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Vorwort

Der Jahresbericht der milchwissenschaftlichen Forschungseinheiten am Zentralinstitut fir Er-
nahrungs- und Lebensmittelforschung Weihenstephan (ZIEL) verfolgt das Ziel, tber For-
schungsarbeiten auf dem flr die gesamte Lebensmittelwirtschaft so wichtigen Bereich Milch
zu berichten. Der Bericht schliefst aber auch Themen aus angrenzenden Bereichen der Le-
bensmittelforschung mit ein.

Die milchwissenschaftlichen Forschungseinheiten in Weihenstephan wollen mit dieser Publi-
kation gegeniiber der Offentlichkeit Rechenschaft tiber ihre Aktivitaten geben und vor allem
der Milch- und Molkereiwirtschaft einen Uberblick iiber abgeschlossene und laufende For-
schungsarbeiten bieten. Dartiber hinaus sollen mit dem Jahresbericht \Wege erschlossen werden,
die Zusammenarbeit mit den Unternehmen der Milchindustrie weiter zu verbessern. Dadurch
soll die Forschung mit Schwerpunkt Milchwissenschaft an der TU Mdinchen in Freising-
Weihenstephan im Sinne der milchwirtschaftlichen Praxis intensiviert werden. Die milchwissen-
schaftliche Arbeit an den Instituten wird von der ,,Vereinigung zur Forderung der Milchwissen-
schaft an der TU Minchen* sehr engagiert unterstitzt. Es ist das Ziel, sowohl der milchwissen-
schaftlichen Forschungseinheiten als auch der ,,Vereinigung zur Forderung der Milchwissen-
schaft an der TU Minchen®, eine fur die Milchwirtschaft essentielle, praxisrelevante For-
schung am und um das Substrat Milch nicht nur zu erhalten, sondern tber alle beteiligten Dis-
ziplinen hinweg auszubauen.

Vor diesem Hintergrund sollen innovative Ldsungen fiir neue Produkte und Verfahren, Pro-
duktsicherheit, Kosten- und Qualitatsoptimierung sowie fiir das Marketing erarbeitet werden.
Die interdisziplindren Ansatze der Weihenstephaner Milchforschung bieten dafiir eine gute
Basis. Deshalb sind ein moglichst hoher Informationsstand tber die aktuellen Forschungsan-
satze und die vorhandene Infrastruktur sowie ein enger Kontakt zwischen den Produktions-
sowie Forschungs- und Entwicklungsabteilungen der Unternehmen und den milchwissen-
schaftlich forschenden Einrichtungen tberaus wichtig. Der Jahresbericht Gber die milchwis-
senschaftliche Forschung Weihenstephan soll dazu einen Beitrag leisten.



ZIEL - Abteilung Physiologie
Lehrstuhl fiir Physiologie

Adresse Weihenstephaner Berg 3
D-85354 Freising-Weihenstephan
Telefon: 08161-71-3508
Telefax: 08161-71-4204
Internet: http://www.weihenstephan.de/fml/physio
e-mail: physio@wzw.tum.de

Personal

Leitung: 0. Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Heinrich H.D. Meyer  13.04.12

komm. Leitung: Univ.-Prof. Dr. agr. Michael W. Pfaffl (seit 01.05.12) 71-3511

Wissenschatftler: Dr. rer. nat. Rainer Fiirst (seit 20.09.12) 71-3867
Dr. med. vet. Katharina Gellrich (seit 21.07.12) 986 8398
Dr. med. vet. Heike Kliem 986 8442
Prof. Dr. agr. Michael W. Pfaffl -3511
Dr. rer. nat. Irmgard Riedmaier-Sprenzel -5520
Prof. Dr. med. vet. Dieter Schams, a.D. -3509
Dr. rer. nat. Ales Tichopad -3508
Dr. rer. nat. Susanne E. Ulbrich -4429
Dr. med. Enrique Viturro del Rio -3510

Sekretariat: Gertraud Mayer -3508
Daniela Konigsdorf -5549

Mitarbeiter: Elisabeth Aberl, TA -5549
Inge Celler, TA -5559
Brigitte Dotterbock, TA -5544
Stefanie Dommel, TA 986 8398
Christine Fochtmann, Veterinartechnikerin 986 8398
Angela Sachsenhauser, TA -5559
Waltraud Schmid, TA -5544

Giste: Dr. Tsuyoshi Abe, Molecular Genetics Division, Department of

Technology, National Livestock Breeding Center (NLBC), Fukushima,
Japan: 12.08. — 12.10.12

Sithyphone Khounsaknalath Kyushu National University Corp.,
Faculty of Agriculture, Graduate School Kuju Agricultural Research
Center, Oita, JAPAN: seit 03.12.12
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Im Berichtsjahr waren folgende Doktoranden am Institut titig:

