reemplaza parciaimente por acido
lactobiénico o por su sal.

En sl paso de mezcla del proceso, segin el presente invento, podréd
utilizarse cualquier procedimientio de mezcla para la fabricacibn de queso
proceeado. Normalmente, éste consiste en mezclar hasta obtener la
homogeneidad en condiciones de mezcla/corte a temperaturas entre unos 15 y
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30°C y de preferencia entre unos 20 y 25°C. Se puede utilizar el equipo mezclador
convencional o cualquier tipo de mezciadora (por ejempio de agitacién, de banda
sencilla o doble, y similar). El paso de mezciado produciré la textura deseada (es
decir, una pasta tipo gel); el praducto resuitantie puede empacarse como producto
terminado 0 puede someterse a tratamiento adicional si se desea o si fuere
necesario, sagun las reglamentaciones gubemamentales aplicables. Por ejemplo,
en algunos paises o regiones (como en la Unién Europea) la ley exige un
tratamiento a UHT (temperatura ultra alta, por su sigla en inglés) para garantizar la
reduccién de microorganismos especificos (por ejemplo Closiridia). Por lo
general, en este paso de tratamiento de calor la estructura de la mezcia de queso
procesado se destruird y el queso se convertird en una solucién de ingredientes
altamente hidratados, cualquiera que sea el dispositivo mezclador especifico o el
procedimiento utilizado. Un tratamiento asi normalmente requeriré otro paso de
posdescremado de la mezcla para recuperar las propiedades y textura deseadas
(es decir, una estructura de gel firme). Ei queso procesado que no se somete a un
tratamiento de esta (ndole que destruye su textura, como los que se elaboran en
los Estados Unidos, por lo general no se someten a posdescremado.

A continuacién se describird un proceso detallado para la preparacién de
quesa procesado con un procedimiento de posdescremado. Sl los ingredientes de
la mezcla del queso procesado resultante con el écido lactobidnico o su sal son
sometidos a tratamiento por calor, dicho tratamiento se llevaré a cabo en las
condiciones que so utilizan normalmente para esterilizacion o tratamiento con
UHT. Esto es, a una temperatura que nomaimente estard entre
aproximadamente 105 y aproximadamente 150°C. Si el tratamiento por calor es
un fratamiento a temperatura ultra alta (UHT) la temperatura deberad estar,
preferiblemente, entre aproximadamente 135 y aproximadamente 140°C (en caso
de calor indirecto, por ejemplo, con una placa intercambiadora de calor) o entre
cerca de 140 y cerca de 150°C (en caso de calor directo, es decir, por inyeccion de
vapor). Si el tratamiento por calor es un tratamiento de esterilizacion, la
temperatura normal estaré dentro del rango de unos 110 a unos 120°C. De
preferencia, el fratamiento de calor 88 aplica por cerca de 2 segundos a cerca de
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20 minutos. De preferencia, en el caso de tratamiento con UHT, el tiempo de
calentamiento es de aproximadaments 2 a 15 segundos, mientras que la duracién
del tratamiento para eeterilizacién es de unos 10 a 20 minutos. Por lo general, el
tratamiento por calor puede realizarse con inyeccién directa de vapor o con el uso
de un intercambiador de calor de superficie rugosa o cualquier tipo de dispositivo
de coccién de lotes (por ejemplo una marmita Stephan) comun para esta técnica.

En caso de tratamiento por calor, ia mezcla tratada con calor se enfria
después a una temperatura, de preferencia inferior a unos 100°C y superior a
unos 15°C (por ejemplo, entre unos 25 y unos 98°C). Claro estd que, desde el
punto de vista econémico, ia temperatura més I5gica s la més préxima a la del
sigulente paso de posdescremado. Por lo tanto, un rango especifico preferido
estaria entre unos 70 y unos 95°C. El enfriamiento pusde hacerse en forma stbita
(por liberacién de presién) o mediante cualquier tipo de intercambiador de calor u
otro dispositivo de enfriamiento como, por ejemplo, una placa intercambiadora de
calor, un intercambiador de calor de superficie rugosa, otro dispositivo similar, o
cualquier combinacion de los mismos.

A continuacion, la mezcla enfriada se somete a un posdescremado que se
realiza, de preferencia, a una temperatura entre aproximadamente 70 y
aproximadamente 95°C y més cominmente entre aproximadamente 80 y
aproximadamente 85°C. E! tratamiento de posdescremado puede realizarse en
cualquier recipiente o tanque convencional con un dispositivo que permita una
accién suave y continua de agitacion/corte. De preferencia, el pesdescremado se
realiza, hasta lograr un nivel de viscosidad comespondiente al del queso
procesado que no contiene dcido lactabidnico ni su sal. En las Figuas 8y 9 se
muestran las curvas de viscosidad de los procedimientos convencionales de
posdescremado como una funcién de tiempo. Como es evidente en estas curvas,
después ds una fase inicial, la viscosidad Hega a una meseta; de preferencia, el
tratamiento de posdescremado se realiza hasia ajcanzar dicha meseta. Para
propdsitos del presente invento, se considera que esta messta es “el nivel de
viscosidad independiente del tiempo”.
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Aungue puede ser deseable para un mejor control del proceso, no es
necesario medir la viscosidad, 0 un parémetro relacionado, para obtener las
ventajas del efecto de este invento. Unos pocos ensayos y la evaiuacion de la
textura del producto correspondiente pueden ser suficientes para identificar sin
demora el tiempo optimo de descremado (que gensraimente serd el que haya
transcurrido al alcanzar la meseta) para una formula que contenga acido
lactobitnico o su sal. Luego puede comrerse una tanda de produccién en planta
por el tiempo as| determinado. De preferencia, el periodo de posdescremado
debe ser de unos 90 minutos y mejor atin de entre unos 10 y unos 40 minutos.
Por lo general, la tasa de corte empleada en el tratamiento posdescremado

afectard el tiempo de descremado y variard segun la distribucién de ia planta (por:

ejemplo, el tamafio; la modalidad de operacién, continua o por lotes, etc.) Sin
embargo, caracteristicas como la tasa de corte no tienen necesariamente que
utilizarse como parémetros de control.

En la aplicacién preferida del proceso de este invento, la reaccion de
posdescremado se inicia ("se cataliza®) con la adicién de un producto terminado
descremado (esto es, queso precocido) en una proporcién de hasta 10 por ciento
aproximadamente; de preferencia, de mas de 0,1 por ciento, y atn mejor dentro
del rango de cerca 0,5 a cerca de 5 por ciento 0, alin mejor, de aproximadamente
2 por ciento. El queso precocido puede ser un material preparado ad hoc o, como
en los ejemplos 8 y 9, puede ser un producio comercial. En la planta, puede ser
conveniente utilizar tanio el queso reprocesado como el queso precocido para
iniciar la reaccién de posdescremado. La cantidad de queso precocido afectard,
hasta cierto punto, el tiempo de descremado (es decir, a mayor cantidad de queso
precocido menor tiempo de descremado); oﬁlosejonmlosaysaeuﬁlimunpam
este fin porciones de un producto comercial descremado. La adicién de un
"catalizador” como éste (es decir, queso precocido) es importante para logrer los
tiempos cortos de descremado que 88 muestran en las Figuras 8 y 8. Si no se
utiliza queso precocido, el posdescramado suele tomar mucho mas tiempo ( hasta
dos veces mas, en algunas circunstancias). Las Figuras 8 y 9 presentan gréficas
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que muestran las curvas de posdescremado (es decir, la viscosidad en funcién
del tiempo) para los ejemplos descritos en los Ejemplos 7 y 8 respectivamente.

El queso tratado con calor y sometido al proceso de posdescremado puede
procesarse adicionaimente en la forma convencional (es decir, enfriarse,
empacarse y aimacenarse). El queso procesado resultante tiene ventajas sobre
los productos convencionales en el sentido de que mantiene una textura y unos
afributos sensoriales similares con un contenido més bajo de grasa y/o materia
seca, 0 es superior cuando contiene ia misma cantidad de grasa y materia seca.

Ya descritas las aplicaciones del proceso llustradas en las Figuras, asi
como otras aplicaciones, se describird ahora el invento mediante ejemplos
especificos que ilustran atin més distintas caracteristicas de sste invento, pero que
no limitan su alcance segun las reivindicaciones adjuntas. Todos los porcentajes
aquli utilizados se refieren al peso, a8 menos que se indique lo contrario.

EJEMPLO 1. Se prepar una composicién experimental con caracteristicas de
una de las aplicaciones del invento para demoatrar el uso del écido lactobiénico
como agente de acidificacion directa en fa produccién de queso crema. En la
Tabla 1 se presenta la composicién de la mezcla de queso preparada para este
fin.

Para prepsra la mezcla de queso crema, el &cido lactobidnico obtenido
comerciaimente de Lonza Inc. (Fairlawn, NJ) en forma de polvo cristalino blanco,
se disolvié revolviéndolo en el agua utilizada en la composicién. En este
experimento, el &cido lactobidnico se agregd en su forma de édcido libre. Luego, la
solucién de dcido lactobiénico se mezcié con los demés ingredientes, es decir,
crema fresca, leche uitra filtrada, sal (NaCl) y goma de aigarmobo. Se cuajd la
mezcia y ol pH del producto resultante fue de cerca de 4,52. A continuacién, la
mezcla se cocind hasta una temperatura de aproximadamente 82°C y luego se
homogenizd a aproximadamente 2500psi. Durante este proceso, no se permitié
que la temperatura del componente l&cteo liquido bajara a menos de unos 60°C.
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A continuacién, el producto de queso crema obtenido se empacd en recipientes
individuales con capacidad de 8 onzas y se almacend en frio.

Tabla 1. ingredientes de una composicién de queso crema relacionada con el
invento.

componente Cantided (%)
crema fresca 77,89

leche UF (5x) 17.0

écido lactabiénico 40

sal 0,7

goma 03

sorbato de potasio 0,03
saborizantes 0,08

Un equipo de evaluadores técnicos capacitados determindé las
caracteristicas organolépticas del producto de queso crema. No se detectaron
sabores no deseados. La apariencia geneml, el sabor, la textura y palatabilidad
fueron aceptables. Ademds, la ausencia del toque de sabor a cultivo en el queso
crema obtenido, acidificado directaments, pudo superarse con el uso de
saborizantes para lograr ol sabor a queso crema deseado.

EJEMPLO 2. Se prepard una mezcia experimental que inclula las caracteristicas
de ofra aplicacion del invento para demostrar el uso de la enzima de oxidasa de
lactosa para generar écido lactobidnico in situ pera la acidificacién del queso

-26-

195



10

15

20

WO 02/089592 PFCTIUS2/14337

crema. La Tabla 2 presenta la composicion de la mezcla del queso crema. Se
compard esta composicién con una mezcla de control representativa del queso
crema convencional.

En este experimento, 86 utilizd un ingrediente enzimético, la oxidasa de
lactosa, para generar acido lactobitnico in sifu durante la produccitn del queso
crema. La oxidasa de lactosa se obtuvo de Novozymes A/S (Franklinton, NC).
Esta oxidasa de lactosa es una flavoenzima que contiene FDA (dinuciedtido de
flavina-adenina) presente como cofactor junto con la oxidasa de lactosa.

La mezcia de queso crema se prepard con crema fresca, WPC 80, sal,
goma de algarrobo, concentrado de sabor a queso crema y sorbato K La mezcla
se cocind a aproximadamente 82°C por calor, se mantuvo a esa temperatura por
unos cinco minutos y luego se homogenizd a unas 2500psi. En este punto, la
mezcla homogenizada se inoculd con la enzima de oxidasa de lactosa con
iniciador de cultivo de queso crema. El cultivo iniciador fue el cultivo DVS
Lactococcus lactis, comerciaimente disponible, que se obtuvo de Chris Hansen
Inc., Milwaukee, Wisconsin. Después de incubario a aproximadamente a 22°C
durante la noche (unas 16 horas) el pH se redujo a cerca de 4.4. Después de
ajustar el pH a cerca de 4.7 mediante una mezcia de queso crema fresco no
inoculado, la mezcla se sometié al paso de calentamiento a aproximadamente
82°C y se homogeniz6 a cerca de 2500psi. El producto de queso crema obtenido
se empach en recipientes de 8 onzas y se aimacenb en frio.

Como proceso de control, se prepard otra mezcla de queso crema segun la
férmula descrita en la Tabla 2 y segun el procedimiento ya indicado, excepto que,
on oste caso, se omitié el ingrediente de wxddasa de lactosa. La Tabla 2 presenta
también los porcentajes del proceso de control.

-27-

oY



WO 02/039592 PCT/US02/14337 \OQ,LBX

Tabla 2. Ingredientes de las mezclas de queso crema tanto del invento como del
control.

Ingredients Muestra del Invento | Muestra de Control
Cantidad (%) Cantidad (%)

crema fresca 77,83 79,41

Agua 3,23 243

leche UF (5X) 17,0 17.0
oxidasa de lactosa (258 U/ml) |0,62 0

cultivo 0,01 0,01

sal 0,70 0,73

goma 0,30 0,31

sorbato de potasio 0,03 0,03

saborizantes 0,08 0,08

5 Se determind que el producto de queso crema de control no tratado

contenia aproximadamente 2.5 por ciento de lactosa. En cambio, el producto de
queso crema fratado con la enzima objeto de este invento contenfa s6lo 0.3 por
ciento de lactosa. El contenido de écido lactobiénico del producto de qusso crema
se determiné mediante cromatografia liquida de alto rendimiento utilizando un

10 protocolo de intercambio de iones. En el caso del producto tratado con la enzima
de oxidasa de lactosa, cerca del 88 por ciento de la lactosa original se habla
convertido en &cido lactobidnico.
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Como lo demuestran también estos resuitados, este invento permite el uso
de concentrados de protelna de suero de leche con un més alto nivel de contenido
de lactosa en las formulas de ias mezclas de queso crema, ademés de la
generacion de acidez in situ para contribuir a su acidificacion.

EJEMPLO 3. Se prepard una mezcia experimental con las caracteristicas de otra
aplicacién méds del invento para demostrar el uso del écido lactobibnico para ia
acidificacion directa sn la produccién de queso Cheddar.

Se prepard una mezcla de queso Cheddar con 20 g da écido lactobiénico
disueitos en 475 mi de leche y 5 ml de agua en vaso de precipitados estéril. Se
agregaron a la mezcla 500 pL. de CHY-MAX™® de doble concentracién. CHY-
MAX™® @3 una linea de productos de quimosina derivada de la fermentacién,
suministrada por Chr. Hansen, inc., Milwaukee, Wisconsin. La mezcla resultante
se incubd a 31°C por 30 minutos. La cuajada 36 cortd con un cuchillo para permitir
la sindresis. Luego se cocind la cuajada para aumentar su temperatura de unos
31°C a unos 39°C agiténdola con frecuencia en un bafio de agua. Una vez que la
cuajada liegd a una temperatura de 38°C, se incubd por otros 60 minutos a un pH
de aproximadamente 5,8, se dejé decantar y luego se prensd para exiraerie el
suero. La cuajada se saldé con 0.7 por ciento de cloruro de sodio. La cusjada
salada se prensé durente la noche (esto s, unas 16 horas), y el queso se empac)
luego en bolsas al vacio. El producto de queso Cheddar mostrd atributos de
texiura y organolépticos satisfactorios sin evidencia de ningin sabor no deseado.
Esta aplicacién del invento permite ahomos en la produccién de quesos duros y,
por consiguiente incrementa el volumen de produccién como resultado de la
eliminacién del procesamiento relacionado con los cultivos bacterianos écido
lacticos.

EJEMPLO 4. Se prepart una mezcla experimental con las caracteristicas de otra
aplicacion del invento relacionada con la produccidn de quesos duros para
demostrar el uso de la oxidasa de lactosa como reemplazo parcial de los cultivos
para ayudar a la acidificacion en el procesc de elaboracidn de queso Cheddar.
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Para preparar la mezcla de queso Cheddar se agregaron 950 unidades de
oxidasa de lactosa como la ya descrita en el Ejemplo 2 a 475 ml de leche y 5 mi
de agua en un vaso de precipitados estéril mezclado con 0,001 de cultivo iniciador.
El cultivo iniciador fue un cultivo DVS Lactococcus /actis, suministrado por Chris
Hansen Inc., Milwaukee, Wisconsin. Normaimente la cantidad de cultivo utilizado
para la produccion de queso Cheddar es, aproximadamente, 0,01 por ciento de la
mezcla de queso, por lo que en este sjemplo se empleé sdlo cerca del 10 por
ciento de la cantidad normal de cultivo iniciador en una mezcla de queso.