Diplom-Agrar-Ingenieure: Katrin Danowski (bis 29.02.12)
M.Sc. Agrarwissenschaft: Christiane Schmautz (ab 01.10.12); Diana Sorg (bis 31.12.12)

Tierdrzte: Christian Altenhofer (seit 01.12.2010); Ines Ballweg (seit 01.04.2011); Katharina
Gellrich, geb. Dolle (bis 20.07.12); Margarita Kopf (seit 01.02.2011)

Diplom-Biologen: Christine Kaufmann (seit 02.05.2011); Jakob Miiller (bis 31.03.12);
Katharina Stocker (ab 23.07.12)

M.Sc. Biologie: Benedikt Kirchner (seit 01.06.2011); Melanie Spornraft (seit 14.11.2011)
Erndhrungswissenschaft: Veronika Pistek (seit 01.03.2010)

M.Sc. Molekular-Biotechnologie: Rainer Fiirst (bis 19.09.12); Swanhild Meyer (seit
01.02.2008): Corina Zorgiebel (ab 01.12.12)

Nachruf

Heinrich HD Meyer
*13.07.1950 - *13.04.2012

Am 13. April 2012 verstarb im Alter von 61 Jahren Herr Prof. Dr. Dr. Heinrich H.D. Meyer,
Ordinarius fiir Physiologie der Fakultit Wissenschaftszentrum Weihenstephan der
Technischen Universitit Miinchen. Seit 1996 leitete Herr Meyer den Lehrstuhl fiir
Physiologie und die Abteilung des ZIEL in Weihenstephan und hat das Verstindnis der
molekularen Physiologie von Nutz- und Wildtieren wesentlich geprégt.

Heinrich Meyer studierte Biochemie an der Universitdt Tiibingen. 1980 promovierte er am
Max-Planck-Institut  fiir  Zellbiologie Wilhelmshaven {iber den Ostrogen-Rezeptor.
Anschlieffend wechselte zum Max-Planck-Institut fiir Experimentelle Endokrinologie nach
Hannover, wo er fiir ein Jahr als wissenschaftlicher Mitarbeiter titig war. Zur Habilitation, die
er 1988 zum Thema "Analyse und Biochemie von Steroidhormonen" verfasste, kam er 1982
an die Technische Universitidt Miinchen an den Lehrstuhl fiir Physiologie unter der damaligen
Leitung von Herrn Prof. Heinrich Karg. 1982 erhielt Heinrich Meyer den Schoeller-
Junkmann-Preis der Deutschen Gesellschaft fiir Endokrinologie fiir seine Arbeiten zur
Entwicklung von sensitiven Nachweisverfahren mittels Enzymimmunoassays. Die
Enzymimmunoassays bildeten die analytische Grundlage um ein Nachweisverfahren des
Missbrauchs von Anabolika bei Kélbern zu etablieren. Diese Methode findet sich aufgrund
der Prazision und Sensitivitit weltweit heute noch als Standardanwendung in vielen Laboren
im Rahmen der Riickstandsanalytik.
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Im Jahr 1993 wurde er zum stellvertretenden Direktor des neugegriindeten Leibniz-Institut fiir
Zoo- und Wildtierforschung Berlin berufen und leitete dort das Department
Reproduktionsbiologie. Seit dieser Zeit war die vergleichende Wildtierphysiologie steter
Bestandteil seiner wissenschaftlichen Téatigkeit und Lehre. Sein Interesse fiir vergleichende
Untersuchungen zu Erndhrung, Reproduktion und Verhalten der Wildtiere prégte seine
Tatigkeiten auch im Bereich der Nutztierfragestellungen. Herr Meyer war Vorsitzender des
wissenschaftlichen Beirates des Leibniz-Institut fiir Zoo- und Wildtierforschung, Berlin
(2000-2006) und Mitglied des Kuratoriums des Forschungsverbundes Berlin (2000-2006) /
Ombudsmann des Leibniz-Institut fiir Molekulare Pharmakologie sowie des Leibniz- Institut
fiir Zoo- und Wildtierforschung im Forschungsverbund Berlin seit 2007.

1996 folgte er einem Ruf an die TUM und damit auch seinem ehemaligen Institutsleiter und
Lehrer Herrn Prof. Heinrich Karg als neuer Inhaber des Lehrstuhls fiir Physiologie.
Verbunden mit einer grolen Aufgabe an Reformen war er von 2000 bis 2003
Griindungsdekan des Wissenschaftszentrums Weihenstephan.

Herr Meyer war ein Physiologe, dessen Hauptinteresse der Synthese und Pharmakologie von
Steroidhormonen blieb. Sein biochemisch-analytischer Hintergrund hat ihn stets dazu
veranlasst, Fragen bestmoglich in quantifizierbare Einheiten zu zerlegen. Das ging nur unter
der Voraussetzung, dass sensitive analytische Nachweisinstrumente dafiir vorhanden waren.
Falls nicht, setzte er sich dafiir ein, diese zu entwickeln.