Se agregaron después, 500 pL. de CHY-MAX™® de doble concentracién y la
meazcla resultante se incubd a unos 31°C durante aproximadamente 30 minutos.
La cuajada se cortd con el cuchillo para permitir la sinéresis. Luego se cocind
para aumentar su temperatura de aproximadamente 31°C a unos 39°C con
agitacion frecuente en un bafio de agua. Cuando la cuajada aicanzd una
temperatura de cerca de 38°C, se incubé por otros 60 minutos a un pH de 5,8, se
dejé decantt y luego se prensd para extraer el suero. La cuajada se salé con 0,7
por ciento de cloruro de sodio. La cuajada salada se prensd durante ia noche
(esto es, unas 16 horas), y el queso se empacd luego en bolsas al vacio.

Los resultados demostraron que la produccion de acldo lactobibnico in situ
en ol queso Cheddar preparado en este experimento segin una aplicacién del
invento redujo la cantidad de cultivo que hay que agregar a la mezcla de queso
para reducir 8l pH al nivel deseado.

Ademés, el producto de queso Cheddar tratado con enzima de axidasa de
lactosa, representativo del invento, representd un contendido de menos de 0,2 por
ciento de lactosa. Una produccién individual, de control, de queso Cheddar,
preparado en la mismo forma con excepcion del uso de 0,01 por ciento del cultivo
de iniciacién y sigla oxidasa de lactosa mostré un contenido de menos de 0,3 por
ciento de lactosa. El producto de queso Cheddar mostrd caracteristicas de textura
y organolépticas satisfactorias sin ningln sabor extrafio y fue comparable a la
muestra de queso Cheddar de control en términos de sus caracteristicas.
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EJEMPL 5. En ofro experimento se utilizé enzima de oxidasa de lactosa para
generar 4cido lactobidnico in situ para acidificacion en la produccién de queso UF
en vez de cultivo. La Tabla 3 presenta la composicién de la mezcla de queso UF.

Para este procedimiento, se concentraron 1000 mi de leche fresca descremada
hasta unas 5 veces a 63°C mediante un dispositivo de ulirafiltracién con un
tamafio de poro de membrana que restringia el paso de moléculas de un peso
molecular mayor de 10.000, Antes de la ultrafiltracién, se agregd una enzima de
oxidasa de lactosa del mismo tipo de la descrita en el Ejemplo 2 en una proporcion
de 0,2 unidades por gramo de leche. Se agregaron también en ese momento 5,4
g de sal.

E! procedimiento de concentracion por ultrafiltracién se completé al alcanzar una
reduccién del 80 por ciento en el volumen de leche. Se agregaron 103 g de crema
fresca {40 por ciento) a la leche concentrada para obtener una relacién de proteina
a grasa de aproximadamente 0,8. Se agregaron 10 pL de cuajo a ia mezcia de
leche descremada concentrada/crema y se revolvié lentamente la mezcla hasta
que la enzima de oxidasa de lactosa convirti6 ia cantidad suficiente de lactosa en
écido lactobidnico para dar a la mezcla un pH de aproximadamente 5. La mezcla
8@ evapord para alcanzar el nivel de humedad del queso deseado por ¢l método
convencional de evaporacion utilizado para este fin.

Tabla 3. Ingredientes de las mezcias de queso UF tanto del invento como del
control.

ingredients Cantidad
Leche descremada 1000 mi
crema fresca (40%) 103 g

Enzima 2000 unidades
Sl 549

Cuajo 10ul
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Al determinar e| contenido de lactosa en el producto del queso UF y
comparar ese valor con el del proceso de control, en el que se prepard el queso
UF se en la misma forma con excepcién de la adicién de oxidasa de lactosa, se
confirmd que la lactosa presente en la leche descremada se convertia en écido
lactobiénico al procesarila en presencia de enzima de oxidasa de lactosa.
Ademés, debido a la conversion de lactosa en écido lactobidnico, se requirid
menos filtracibn para la reaccibn de cuajo en comparacibn con la que
normalmente se utiliza en el proceso de produccién convencional de queso UF.
Es decir, esta aplicacion capté muchos més sélidos derivados de lactosa que lo
que se hubiera logrado con el mismo proceso utilizando cultivos iniciadores.
Puesto que el 4cido lactobidnico (cuyo peso en la férmula es de 358,3) tiene una
relacion peso de masa/peso molecular aproximadamente 4 veces mayor que la
relacién peso de masa/peso molecular del écido lactico (cuyo peso en la fdSrmula
es 80,08) sobre una base molar, que, por lo tanto, retiene una mayor cantidad de
masa derivada de la lactosa, sobre una base equimoiar cuando la lactosa se
convierte en 4cido lactobidnico, como ocurre segun la aplicacién del invento, que
cuando se convierte en &cido lactico.

EJEMPLO 6. En este experimento, se prepararon quesos procesados de
compuestos de mezclas de quesos que contenfan una de fres formas distintas de
dcido lactobidnico. La Tabla 4 presenta las composiciones bésicas de las tres
mezcias de quesos procesados. Sélo varian en cuanto a la forma especifica del
écido lactobidnico utilizado. Como proceso de control se prepand ofra mezcla de
quesos segun al fdrmula descrita en la Tabla 4 y segun el procedimiento que se
describe a continuacién, excepto que en este proceso se omitid el écido
lactobidnico.

Las mezclas de quesos que representan este invento incluyen los
siguientes ingredientes: concentrado de proteina de suero (WPC 34, Wisconsin
Whey Internacional, Juda, Wisconsin) con un contenido de 34 por ciento de
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proteina de suero, concentrado de proteina ldctea (NZ MPC-70, New Zealand Milk
Products, Wellington, New Zealand), suero seco (con un contenido de 71,78 por
ciento de lactosa; Krafen, Kraft Foods, Glenview lil.), agua, quesoc molido, grasa
lactea anhidra (AMF, por su sigla en inglés), colorantes APO y annalto, 4tido
sorbico, agentes emuisores (como fosfato monosédico y fosfato disddico), sal
{NaCl), condensado y écido lactobiénica. E! condensado es el agua agregada a Ia
masa de queso durante la coccibn por la condensacion de vapor utilizada en |
proceso de inyeccion directa de vapor durante la fabricacién del queso procesado.
La cantidad de condensado depende del tiempo, Ia temperatura de la coccién y la
temperatura inicial de la mezcla de queso. Esta cantidad se determina y se utiliza
para graduar el contenido de agua en la férmula. El proceso de control tuvo la
misma composicién axcepto que no comenla 4cido lactobibnico (todos los demés
componentes sé incluyeron en las mismas proporciones).

El procedimiento para la elaboracion de queso fue el siguisnte. En una
mezciadora Hobart se mezclaron, por cerca de dos minutos, queso, AMF, sal
emulsor, écido sdrbico, fosfato monosddico y disddico, APO y annatto. Se elabord
una mezcia himeda de los demés ingredientes en ia solucibn de dcido
lactobidnico (descrita a continuacion) y se agregd a la mezcladora. Se mezcld
hasta que todos los componentes se unificaron. Para el proceso de control, se
elabord una mezcia himeda de los ingredientes en agua, con excepcion del écido
lactobiénico y se agregd esta mezcia humeda a la mezcladora.

La mezcla homogénea se past a un recipisnte de coccién donde se cocinb
por inyeccién directa de vapor. La mezcla se cocld hasta afcanzar una
temperatura de 84°C a una tasa de caientamiento de aproximadamente
0,17°C/min. Se mantuvo ia temperatura a aproximadamente 84°C y se sigui6
mezclando por aproximadamente dos minutos més. Se vertid el producto en
recipientes de 8 onzas, se enfrié y se aimacené refrigerado hasta el momento de
utilizario.
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Tabla 4. Ingredientes de un queso procesado del invento.
ingrediente Cantidad (g) Cantidad (%)
MPC-70 344,74 1522
'WPC 34 94,80 2,18
Suero seco 21,55 6,95
Agua 679,04 29,64
Queso 340,20 150
AMF 378,76 16,70
APO 0,46 0,02
Annatto 0,46 0,02
ido sbrbico 2,20 0,10
MSPT 7.20 0,32
(DSPT 55,63 245
Sal emulsora 34,38 1,52
Condensado’ 204,12 8,0
Forma de 4cido lactobitnico™ | 90,72 4.0

' No se agregé fosfato monosddico al utilizar directamente el &cido lactobiénico.
En cambio, se agregé una cantidad equivalente de fosfato disédico, ademés de la

cantidad de ese ingrediente ya especificada en la Tabla 4 para ia formula.
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2 El “condensado” fue el agua adicionada a la masa de queso durante la coccién
por la condensacién del vepor utilizado en el proceso de inyeccidn directa de
vapor utilizado en la elaboracion del queso procesado. La cantidad de
condensado depende del tiempo, la temperatura de coccién y la temperatura
inicial de la mezcla. Esta cantidad se determinéd y utilizé para graduar el contenido
de agua en la composicién del queso.

® Una de las tres formas distintas de é&cido lactobitnico fue agregada
respectivamente a fres muestras de mezclas diferentes de queso con la
composicién arriba indicada. Estas tres formas diferentes de dcido lactobidnico se
agregaron en solucién, asl: (a) écido lactobidnico disuelto en agua y utilizado
directamente; (b) solucidn de écido lactobiénico obtenida mediants la disolucion de
écido libre en agua seguida de neutralizacion de la solucién &cida con hidréxido de
sodio hasta un pH de aproximadamente 7 antes de agregar la solucién con écido
lactobibnico a la mezcla el queso; y (c) sal de calcio de acido lactobidnico,
lactobionato de calcio disuelto en el agua.

Se prepararon muestras adicionales de cada una de las tres férmulas
bésicas ya descritas, mediante la graduacién de las tasas de adicién de écido
lactobifnico de modo que su nivel varid de aproximadaments 1 a
aproximadamente 6 por ciento en incrementos de cerca de un 1 por ciento por
todo ese rango. Se pudo determinar que un nivei de aproximadamente 4 por
ciento de écido lactobibnico, era Sptimo para e! procesamiento de los productos de
queso analizados.

Un grupo de cinco evaluadores determinaron las caracteristicas de
apariencia, sabor, textura y palatabilidad, asi como el gusto, con base en una
evaluacidon organocléptica cuantitativa scbre una escala de calificacion de cuatro
puntos: inaceptable, igual al producto de referencia, marginalmente mejor que el
producto de referencia, significativamente mejor que el producto de referencia.

Como resultado de esta evaluacién, se determind que el queso que
contenfa e! cido lactobiénico neutralizado tenla una apariencia similar a la del
-35.
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producto de control. Se determiné ademds que la texiura y la palatabilidad del
producto de queso eran iguales a las del control. El uso del dcido lactobifnico en
su forma libre no produjo ningin sabor axirafio y aiguncs de los evaluadores
comentaron que mejoraba las notas de sabor a queso y/o lécteo del producto.

Se determind que los productos que contenian dcido lactobiénico no
neutralizado y lactobionato de calcio tenian un sabor a queso aceptable. A mayor
nivel de adicién de estos componentes (més de 4 por ciento aproximadamente)
menor puntaje para caracteristicas como apariencia, textura y palatabilidad de
estas muestras.

Elemplos 7 y 8. Estos ejemplos también muestran la inclusién del dcido
lactobiénico en los quesos procesados. Se mezcian y emuisionan previamente por
3 minutos en una mezcladoras Thermomix TM21 (Vorwerk) a nivel 6 de velocidad
y a temperatura ambiente, todos los ingredientes de la fdrmula de queso
procesado deseada. En el ejemplo 7, ia mezcla resultante se calienta en un
aparato Roversi a 60°C por calentamiento indirecto seguido de calentamiento por
vapor directo durante 80 segundos. En el Ejemplo 8, la mezcia se calienta en un
aparato Roversi a 50°C por calentamiento indirecto seguido de calentamiento por
vapor directo durante 105 segundos. En ambos ejemplos la mezcia se enfria a
80°C, se mezcia con 2 por ciento de queso precocido (producto comercial
‘reprocesado” descremado) y pasa a un procaso de posdescremado en un
farindgrafo-resistografo Brabender a velocidad 2, a 80°C hasta alcarzar la meseta
de viscosidad (aproximadamente una hora en ambos ejemplos). El producto se
envasa, se deja enfriar a temperatura ambiente, se somete a enfriamiento
adicional y se aimacena a 4°C durante al menos dos semanas.

El farinégrafo Babender utilizado en los Ejemplos 7 y 8 registra el torque
(100 unidades Farino = 1 N m) que se refiere a la viscosidad del queso calients.
Este dispositivo se utiliza para experimentos & pequeiia escala dado que simuta el
tanque de descremado que se utiliza en la plants y lo combina con un dispositivo
que registra la viscosidad; claro que este dispositivo de registro no as obligatorio

-36-

1%



10

15

WO 02/089592

on la planta. Se realizaron estas pruebas para garantizar que las curvas de
descremado obtenidas tanto del farinégrafo Babender como del medidor de
viscosidad utiizado en la planta piloto fueran comparables (esto es,
representativas). E! farindgrafo se describe en més detalle en el manual del
farindgrafo ("The Farinograph Handbook® 3rd ed. B.L. D’Appolonia and W.H.
Kunerth, eds., American Association of Cereal Chemists, St. Paul, U.S.A., 1984)

£n el Ejemplo 7 se prepararon las siguientes formulas finales de compuestos de

PCTUS02/14337

queso procesado:;
Control 1 Invento — Ejemplo 7
Materia seca 42,0 40,0
 Grasa 17,8 15,0
Proteina 99 9,5
Lactosa 58 5,7
ido lactobiénico 0,0 20

Todos los pardmetras de procesamiento son idénticos para las dos férmulas. La
incorporacién de 2 por ciento de acido lactobidnico permite una reduccion de

sélidos de 1,1 por ciento y una reduccion de grasa de 2,8 por ciento.

Los ingredientes especificos de las muestras del

giguientes:
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Control 1 Invento — Ejemplo 7
Mantequilla 16,67 13,40
Protelna léctea 14,58 14,02
Queso 17,50 17,50
Sales disolventes 3,15 3,28
Agua 4538 47,28
Cloruro de sodio 0,90 0,90
Agents ligante 1,62 1,62
ido lactobiénico 0,0 2,0

Ambas férmulas tienen (o al final se ajustan a) un pH entre 56 y 5,9, de

preferencia un pH entre 56 y 5,8.

En el Ejemplo 8, se prepararon compuestos de las siguientes férmulas

fingles:
Control 2 Invento — Ejemplo 8
Materia seca 40,7 40,1
[Grasa 22 18,9
Tﬁmtelna 123 123
Lactosa 0,2 0,2
ido lactobinico 0,0 30

IS



10

15

WO 02/089592 PCT/US02/14337

Todos los pardmetros de procesamiento son idénticos para ambas
formulas. La adicidn de 3 por ciento de 4cido lactobiénico permite reducir los
solidos en 0,6% y, a la vez, una reduccion de 3,3% en la grasa.

La siguiente es la lista de los ingredientes de las muestras del Ejempio 8.

Control 2 Invento — Ejempio 8
Mantequilia 18,94 15,50
Proteina ldctea 10,96 10,96
[Queso 11,44 11,44
"Sales disolveries 3.45 3.45
Agua 53,81 54,56
Cloruro de sodio 1,0 1,0
lactico 0.4 0
ido lectobiénico 0,0 3,0

Ambas férmulas tienen (o al final se ajustan a) un pH entre 56 y 5,9, de
preferancia un pH entre 56 y 5,8.

Las curvas de descremado (es decir, los cambios en la viscosidad del
queso caliente) para las muestras del Ejemplo 7 se muestran en la Figura 8 y las
de las muestras del Ejemplo 8 se muestran en la Figura 9. Las curvas de
doescremado de las dos muestras del invento son muy similares a las de Ia
referencia (técnica anterior) que representan la viscosidad deseada del queso
caliente. Con una evaluacion sensorial informal no fue posibie detectar diferencias
en los atributos sensoriales del invento y las muestras de contral (como brillo
superficial, grado de adhesién al empaque de ldmina de aluminio, cremosidad,
salinidad y acidez.
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EjJemplo 9. Este ejemplo ilustra la preparacién de leche con contenido
reducido de lactosa mediante el uso de oxidasa de lactosa para convertir la
lactosa en écido lactobitnico. Se pasteurizd leche entera a 71,6°C durante 15

. segundos y luego se enfri6 a 45°C. Se agregd oxidasa de lactosa en una
S proporcion de 4 unidades/mi de leche. La muestra de 1a reaccidn se revolvid bien
para dispersar la enzima. La muestra resultante se incubd a 71,6°C durante la
noche para pemmitir ol desamolio de la reaccion enzimética. Se expuso una
muestra de control a las mismas condiciones, excepto que no se le agregé la
enzima. Se analizaron las muestras para determinar el contenido de lactosa y

10 écido lactobidnico:

15

Control Invento
Lactosa 4,.45% 1,5%
Acido lactobiénico 0 3,2%

Ejemplo 10. Este ejemplo ilustra la biogeneracién de écido lactobidnico en
crema agria mediante el uso de oxidasa de lactosa. Las férmulas de control de la

crema agria del invento son ias siguientes:

Ingrediente Cantidad

Control 2 invento
Leche descremada 52% 52%
Crema 45% 45%
Agua 1% 1%
Cuitivo 0,1% 0,1%
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Cusjo 0,01% 0,01%
Oxidasa de lactosa 0 4 unidades/m!