Dies galt nicht nur im Rahmen des Nachweises von Leistungsforderern wie Clenbuterol und
Steroiden in Lebensmitteln. Es war notwendige Grundlage fiir die erfolgreiche Durchfithrung
kontrazeptiver Mallnahmen bei Wildtieren im Kriiger Nationalpark, und es diente der
Ermittlung der Abbauraten des Bt-Toxins Crylab in der Pflanze, im Tier und im Boden.
Damit war er in besonderer Weise um eine Versachlichung von emotional gefiihrten
Diskussionen bemiiht, in denen er mit groler Vehemenz eine seridse wissenschaftliche
Position bezog.

Analytik, Pharmakokinetik und Pharmakologie von Hormonen, deren Agonisten und sowie
endokrinen Disruptoren, Mykotoxinen und Xenobiotika waren in Bezug auf
Lebensmittelsicherheit und -qualitét ein Thema, zu dem er nicht nur forschte, sondern auch in
vielen Gremien und internationalen Behorden wie der EU, des Bundes und der Linder sowie
fir WHO, FAO, TAEA und WTO beratend tétig war.

Die Physiologie aus molekularer Perspektive zu betrachten ermdglichte es Herrn Meyer, bei
der Arbeit mit den Nutz- und Wildtieren gleichzeitig in kleinsten Dimensionen einzelner
Molekiile pro Zelle zu denken und dabei die Komplexitdt vom Gesamtorganismus nicht aus
dem Auge zu verlieren. Die Grundlagen zu verstehen fiir die Milchproteinsynthese, fiir
Leistungen des Stoffwechsels widhrend der Laktation der Kuh, fiir die Funktion von
Neurogestagenen, fiir epigenetische Effekte von Ostrogenen, all das war fiir ihn eine
notwendige Voraussetzung fiir Losungsansidtze zu aktuellen und praxisrelevanten
Fragestellungen. Vor dem Hintergrund der sich wandelnden globalen Agrar- und
Erndhrungswissenschaften war die molekularphysiologische Forschung an landwirtschaft-
lichen Grofitieren sein besonderes Anliegen, welches er mit Naturwissenschaftlern,
Veterindrmedizinern, Medizinern, Agrar- und Erndhrungswissenschaftlern selbstverstandlich
gemeinsam in interdisziplindrer Komplementaritdt untersuchte.
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Herr Meyer war ein exzellenter Zuhorer, der sich nie die Ruhe fiir ein Gesprach nehmen lieB3.
Er folgte oftmals nicht einer dulleren Konformitit, sondern setzte die Wichtigkeit in das, was
er sagte und in welcher Weise er sich einbrachte. Neben seiner international vielbeachteten
eigenen Tétigkeiten ermdglichte er seinen Mitarbeitern ein besonders grofles MaBl an
Selbststéndigkeit. Die Sicherheit zu haben, mit der er mit groBer Geduld vertraute,
ausprobieren und forschen hat lassen, hat zu Eigeninitiative, Eigenverantwortung und Erfolg
gefiihrt. Sie hat Platz geschaffen fiir Vereinbarkeit von Familie und Beruf, fiir Forderung von
Frauen in der Wissenschaft. Uber "Work-Life Balance” wurde nicht viel gesprochen hat,
sondern man hat sie selbstverstindlich realisiert. Wihrend seiner Zeit als Institutsleiter
habilitierten sich fiinf seiner Mitarbeiter, sieben ehemalige Mitarbeiter haben heute
Professuren realisiert.

Die offene Art mit seiner Erkrankung umzugehen und den Lehrstuhl trotz der ungewohnten
korperlichen Einschrankungen bis zuletzt aktiv und erfolgreich zu leiten verdient groBten
Respekt. Wir verlieren einen besonderen Physiologen mit klugem Rat und sicherer
Urteilsfahigkeit.

Ehrungen, Ernennungen

Rainer Fiirst erhielt den Posterpreis auf dem 55. Symposion der Deutschen Gesellschaft fiir
Endokrinologie:

Fiirst RW, Pistek VL, Kliem H, Skurk T, Hauner H, Meyer HHD, Ulbrich SE (2012):
»Distinct doses of estradiol-17b orally applied during pregnancy impact on gonads, weight
and body composition in pig progeny*. In: Abstractband 55. Symposium der Deutschen
Gesellschaft fiir Endokrinologie, Congress Center Mannheim, 07.-10.03.2012, No. P2 6-6

Herr Prof. Dr. Michael W. Pfaffl wurde ausgezeichnet mit dem Scopus Paper Award ,,Most
cited single author durch das Verlagshaus Elsevier im Rahmen einer Editorenkonferenz am
30.03.2012 in Berlin.

Die EuroResidue Foundation hat postum die Leistungen von Prof. Dr. Dr. Heinrich H.D.
Meyer anerkannt mit der Auszeichnung des ,,EuroResidue Lifetime Achievement Award in
Residue Analysis®.

16. Mai 2012, Egmond aan Zee, The Netherlands

Endokrinologisch-Molekularbiologisches Kolloquium
Folgende Vortrage wurden von Gastreferenten iibernommen:

19.11.2012: “DNA methylation markers in cancer”
Referent: Dr. Marc Tanzer, Klinikum rechts der Isar, Medizinische Klinik und
Poliklinik (Gastroenterologie)
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Forschung

I. Laktationsphysiologie

Beeinflussung des innaten Immunsystems von priméren bovinen Euterepithelzellen

durch eine induzierte negative Energiebilanz in vivo
Innate defense capability of challenged primary bovine mammary epithelial cells after an induced negative
energy balance in vivo

Danowski, K.; Sorg, D.; Gross, J L Meyer H.H.D.; Kliem, H.: Czech J. Anim. Sci. 57 (2012)
207-219

Die negative Energiebilanz (NEB) ist ein héufig auftretendes Problem bei hochlaktierenden
Milchkiihen. Sie geht meist mit metabolischen Imbalanzen einher und wird hiufig mit
Euterentziindungen assoziiert. Pathogene, die durch den Zitzenkanal in das Euter eindringen,
treffen auf das Euterepithel, das als erste Abwehrlinie dient. Zur Untersuchung des Einflusses
einer NEB auf die Abwehrleistung des Euterepithels wurden primédre bovine
Euterepithelzellen (pbMEC) aus Milch von Kiihen extrahiert, die entweder eine
energierestriktive oder eine Kontrollfiitterung erhalten haben. Die restriktive Fiitterung mit
einer Reduktion um 51 + 2% des totalen Energiebedarfs wurde in der Midlaktation
durchgefiihrt. Es konnten pbMEC von 8 Kiihen mit einer induzierten NEB
(Restriktionsgruppe) und von 7 Kontrollkiithen (Kontrollgruppe) kultiviert werden. Die Zellen
wurden mit hitze-inaktivierten Escherichia coli (E. coli) und Staphylococcus aureus (S.
aureus) fiir 24 und 72 h stimuliert, um den Einfluss der NEB auf Genexpressionsprofile des
innaten Immunsystems nachzuweisen. Es wurden folgende Genexpressionen bestimmt:
Zytokine, Chemokine, Apoptose

assoziierte Gene und Gene, die fiir antimikrobielle Peptide und deren Rezeptoren (AMPR)
codieren. Es wurde ein Einfluss der NEB auf die Expression von 15 verschiedenen Genen
nach der Stimulierung mit den Pathogenen festgestellt. Die NEB bewirkte einen starken
Aufregulierungstrend bei den mit E. coli stimulierten Zellen und eine Abregulierung bei den
mit S. aureus stimulierten Zellen in der Restriktionsgruppe. Unsere Untersuchung hat gezeigt,
dass die fiitterungsbedingte NEB in vivo einen Einfluss auf die Immunantwort von ppMEC in
vitro hat und die Expression von immunologisch relevanten Genen verdndert. AuBerdem
zeigen diese Ergebnisse, dass sich ppMEC als Modell fiir die Erforschung von Mastitiden
eignen, bei dem sich sogar Einfliisse der Fiitterung wiederspiegeln.

: Lehrstuhl fiir Tiererndhrung, Technische Universitdt Miinchen
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Effekte von Zellkulturtechniken auf die Genexpression und die Cholesterin-

Ausscheidung von primiiren bovinen Euterepithelzellen aus Milch und Gewebe
Effects of cell culture techniques on gene expression and cholesterol efflux in primary bovine mammary
epithelial cells derived from milk and tissue

Sorg, D.; Potzel, A.; Beck, M.; Meyer, H.H.D.; Viturro, E.; Kliem, H.: In vitro Cell Dev Biol
Anim. 48 (2012) 550-553