Una mezcla de leche descremada, crema y agua se calenté a 22,22°C y
luego se le agregd el cultivo (esto es, Lactococcus lactis subsp. Diacetilactis y
Leuconostoc) y cuajo para la muestra de control o la adicién de cultivo {(esto es,
Lactococcus lactis Subsp. Diacetilactis y Leuconostoc), cusjo y oxidasa de lactosa
para la muestra del invento. Las mezclas se incubaron a 22,22°C durante la noche
para obtener |la crema agria. La cantidad de lactosa se redujo de cerca de 2,5 por
ciento en la muestra de control a cerca de 1,7 por ciento en la muestra del invento
con e uso del tratamiento enzimético.

EJemplo 11. Este ejemplo ilustra la biogeneracién de écido lactobiénico en
el yogur con el uso de oxidasa de lactosa oxidasa para generar acidez y reducir
los niveles de lactosa. Se calent la leche estandarizada a 2% de grasa léctea a
86°C y se mantuvo a esa temperatura por 20 minutos. Después de homogenizaria
a 65,5°C, se redujo |a temperatura de ia mezcla a 46°C. Se agregaron la muestra
del cultivo (muestra de control) o {a muestra de cultivo y oxidasa de lactosa
(muestra del invento) y se incubd la mezcla a 45°C durante unas 4 horas hasta
que alcanzd un pH de 4,6. Se agregd oxidasa de lactosa en una proporcion de
unas 4 unidades/ml de leche. El cultivo utilizado fue una mezcla de Lacfobacilius
bulgaricus y Streptococcus fermophilus. El yogur de control contenla cerca de 3,4
por ciento de lactosa en contraste con cerca de 0,14 por ciento en el yogur tratado
con la enzima.

Ejemplo 12. Este ejemplo ilustra el uso del dcido lactobidnico (ya sea
agregado directamente o generado in situ) para modificar las proteinas del suero.
Las proteinas del suero modificadas con écido lactobiénico son més funcionales
como ingrediente del queso procesado comparadas con las protelnas del suero
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modificadas con écidos tradicionales. Estas protsinas séricas modificadas pueden
utilizarse como ingrediente en quesos y otros productos léctecs.

Myestra A. Se mezclaron 30,5 libras de concentrado de proteinas séricas
(WPC, por su sigia en inglés), con un contenido de proteina de 35 por clento
(WPC-35), en 51,2 Ib. de agua y se acidificaron a un pH de 3,78 con 3,7 Ib. de
écido lactobionico. La mezcia resultante se calentd a 80°C y se mantuvo a esa
temperatura por 180 minutos y lusgo se secH por aspersién de aire para obtener
un poivo con un contenido de proteina de 26 por ciento. El concentrado de
proteina sérica (WPC) modificado se incorpord en una férmula de queso
procesado en una proporcién de 16% por peso. El queso procesado resultante
presenté un valor de firmeza de 8,6mm segUn la prueba de penetrometria, en
comparacion con 11,9 mm para el queso procesado con el mismo nivel de
protelna sérica modificada con écido ldctico y 15,4 mm para el queso procesado
elaborado con una WPC-35 no modificada.

Muestra B. La WPC-35 se reconstituyd en agua a una concentracién total
de sélidos de 33 por ciento y una concentracién final de lactosa de 15 por clento.
Esta solucion se pasteurizd a 70,4*C por 15 minutos y se enfrié a 55°C.

Se agregbd oxidasa de lactosa en una proporcién de 2 unidades/mL. Se
reincubaron 3 litros de la mezcla de reaccién en un biorreactor (New Brunswick) a
55°C. El pH se mantuvo constante en 7,0 y se dispuso aireacion con dispersién y
agitacién continuas de aire filtrado a 75 rpm. Se pemitié que la bioconversion
continuara por 48 horas, lo que llevd a la formacién de la sal sédica del Acido
lactobiénico. El pH de la solucion resultante se ajustd a 3,35 con écido lactico;
luego, 1a mezcla se calent6 hasta alcanzar 80°C y se mantuvo a esa temperatura
durante 180 minutos. La lechada tratada con calor se liofilizd.

El WPC modificado liofilizado se incorpord en una formula de queso
procesado en una proporcién de 16 por ciento. El queso procesado resultante
mostrd una fieza de 8,2 mm en la prueba de penetrometria en comparacién con
valores de 12,6 mm para el queso procesado con igual contenido de protelina
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sérica modificada con dcido lactico y 16,5 mm para el queso procesado elaborado
con un WPC-35 no modificado.

Muestra C. El WPC-35 se reconstituyd en agua a una concentracion total de
sdlidos de 33 por ciento y una concentracion final de lactosa de 15 por ciento. Esta
solucién se pasteurizé a 70,4°C por 15 minutos y se enfrié a 55°C.

Se agregd oxidasa de lactosa en una proporcién de 2 unidades/mL. Se
reincubaron 3 litros de la mezcla de reaccién en un biorreactor (New Brunswick) a
55°C. El pH se mantuvo constante en 7,0 con “stat’ de pH y se dispuso aireacién
con dispersion y agitacién continuas de aire filtrado a 75 rpom. Se permitié que la
bioconversién continuara por 48 horas, lo que llevd a la formacién de la sal sddica
del 4cido Iactobibnico. El pH de la solucién resultante se ajustd a 3,35 con écido
lactico; luego, la mezcla se calentd hasta alcanzar 80°C y s mantuvo a esa
temperatura durante 180 minutos. La lechada tratada con calor se enfrié a 4,4°C y
se almacené para utilizarla como ingrediente iiquido.

El WPC modificado liquido se incorpord en una férmula de queso
procesado en una proporcidn de 12 por ciento de proteina sérica por peso. El
qQueso procesado resultante mostré una fimeza de 3,9 mm en la prusba de
penetrometria en comparacion con vaiores de 14,9 mm para el queso procesado
con igual contenido de proteina sérica modificada con 4cido lactico y 17,75 mm
para el queso procesado slaborado con un WPC-35 no modificado.

Ejemplo 13. Este ejemplo ilustta el uso del écido lactobidnico para
aumentar los sélidos derivados de la lactosa en el queso procesado. Debido a la
tendencia de la lactosa a formar cristales indeseados, los contenidos de lactosa se
limitan, por lo general, a un 6 a 9 por ciento en los productos de queso procesado,
segun su formulacién especifica. El uso del dcido lactobibnico, en adicién a la
lactosa normaimente presente, permite utilizar una mayor cantidad de sdlidos
derivados de la lactosa en los productos de queso procasado,
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Se combinaron 0,7 Ib de &cido lactobidnico, 2,9 Ib. de MPC-70, 0,5 Ib. de
WPC-35, 4,7 |b. da suero fresco y 11 Ib. de agua. Se agregd esta mezcla a 40 bb.
de un batido de queso Cheddar fundido, 2 Ib. de grasa lactea anhidra y 1,7 Ib. de
sales emulsoras. El queso procesado resultante se empacd en tajadas. Las
tajadas de queso procesado que contenian 1 por ciento de acido lactobiénico no
eran diferentes a las tajadas de queso procesado de control que no contenian
écido lactobidnico pero tenfan la ventaja de haber reemplazado cerca del 1 por
ciento de los sdlidos de proteina y grasa por écido lactobiénico.

Elemplo 14. Este ejemplo ilustre el uso de! dcido lactobidnico para
reemplazar la grasa lactea en el queso procesado. El dcido lactobiénico puede
reemplazar hasta un 25 por ciento de la grasa ldctea en el queso procesado, con
un ligero aumento en la firmeza del producto y una leve restriccidn en la capacidad
de fundirse.

Se utllizaron las siguientes formulas para elaborar varios productos de
queso procesado.