Kulturen von primiren bovinen Euterepithelzellen (ppMEC) werden oft verwendet, um
Stoffwechsel- und Entziindungsvorgéinge im Euter von Milchkiihen zu untersuchen. Die
gebrauchlichste Quelle dafiir ist Eutergewebe aus einer Biopsie oder nach der Schlachtung. Es
ist jedoch auch moglich, sie aus Milch zu kultivieren. Dies ist nicht-invasiv, wiederholbar und
fiihrt zu weniger Kontaminationen mit Fibroblasten. Im Allgemeinen ist nicht viel bekannt
iiber den Einfluss der Herkunft der Zellen und von Zellkulturtechniken wie Kryokon-
servierung auf die Zellfunktionalitdt. Aus Milch und Eutergewebe wurden Zellen extrahiert,
um zu untersuchen, ob aus Milch gewonnene pbMEC eine zuldssige Alternative zu aus
Gewebe gewonnenen pbMEC sind, und um den FEinfluss der Kryokonservierung zu
iiberpriifen. Die Zellen wurden iiber drei Passagen hinweg kultiviert und in Fliissigstickstoff
gelagert. Die relative Expression der fiinf Zielgene flir Kappa-Kasein, Lingual Antimicrobial
Peptide (LAP), Laktoferrin, Lysozym (LYZ1) und den Prolaktinrezeptor, normalisiert auf die
Expression von Keratin 8, zeigte im Verlauf der drei Passagen eine tendenzielle Abnahme in
den Gewebekulturen, aber nicht in den aus Milch gewonnenen Kulturen. Dies ldsst vermuten,
dass der Kultivierungsprozess einen groleren Einfluss auf die Gewebezellen hatte als auf die
Milchzellen. Das Einfrieren verringerte die Genexpression in Kulturen beider Herkunft. LAP
und LYZ1 waren tendenziell in den Milchzellen hoher exprimiert. Die Cholesterin-
ausscheidung wurde in aus Milch gewonnenen Zellen iiber Passage eins bis sieben hinweg
gemessen. Die Passage beeinflusste die Ausscheidungsrate nicht (p<0.05). Zum ersten Mal
konnten wir zeigen, dass die Extraktion von ppMEC aus Milch eine mogliche Alternative zur
Gewinnung aus Gewebe sein kann.

Mikrofluidische Hochdurchsatz-RT-qPCR-Messungen der Immunantwort von aus

Milch kultivierten priméren bovinen Euterepithelzellen auf Mastitispathogene
Microfluidic high-throughput RT-qPCR measurements of the immune response of primary bovine mammary
epithelial cells cultured from milk to mastitis pathogens

Sorg, D.; Danowski, K.; Korenkova, V.2; Rusnakova, V.2; Kiftner, R.3; Zimmer, R.3; Meyer,
H.H.D.; Kliem, H.: Animal 11 (2012) 1-7

Bovine Mastitis, die Entziindung des Euters, ist ein groBles Problem fiir die Milchindustrie
und das Tierwohl. Um diese Krankheit besser zu verstehen, und um zwei spezielle Verfahren
fiir die Untersuchung des Milchdriisen-Immunsystems anzuwenden, haben wir die
Immunantwort von priméren bovinen Euterepithelzellen (pbMEC) von sechs Braunviehkiihen
nach einer Stimulation mit den hitzeinaktivierten Mastitiserregern Escherichia coli 1303 und
Staphylococcus aureus 1027 gemessen. Extrahiert und kultiviert wurden die Zellen aus Milch
anstatt aus Eutergewebe, welches tiblicherweise dafiir verwendet wird.

2
3
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Die Vorteile dieser Methode sind, dass sie nicht-invasiv ist und zu weniger Kontamination
mit Fibroblasten fiihrt. Zum ersten Mal wurde die Genexpression von ppbMEC mit einem
mikrofluidischen Hochdurchsatzsystem fiir Real-time Reverse Transkription quantitative PCR
gemessen, dem BioMark HD™ von Fluidigm. Zusitzlich zur physiologischen Auswertung
wurde die Prézision und die Eignung dieser Methode mit einem grofen Datensatz ermittelt.
Der mittlere Variationskoeffizient (+ Standardfehler) zwischen wiederholten Chips war 4,3 +
0,4 % fiir hoch und 3,3 + 0,4 % fiir niedrig exprimierte Gene. Die Abweichungen zwischen
den quantitative PCR (qPCR)-Replikaten waren geringer als die zwischen Zellkultur-
replikaten. Dies weist darauf hin, dass biologische und Zellkulturunterschiede vom
Hintergrundrauschen der Messungenauigkeit unterschieden werden konnten. 22 Gene
(Komplementsystem, Chemokine, inflammatorische Zytokine, antimikrobielle Peptide,
Akutphaseproteine und Toll-like-Rezeptor-Signalweg) waren durch die Behandlung mit E.
coli reguliert (p<0,05). Das am meisten regulierte Gen war jenes fiir das Akutphaseprotein
Serum Amyloid A3 mit 618-facher Aufregulation. S. aureus induzierte eine leicht erhohte
Expression von CCLS5, IL10, TLR4 und S100A12, ansonsten folgte aber keine deutliche
Antwort des Immunsystems. Wir haben gezeigt, dass mit der aus Milch gewonnenen ppbMEC-
Kultur und mit der Hochdurchsatz-qPCR-Technik &hnliche Ergebnisse in der pbMEC-
Expression wie mit konventioneller qPCR gemessen werden konnen, und das mit einer
zufriedenstellenden Préizision. So konnte dieses Verfahren in Zukunft bei weiteren
Genexpressionsuntersuchungen an ppMEC-Kulturen angewendet werden.

II. Reproduktionsbiologie

Vergleich der Effekte der Friihtrichtigkeit mit humanem Interferon alpha 2 (IFNA2)

auf die Genexpression im bovinen Endometrium
Comparison of the effects of early pregnancy with human interferon, alpha 2 (IFNA2), on gene expression in
bovine Endometrium

Bauersachs, S.*>° Ulbrich, S.E.; Reichenbach, H.-D.”; Reichenbach, M.>®; Biittner, M.’;
Meyer, H.H.D.; Spencer, T.E.lo; Minten, M.lo; Sax, G.“; Winter, G.“; Wolf, E.>: Biology of
Reproduction 86 (2012) 1-15

Interferon tau (IFNT), ein Typ I IFN, welches dem IFN alpha (IFNA) dhnlich ist, wird vom
bovinen Embryo sezerniert und iibernimmt die Funktion der Trachtigkeitserkennung beim
Wiederkduer. Um spezifische Effekte von IFNT gegeniiber weiteren embryonalen Signalen zu
untersuchen, wurden in dieser Studie die Anderungen der Transkription der Uterus-
schleimhaut wihrend der frithen Tréichtigkeit verglichen mit dem Transkriptom nach
intrauteriner Applikation von humanem IFNA2.

*  Laboratory for Functional Genome Analysis (LAFUGA), Gene Center, LMU Munich, Germany
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7 Institute for Animal Breeding, Bavarian State Research Center for Agriculture, Poing, Germany

¥ Bavarian Research Center for Biology of Reproduction, OberschleiBheim, Germany
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Department of Animal Sciences, Center for Reproductive Biology, Washington State University, Pullman,
Washington
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Die Analyse erfolgte mittels cDNA Hybridisierungsarrays (Affymetrix Bovine Genome
Array). Durch den Vergleich der beiden Datensétze konnten solche Gene identifiziert werden,
deren Abundanz nur in Anwesenheit vom Embryo bzw. nur in Anwesenheit von IFNA2
verdndert waren. Dies deutet darauf hin, dass IFN im Zusammenhang mit der Friihtrichtigkeit
eine wesentliche Rolle spielt, dass aber der Embryo eine Reihe weiterer spezifischer Signale
aussendet, die auf die Funktion der Gebarmutterschleimhaut einen Einfluss haben.

Eine einzelne differentiell methylierte CpG-Stelle korreliert mit der Transkription des

Ostrogen Rezeptors alpha
A differentially methylated single CpG-site is correlated with estrogen receptor alpha transcription
Fiirst, R.W.; Kliem, H.; Meyer, H.H.D.; Ulbrich, S.E.: Journal of Steroid Biochemistry &

Molecular Biology 130 (2012) 96-104

DNS-Methylierungen am Promoter des Ostrogen Rezeptors alpha (ESRI) sind als
epigenetischer Mechanismus bekannt, der dessen Transkriptionshdufigkeit reguliert. Wir
fragten, ob die DNS-Methylierung in Geweben ménnlicher heranwachsender Ferkel durch die
spezifisch auftretenden Plasma Ostradiol-17B (E2) Konzentrationen wihrend der Entwicklung
beeinflusst wird. Zusitzlich war es unser Ziel, das aktuell limitierte Wissen um die
epigenetische Regulation des ESR1 in physiologischen Zusammenhingen zu erweitern. Drei
spezifische genetische Regionen des ESR1 wurden mittels einer Kombination methylierungs-
sensitiver hochauflosender Schmelzkurvenanalyse (MS-HRM) und Pyrosequencing
untersucht. Erstaunlicherweise fanden wir gro3e Unterschiede in der E2 Konzentration kaum
assoziiert mit den minimalen Variation der DNS Methylierung oder der Genexpresssion. Bei
der Untersuchung zweier Gewebe mit der grofiten Differenz an transkriptioneller Haufigkeit
konnten wir aber eine einzelne CpG-Stelle in der +1kb intragenen Region des ESR1 finden,
welche auffillig unterschiedlich methyliert zwischen Herz und Epididymis war.
Hervorzuheben ist, dass diese einzelne CpG Stelle als eine mdgliche Bindungsstelle des
transkriptionellen Repressors TGIF identifiziert werden konnte, welche die Histon-
Deacetylase 1 (HDACTI) rekrutieren konnte und damit zur Chromatin Kondensation fiihren
wiirde. Tatsdchlich konnte mittels Immunoprazipitation ein geringeres Auftreten von Histon
H3 an der spezifischen ESRI Stelle nachgewiesen werden, falls dort erhohte DNS
Methylierung vorlag. Hieraus hypothetisieren wir, dass die ESR1 Expression durch einen
Methylierungsunterschied an einer einzigen CpG-Stelle bewirkt wird, welcher das Anbinden
eines Trankriptionsfaktors behindert.

Leistet DNS Methylierung einen epigenetischen Beitrag zur transkriptionellen
Regulation des bovinen Endometriums wihrend des Zyklus und der {frithen
Trachtigkeit?