Cantidad
Ingrediente Control [2%  de  4cido|4%  de  @cido
lactobiénico lactobiénico

Queso Cheddar | 26% | 26% 26%

Grasa ldctea 126% |10,6% 8.6%

MPC-70 71% |7,1% 7.1%

WPC-34 138% | 139 1398

Suero  fresco|[0.2% |0.2% 0,2%

$6C0

Acido Lactico  [0,6% [0,6% 0,6%
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Acido 0% 2,0% 4,0%

lactobidnico

(neutralizado con

NaOH)

Agua 352% |352% 35,2%
Firmeza por|26,5m |[21,1mm 23,1mm
penstrémetro m

Punto de fusién | 50,9°C |64,7°C 68,8°C

Al reemplazar la grasa lactea por &cido lactobibnico hay un leve aumento en la
firmeza y una ligera disminucién en la restriccién a la fusion.

Aunque aquf se ha ilustrado el uso del dcido lactobiénico en la elaboracién
de varios tipos do quesos y productos lécteos, se entenderd que este invento
tembién prevé el uso del &cido lactobibnico como acidulante de uso general en
ofros alimentos ademés de los productos lacteos.

Aunque el invento se ha descrito espaciaimente en relacién especifica con
un proceso y unas aplicaciones en productos particulares, se entendera que varias
alteraciones, modificaciones y adaptaciones podrén basarse en la revelacién de
este invento y que estdn previstas dentro del esplritu y alcance del mismo segdn lo
definen las siguientes reivindicaciones,
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Se reivindica lo siguiente:

1. Un proceso para fabricar un producto de queso que contiene &cido
lactobiénico, proceso que incluye las siguientes etapas:

preparacién de una mezcla de queso liquido que contiene un componente
ldcteo, lactosa y écido lactobidnico o una sal dietéticamente aceptable o una forma
neutralizada de la misma; y

coagulacion de la mezcla de quesc para obtener el producto de queso.

2. El proceso conforme a la reivindicacion 1, en el cual el dcido lactobidnico
ostd presente en una cantidad de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10
por ciento de la mezcla de queso.

3. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual el dcido lactobiénico
esta presente en una cantidad de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 por
ciento de la mezcla de queso.

4. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cuat el &cido lactabiénico
esta presente en una cantidad de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 por
ciento de la mezcla de queso.

5. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual el 4cido lactobidnico
estd presents en una cantidad efectiva para inducir 1a coagulacién de la mezcla de
queso.

6. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual el 4cido lactobiénico
osta presente en una cantidad efectiva para reducir el pH de la mezcia de queso al
punto isoeléctrico de la caseina presente en la misma.
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7. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual el dcido lactobidnico
esté presente en una cantidad efectiva para inducir el pH de la mezcia de queso.

8. El proceso conforme a la reivindicacion 1, en el cual el dcido lactobidnico
8 una sal dicali 0 una sal metélica terrosa alcalina de dcido lactobidnico.

9. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual el acido lactobidnico
es una sal de sodio, potasio o calcio de &cido lactobibnico.

10. El proceso conforme a la reivindicacion 1, en el cual el 4cido
lactobidnico es un &cido libre.

14. E! proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual el dcido
lactobidnico se agrega a la mezcla de queso como una solucién de sal de
lactobionato disuelta en agua y neutralizada a un pH de aproximadamente 7 por
adicién de una sustancia alcalina.

12. El proceso conforme a la reivindicacion 1, en el cual el acido
lactobinico es generado por oxidacion catalitica de por lo menos una pocion de ia
lactosa a écido lactobiénico utilizando una oxidasa.

13. El proceso conforme a la reivindicacién 12, en el cual ia oxidasa es
oxidasa de lactosa.

14. El proceso conforme a la reivindicacion 12, en el cual la oxidasa es
oxidasa de lactosa en combinacién con un cofactor que contiens FAD.

15. El proceso conforme a la reivindicacién 12, donde la oxidasa es una
mezcla de oxidasa de lactosa y oxidasa de giucosa.
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16. El proceso conforme a la reivindicacion 12, en el cual la oxidasa es una
mezcla de oxidasa de lactosa y oxidasa de hexosa.

17. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual ia mezcla de queso
contiene ademas un coagulante enzimatico.

18. El proceso conforme a la reivindicacién 1, que abarca ademés los pasos
de formacion de cuajada y suero a partir de la mezcla coagulada, y separacion de
la cuajada del suero para obtener el producto de queso.

19. El proceso conforme a la reivindicacién 1, en el cual la mezcla de queso
comprende ademés un cultivo iniciador.

20. El proceso conforme a la reivindicacion 1, en el cual la mezcla de queso
incluye ademés una bacieria de acido lactico en una cantidad efectiva para cultivar
la mezcla de queso.

21. El proceso conforme a la reivindicacion 1, en el cual el componente
lécteo se selecciona del grupo constituido por leche fiuida, leche concentrada,
permeato de UF, concentrado de proteina de suero, crema, crema fresca, sdlidos
lacteos, flujos de subproductos lacteos y mezclas de lo anterior.

22. £l proceso conforme & la reivindicacién 21, en el cual el producto de
QuUeso 88 qUes0 crema.

23. El proceso conforme a la reivindicacién 21, en el cual el producto de
queso s queso cheddar.

24. Un procaso para |8 manufactura de producto de queso procesedo que
contiene acido lactobidnico que seguin se ha dicho comprende los siguientes
pasos.
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Preparacién de una mezcla de quesc que contiene lactosa, quaso sélido
molido, y dcido lactobidnico o una sal dietéticamenie aceptable o una forma
neutralizada de la misma;

Calentamiento de la mezcla de queso a una temperatura y por un tiempo
adecuados para producir una mezcla de queso fundido;

Calentamiento de la mezcla de quesc fundidoc a una temperatura de
aproximadamente 76,7°C y aproximadamente 83°C por unos 1 a 10 minutos para
producir el producto que queso procesado, y

Empacar el producto de queso procesado.

25. Un producto de queso que contiene queso y Acido lactobifnico o una sal
dietéticamente aceptable o forma neutralizada de la misma, donde el écido
lactobionico o la sal dietéticamente aceptable o forma neutralizada de la misma
estd presente en una cantidad de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10
por ciento del producto de queso.

26. El producto de queso de la reivindicacién 25, donde sl producto de
queso a8 un producto de quaso procesado.

27. Un proceso para fabricar un producto ldcteo que contiene écido
lactobibnico, que induye los siguientes pasocs:

preparar una mezcla liquida que contiene un componente lacteo, lactosa y
écido lactobionico o una sal dietéticamente aceptable o forma neutralizada de la
misma; y

tratar ia mezcla liquida para obtener el producto lacteo.

28. El proceso de la reivindicacion 27, donde el components lacteo se
selecciona del grupo constituido por lechs liquida, leche concentrada, permeato de
UF, concentrado de proteina de suero, crema, crema fresca, sélidos lacteos, flujos
de subproductos léctecs y mezclas de los mismos.
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29. El procaso conforme a la reivindicacion 28, donde el dcido lactobiénico
§6 agrega & la mezcla de queso como una solucién de sal de lactobionato disuelta
en agua y neutralizada a un pH de aproximadamente 7 por la adicién de una
sustancia aicalina.

30. El proceso conforme a la reivindicacién 28, donde e} Acido lactoblonico
es generado por oxidacién catalitica de por io menos una porcién de la iactosa a
décido lactobidnico utilizando una oxidasa.

31. El proceso conforme a ia reivindicacién 28, donde el producto lécteo
incluye queso.

32. El proceso conforme a la reivindicacion 28, donde el producio lécteo
contiene yogurt.

33. El proceso conforme a ia reivindicacién 28, donde el producto lécteo
contiene crema agria.

34, E! proceso conforme a la reivindicacion 28, donde el producto lécteo
contiene requesén.

35. El proceso conforme a la reivindicacién 28, donde el producto lécteo
contiene leche de manteca.

36. El proceso conforme & la reivindicacion 28, donde el producto lécteo
contiene leche.

37. E! proceso conforme a la reivindicacion 28, donde el producto lécteo
contisne un producto que contiene suero.

Tl
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38. Un queso procesado que contiens aproximadamente 01 a
aproximadamente 10 por ciento de écido lactobidnico y/o sal derivada del mismo,
donde o queso procesado tiene un contenido de materia seca de
aproximadamente 25 a aproximadamente 60 por ciento y un contenido graso de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 par ciento.

39. El queso procesado de la reivindicacion 38, donde la cantidad de dcido
lactobionico y/o sal derivada del mismo es aproximadaments 05 a
aproximadamente 7 por ciento.

40. El queso procesado de la reivindicacion 39, donde la cantidad de 4cido
lactobiénico y/o una sal derivada del mismo es aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 por ciento.