Is DNA methylation an epigenetic contribution to transcriptional regulation of the bovine Endometrium
during the estrous cycle and early pregnancy?

Fiirst, R.W.; Meyer, H.H.D.; Schweizer, G.'?; Ulbrich, S.E.: Molecular and Cellular
Endocrinology 348 (2012) 67-77

2 Institute for Plant Production and Plant Breeding, Bavarian State Research Center for Agriculture,

Freising-Weihenstephan, Germany
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Inwieweit epigenetische Ereignisse zur transkriptionellen Regulation von Genen
endometrialer Funktionen wéhrend des Zyklus und der frithen Tréachtigkeit beitragen, wurde
bisher kaum untersucht. Wir erforschten die Expression von DNS Methyltransferasen sowie
des wichtigsten endokrinen transkriptionellen Mediators Ostrogen Rezeptor Alpha (ESR1) im
Endometrium von Kalbinnen an den Tagen 0, 12 und 18 des Zyklus und am Tag 18 nach der
Besamung. Zur methodischen Anwendung kamen der Luminometrische Methylierungs-Assay
bei der Bestimmung globaler Methylierungslevel sowie eine elegante Kombination von
methylierungs-sensitiver hochauflésender Schmelzkurvenanalyse und Pyrosequencing zur
Untersuchung lokaler Methylierungsgrade des ESR1. Wihrend fiir ESR1 eine differentielle
Genexpression zwischen den Probengruppen festgehalten werden konnte, zeigten sich keine
Unterschiede in der ESR1 DNS-Methylierung der Endometrien widhrend der einzelnen
Zyklustage oder in der frithen Triachtigkeit. Auch die globale DNS-Methylierung trat in
Endometrien in dhnlichen Leveln auf, vermutlich kontrolliert durch die beobachtete moderate
DNMT?3b Expression. Insofern erscheint der epigentische Beitrag zur endometrialen Funktion
durch DNS-Methylierung eher limitiert. Da ein weiterer Gewebetyp niedrigster ESR1
Expression jedoch lokal signifikant hohere DNS-Methylierungslevel aufwies, konnte die
DNS-Methylierung  durchaus eine wichtige Rolle bei der gewebsspezifischen
transkriptionellen Regulation spielen, welche dann durch weitere Kontrollmechanismen
weiter geregelt wird.

Miitterliche Exposition gegeniiber niedrigen Dosen von Ostradiol-17p wihrend der
Trichtigkeit  beeinflusst die  nachgeburtliche  Gewichtsentwicklung  und

Korperzusammensetzung der Nachkommen
Maternal low-dose estradiol-17f exposure during pregnancy impairs postnatal progeny weight development
and body composition

Furst, R.W.; Pistek, V.L.; Kliem, H.; Skurk, T.1314. Hauner, H.13’14; Meyer, H.H.D.; Ulbrich,
S.E.: Toxicology and Applied Pharmacology 263 (2012) 338-344

Ostrogene Chemikalien mit dem Potential zur endokrinen Storung spielen eine wichtige Rolle
als Ausloser von Fettleibigkeit. Untersuchungen zum potentesten natiirlich vorkommenden
Ostrogen, dem Ostradiol-17p (E2), fehlen aber bisher. Wir untersuchten deshalb endokrine
und physiologische Parameter in Sauen, denen wihrend der Tréchtigkeit spezifische Mengen
an E2 verabreicht wurden. Im Anschluss wurden die Nachkommen auf mogliche schéadliche
Einfliisse aufgrund der endokrinen Stérung hin untersucht. Das E2 wurde iiber den gesamten
Zeitraum der Trachtigkeit oral verabreicht. Die verabreichten Mengen standen stellvertretend
fiir den téglichen Konsum von E2 im definierten Bereich des acceptable daily intake levels
(ADI) (0.05png/kg Korpergewicht/Tag), des NOEL (10pug/kg Korpergewicht/Tag) und einer
hohen Dosierung (1000pg/kg Korpergewicht/Tag). Plasma Hormonkonzentrationen wurden
mittels eines Enzym-Immunoassays bestimmt. Das Korperfett der Nachkommen wurde
mittels Dual-Energie Rontgenabsorbtiometrie-Untersuchung erfasst. Signifikant erhdhte
Plasma E2 Spiegel wurden wéhrend der gesamten Trachtigkeit in Sauen gefunden, welche
1000pg/kg Korpergewicht/Tag erhielten. Gleichzeitig wiesen diese Sauen eine erhdhte
Gewichtszunahme auf. Widhrend die Nachkommen bei der Geburt keine
Gewichtsunterschiede zeigten, konnte beim Absetzten selbst bei den Ferkeln, deren Miitter
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lediglich 0,05 pg/kg Korpergewicht/Tag erhielten, ein signifikant geringeres Gewicht
festgestellt werden. Im Alter von 8 Wochen wiesen lediglich die mannlichen Tiere eine
signifikante Zunahme des Korperfettanteils auf.