41. Un proceso para preparar quesd procesado, el cual abarca los
siguientes pasos:

(a) mezclar los ingredientes de la formula de queso procesado con écido
lactobidnico y/o una sal deriveda del mismo para formar una mezcia,

(b tratar ia mezcla al calor;

(c) enfriar la mezcia tratada al calor; y

(d) posdescremar ia mezcla enfriada hasia el nivel dessado de viscosidad,

42. El proceso conforme a la reivindicacion 41, donde la mezcla
mencionaca en el paso (b) se calienta a una temperatura aproximadamente 105 a
aproximadamente 150°C durante aproximadamente 2 segundoa a
aproximadamente 20 segundos y donde la mezcla tratada al calor que se
menciona en e! paso (c) se enfria a aproximadamente 70 a aproximadamente
95°C.

-51-
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43. ¢l proceso con la reivindicacién 42, donde el nivel dessado de
viscosidad que se logra en al paso (d) es un nivel de viscosidad independiente del
tiempo.
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i [ Priority
1t [ ]| Non-cstablishment of report with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
tv [ ] Lack of unity of invention

v E Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

vi [] Certain documents cited
vl [_] Certain defects in the international application
vili [_] Centain observations on the international application

—

h

Date of submaission of the dernand Daie of completion of this report
06 December 2002 (06.12.2002) 22 January 2003 02;01.2(”3)
LY A

Name and mailing address of the IPEA/US ri icer

Commissioner of Paients and Trademarks ) . \)‘/

Bax FCT

Waskingion, D.C. 20231
Facsimile No. (703)305-3230 Te:ephone No. 703-308-0661

Form PCT/IPEA/409 (cover sheet)(July 1998)



J

7

. Imernational application Na,
*  INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/US02/14337

I. Basis of the report

1. With regard 10 the elements of the imiernational application:*
E the international application as originally filed.
the description:

pages 1-39 as originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of
& the claims:
pages 40-45 , 85 originally filed
pages NONE , as amended (1ogether with any statement) under Anicle 19
pages NONE , filed with the demand
pagesNONE ~ , filed with the lewer of
X the drawings:
pages 1-8 , as originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the Jetter of
D the sequence listing part of the description:
pages NONE . s originally filed
pages NONE . filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of .

2. With regard 10 the language, all the elements marked above were available or furnished 10 this Authority in the
language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item.
These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is:

D the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule23.1(b)).
the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)).
the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination(under Rules
55.2 and/or 55.3).

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing:

[] contained in the international application in printed form.

D filed together with the international application in computer readable form.
fumished subsequently to this Authority in written form.

[ ] furnished subsequendy to this Authority in computer readabie form.
The siaternent that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
international application as filed has been furnished.

D The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing
has been furnished

4. E The amendments have resulted in the cancellation of:

DX e description, pages None
X] the claims, Nos. None
DA’ the drawings, sheets/fig None
5. D This report has been eswablished as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to po
beyond the disclosure a5 filed, as indicated in the Supplememal Box (Rule 70.2(c)).**

* Replacemens sheers which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred 1o in
lius report as “originally ji.ed” and are not annexed to this report since they do no! contain amendmenis (Rules 70.16 and 70.17).
** Any replacement sheet containing such anendments must be referred 10 under item 1 and annexed 1o this repon.

Form PCT/IPEA/409 (Box I) (July 1998)
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*  INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

J

International application No.
PCT/US0Y/14337

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty. inventive step or industrial applicability:
citations and explunations supporting such statement .

1. STATEMENT

Novelty (N)

Inventive Step (1S)

Industrial Applicability (1A)

Claims
Claims

Claims
Claims

Claims
Claims

1-43 YES
NONE NO
143 YES
NONE NO
143 YES
NONE NO

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS

Claims 1-13 mect the criteria set out in PCT Anticle 33(2)-(4). hecause the prior art does nut teach or fairly suggesi 8 product or
process for manufacturing & cheese product containing lactobionic acid or a diewarily acceptahle salt or neutralized form thereof,

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (July 1998)



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

Dela: Administracién encargada del examen preliminar internacional (IPEA)

PCT
Para: Jumes P. KRUEGER NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME

FITCH, EVEN, TABIN & FLANNERY DE EXAMEN PRELIMINAR
120 South LaSalle Street INTERNACIONAL
Sulte 1600 (Regla 71.1 del PCT)
Chicago, IL 60603
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Fecha de envio (diz/mes/sflo) 05.02.2003

Referencia al expediente del solicitante o del mandatario:

NOTIFICACION IMPORTANTE

67088/1410

Solicitud Internacicnal N® | Fecha do presentacién intermacional Fecha de prioridad (dia‘mes/afio)
PCT/US 02/14337 | (dis/mes/afio)  07.052002 07.05.2001
Solicitente KRAFT FOODS HOLDINGS, INC.

ml:mgmdﬂudﬂmmmmmmddmmhdﬂm
(IPEA por su sigia en inglés) envia aqul adjunto d informe del Examen Preliminer Internacional y sus anexou, sl
e3 ¢l caso, establecidos en la solicitud internacional.

Una copla del informe y sus anexos, al es el cuso, serén enviados s Ia Oficina Internacional con e objeto de que
esta los trangmita 8 todas las Oficines clegidas.

En caso de que asf lo requicra cuslquicra de Ins Oficines elegidas, Ia Oficinn intemacional elahornrd una
traduccién el inglés do I opinidn escrita {mas no de los ancxos) y enviard dicha traduccién a lns Oficines
mencionades.

RECORDATORIO

El solicitante deberd entrar a 1a fase nacional ante cada Oficina clegida tras efectusr ciertas formalidades
(presentacidn de tradncciones, pago de de honorarios naclanales) dentro de los treinta (30) meses comtados &
pertir de la fiecha de prioridad (o después de dicha focha en algunas Oficines) (Articulo 39 (1) (wisse temblén el
aviso enviado por 1a Oficine Internacional con el formato PCT/IB/A01).

En caso de que sea neoesa—io prosentar una traduccidn de 1a soliclud imemacional ante una Oficina clegida,
dicha tradnoclén deberd incluir 1a traduccién de cuslquier anexo contenido en o informe del Examen Preliminar
Internacional. Es responsshilidad del solicitanie elsharer y presentar direciamente dicha traduccién ente la
Oficina elegida competente.

Para obtener informaclén detallada sobre los limites de iempo aplicebles y los requisitos de Ins Oficines
elegides, wiase el Volumen [l de Ia Guia del Solicitante del PCT.

Nombre y direccién postal de 1a IPEA/US Funcionario eutorizado:
Commissionsr of Patents and Trademnarks (Fln'na wu)

Box PCT Leslie WONG
Washingios, D.C. 20231

Fax N* (703 Tdéfosn: T03-308-0661

Formulario PCTAPEA/M16 (Julio de 1992)




TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES (PCT)
INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(Articulo 36 y Regla 70 del ECT)

MAYORES DETALLES
Referencia al expodiente del solichante o del Véuse Natificacitn de Envio del Infivme de Examen
mandsterio: 67088/1410 Preliminer internacionsl (Formsto PCT/IPEA/416)
Solicitud internacional N° | Fecha de presentacién internacionsl Fecha de prioridad (dis/mes/afic)
PCT/US 02/1437 (dis/mes/afin) 07.05.2002 07.05.2001

Clwificacién internacional de patentes (IPC) o cimificacidn nacional & IPC
IPC (7): A23C 900, 1500y US CL.: 42639, 530

. Solicitente KRAFT FOODS HOLDINGS, INC.

1. El presente informe de examen preliminer internacional fue cisbomda por 1a Administracion encargada del
Examen Preliminar Internacional y se envia al solicitants de conformidad con d Articulo 36.

2. K presento INFORME consta de 3 pdgines en total, Incluida In portade.

0O Este infbrme también va scompafiado de ANEXOS, es decir les pigines de descripcién, las relvindicaciones
yo los dibujos quo han sido modificados y constituyen la base de cste informe y/o las péginas que conticnen
las rectificaciones presentacins ante esta Administrecion (véase Ia Regla 70.16 y la Seocién 607 de las
Instrucciones Adminisiratives conforme al PCT).

Los Anexos constan de un total de plgines

L Bage del informe

IL - Priorided

118 — No emisidn de conoepto con respecio & la novedad, 1a actividead inventiva y Is aplicacién en In
indmtria

v. - Falta de unidad de la invencién

V. X Declaracién mativada conforme a I Regla 35 (2) con respecto a la novedad, Ia actividad inventive
¥ lasplicacién en In indusirin; dicha declarncién s respaidada por ics documentos citados y las
explicaciones

VL _ Clertos documentos citados

VIL — Ciertos defectos en Ia salicitud internscional

viL __ Ciatas observaciones sobre Ia solicitud intemacional

Feche de presentaciin de Ia solicitnd Fecha de finalizacion del presente informe

6 de diclembre de 2002 (06.12.2002) 22 dc enaro de 2003 (22.01.2003)

Nombre y direccidn postal de IPEA/US Funclonario sutarimdo:

Commissioner of Patuats and Tradesrrks (Firma liegible)

mmm' Leslla WONG

Fax N (703)305-3230 Tekifinn: 703-308-0661

Farmulario PCTAFEA/M0S (portada) (Julio de 1998)
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INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
Sellcitud Internacienal N° PCT/US02/14337

L Base del Informe
1. Con respecto a los clexaentos dc la solicitud internacional*
X Lasolicitud intemnacional tal como se presemé originalmente

X La descripoién:

Hdmﬂ;ﬂ_mnmmgmlm
Pigines NINGUNA ___, tal como sc modificaron (junio con cusiguier declaracidm) conforme con el Articulo 19
Piginas NINGUNA ____, presentadas con la solicitud

Péginas NINGIUINA |, presentadas con Ia carta de

X Los dibujos
Piginas |-§ cxeng s presentaron originalmente
Piginas NINOUNA _ , presentades oon 1a solicitud

Piginas NINGUNA  , prescniadas con 1s carta de
D La secuencia que relacions parte de la descripcidn
Piginas NINGUNA ____, como se presentzron orj
Pdginas NINGUINA _, preseniadas con Ia solicitnd
Péginas NINGUNA =, presentmdas oon 1a carta de

2. Con respecio al idioms, todos los clementos arriba sehalados foeron puestos a dizposicién de osta Administracién o
entregados & s misma en €l idioma en quec sc presentd 1a solicitud internacional, salvo que se indique de otra forma
on estc punto. Dichos clementos fusron pucstos a disposicidn de esta Administracién o entregados a la misma en &
siguiente idioma_ ., es decir:

0 ¢l idioma de una traduccién entregada para efectos de una bisqueda internacional (oonforme con Ia Regia 23.1 (b))

I:I el idioma de publicacién de la solicitud internacional (conforme oon Ia Regla 48.3 (b))

O el idioma de um traduccién suministrada para efiectos del examen preliminar inlemacional (de confarmidad con las

Reglas 552 y/o 55.3).

3. Con respecto a cualquicr secuencia de ancleltides y/o aminedeidos que se revele en la solicitud internacional, el
examen preliminar imemacional se efectud oon base en el listado de secuenciagy:

0O ingluido en formato impreso en la solicitud internacional.

O preseniado con 1a solicitud internacional en formato de lectura par computador.

]

a

entregado posteriormente a esta Administracién en forms escrita.
m:mm-thlmmm

prescninda,
O Sesuministr Ia declaracidn segiin Ia cual 1a informacién registrada en formato de lectura para computador es
idéntica a la lista de socusncias preseniada por escrito.

4, X Como resultedo de las modificaciones, se canceld:

5. [OE! premente informe g elzhord bajo & supuesio de que (algmes de) les madificaciones no se efoctusran, ya que se
considera que 18 informacién revelada va més allé de lo publicado en l docummento original, como se indica en Ia
Recuadro Adiclonal (Regla 70.2 (c)).**

* En ¢l presente informe, lax pdginas de reemplaxo que se soninistraron a la Oficing recepiara en respuesta a una

invitacién segin lo dispuesio en el Articido 14 se consideran como *preseniaday originalmente” y no anexan ol presente

informe puesto que no inchyyen modificaciones (Reglas 70.16 y 70.17).

¢ Cualguler pdeina de reemplazo que cortenga tales modificaciones deberd cliarse en el articulo 1 y anexarse al

preserde Informe,

Formulsrio PCTAPEA/409 (Recuadro Iy (Julio de 1998)




INFORME DEL EXAMEN

PRELIMINAR INTERNACIONAL
Solicited Internscional N° PCT/US02/14337

V. Declarscidn motivada conforme a Ia Regla 66.2(a)(1l) con respeeto a la novedad, la actividad
inventiva o Ia aplirariis en Iy industria

1. DECLARACION

Novedad (N) Relvindicaciones ]-43 Sl
Actividad Inventiva (AI) Reivindicaciones ]-43 Sl
Aplicacién en la Indusiria (A)  Relvindicaciones ]-43

2. CITACIONES Y EXPLICACIONES
Las relvindicaciones 1-43 cumplen con los criterios establecidos en d Antfeulo 33(2)(4) del PCT, ya quc la técnica enterior
0o demuestma ni sugicre reanablemente que sc trate de un producto o fabricacidn de un producto de queso que contenga dcido
lactobidnico o una sal aceptable desde e punto de vista alimenticio o una forma neutralizada de |a misma.

Formulario PCT/IPEA/409 (Recuadro V) (Julio do 1998)
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SMEUMRBIKIH T Lo a-ie
Kidtcarion 3 BSI/00 Vs Falws:
Hecha (ARB): 2WES-1204 1/:0500

nmale @ WL VEIPRILN 409 HRE CL AL L
Dependencaan RN DIVISINN B, LS PR H

NIT : B00174CH9-2

RECICO OFICIAL DE CA3A : 03 - 68,84
dm. FECHA 1 DICIEMBRE 4 BE 2003

tat COKSISNRCION ity

DEPOSITARTE TIPD PAGO BANCS CUEHTA Ha. PAGD FECHA PGO Yr. PAS0

CASTILLO PIREDA COMSIGMACIOR  BARCO POPULAR  050-00110-6 0000145 04/12/2003% 3,7139,000.20

il C 0D HCEPTD st

CANT. RENTISTICO CONCEPTD TOTAL CONCEPTD
1 50005-01-01 BOLICITUBES 1 TRAMITES 3E SOL. DE PATEKTE DE IN 400,000, 00
ar TOTAL : $ 400,590.09

S0R: CUATROCIENTOS XIL PESCS

RESPUNSABLE : K /
©7

RECIDE DE Chdh APLICADG AL EXPEDIENTE Ra.




"

fadicacion : BSLHAD AAAN Holos: 148
becha (R}: SN-1E-W4 1/1W0:1

Inmte 31 N1 KIARN 4 HRRE NCL AL MRSHNIRC
Pepentoncian 929 DIVISLUM Db MEVRS DRACIURY

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIO  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD { ) <)
Indicacién de que se solicita Ia concesidn de una patente. () ()
- Datos de idenfificacién del solicliante o de la persona que se presenta la solicitud. () ()
- Dascripeion de la invencion. () { )
- Dibujos de ser estos pertinentes. {1 (1
Comprobante de Pago de las lasas eslablecidas.
COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( ) ()
DISENO INDUSTRIAL ( )
- Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial () ()
- Datos de identificacion del solicitanie o de la persona que presenia () ()
- lasolicitud.
- Repreaentacion grifica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del
Material que Incorpora el disefio. ( ) {( )
Comprobante de pago da las tasas establecidas { ) ()
COMPLETA () INCOMPLETA () {( )
ESQUEMA DE TRAZADO ()
- Indicacion de que solicita el registro de un Esquema de trazado. () ()
- Datos de Identificacion el soicitante o de la persona que presenta
La sollcitud. () ()
Representacion grafica del esquema de trazado () { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas. () { )
COMPLETA { ) INCOMPLETA () ()

Firma Responsable:

L AJooa
O\ - \2- 205
Fecha:

A L
e, A e
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020
Bogota, D.C.,

Doctor: Oficlo N° [|1299
Jeronimo Castillo Bonilla
Kraft Foods R & D, Inc.

ASUNTO: Radicacion N° 03-107045
Solicitud internacional PCTAUS02/14337
Fecha inicio fase nacional 07112/2003
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materla de Patentes (PCT), regla 51 bls del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencla de Industria y Comercio, se le comunica que:

0 La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a
la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k) Decision 486).

0 La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos
exigidos por los articulos 63 y subsigulentes del Codigo de Procedimiento Civil.
Adicionaimente, deberd presentar el documento que acredita la existencia y
representacion legal de la sociedad sollcitante, cuando ésta fuere persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 488, se le requiere
para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de notificacion del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimlento, la soliciiud se considerard abandonada y
perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capftulo quinto del thulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

PEDES DE VERGEL
Jefe de la Divisidn de Nuevas Creaciones.

requeﬂm'lento fue nofificado por fllacion en lista de
fecha, g FFR.2
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