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass eine prénatale Exposition gegeniiber niedrigen
Dosen von E2 die Nachkommenentwicklung in Schweinen in puncto Korpergewicht und
Kérperzusammensetzung beeinflusst. Ahnlich den Erfahrungen mit anderen Chemikalien, die
Fettleibigkeit auslosen, deuten auch unsere Daten auf eine programmierende Wirkung des E2
wihrend der Tréachtigkeit hin, die zu den beobachteten Phinotypen fiihrt. Aus diesem Grund
konnte E2 auch einen mdglichen Beitrag zur Kinder-Adipositas darstellen.

Einfluss von E. coli Lipopolysacchariden auf das Corpus luteum bei Rindern im

Diostrus
Escherichia coli lipopolysaccharide administration transiently suppresses luteal structure and function in
diestrous cows

Herzog, K.ls; Striive, K.ls; Kastelic, J.P.ls; Piechotta, M.ls; Ulbrich, S.E.; Pfarrer, C.16;
Shirasuna, K."”; Shimizu, T."”; Miyamoto, A."; Bollwein, H."®: Reproduction 144 (2012)
467-476

Es war das Ziel dieser Studie, die Effekte von intravends verabreichtem E. coli Endotoxin
(LPS) auf die GroBe (LS) und Durchblutung (LBF) des Gelbkdrpers, die Plasma-
konzentrationen von Progesteron (P4), 13,14-dihydro-15-keto-PGF2a (PGFM) und
Prostaglandin E2 (PGE) sowie die Genexpression des Gelbkorpergewebes bei Milchkiihen
ndher zu charakterisieren. Dazu wurde Kiihen an Tag 9 post ovulationem intravends 10 ml
Kochsalzlosung (0,9%) mit 0,5 pg/kg LPS intravends verabreicht und der Gelbkorper
transrektal Farbdoppler-sonographisch untersucht. Nach Injektion von LPS nahm die LS
innerhalb von 24 Stunden deutlich ab (von 5,2 auf 3,8 cm?: p < 0,05) und blieb bis zum Ende
des Untersuchungszeitraums kleiner als nach der Injektion von Kochsalzlosung. Der LBF
verringerte sich innerhalb von drei Stunden nach Injektion der LPS-Losung um 34% (p <
0,05) und blieb bis zum Ende des Untersuchungszeitraums niedriger als nach Injektion der
Kochsalzlosung (p < 0,05). Die Plasma P4-Konzentration war wdhrend der ersten drei
Stunden nach der LPS-Injektion zundchst hoher (p < 0,05); neun Stunden post injectionem
war P4 nach LPS-Injektion bis zum Ende des Untersuchungszeitraums niedriger als nach
Verabreichung von Kochsalzlosung (p < 0,05). Die PGFM-Konzentration im Plasma stieg
nach LPS-Injektion innerhalb von 30 min um das 12-fache (9.2 vs. 0.8 ng/ml; p < 0,05) und
blieb iiber weitere 6 Stunden erhoht (p < 0,05). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass
erhohte LPS-Konzentrationen im Didstrus zu einer transienten Beeinflussung des Gelbkorpers
fiihrten, aber keine Auswirkung auf den Gelbkorper des folgenden Zyklus hatten.

Clinic for Cattle, University of Veterinary Medicine Hannover, Hannover, Germany

Institute of Anatomy, University of Veterinary Medicine Hannover, Hannover, Germany
Graduate School of Animal and Food Hygiene, Obihiro University of Agriculture and Veterinary
Medicine, Obihiro, Japan

Clinic of Reproductive Medicine, University of Zurich, Zurich, Switzerland
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Das LPS-Modell wird derzeit bei friihtrachtigen Kiihen zwischen dem 33. und 38.
Trachtigkeitstag mit dem Ziel angewandt, die Verbindung zwischen der temporéren
morphologischen und funktionellen Gelbkorper-Depression und der embryonalen Mortalitdt
zu priifen. Vorldufige Ergebnisse zeigen, dass trotz der Beeintrichtigung kein Fruchttod
ausgelost wird. Offensichtlich ist in diesem Stadium der Gelbkorper nicht entscheidend fiir
das Absterben des Embryos.

Genomweite Analyse epigenetischer Mechanismen
Genomewide analysis of epigenetic mechanisms

Ulbrich, S.E.: Nova Acta Leopoldina NF 113, Nr. 388, 47-60 (2012)

Die Féhigkeit des Genoms, ausgehend von einer einzigen potenten fertilisierten Keimzelle
einen multizelluldren differenzierten Organismus zu steuern, stellt eine komplexe
Herausforderung an die internen Regelzentren dar. Wihrend der Zelldifferenzierung werden
spezifische Netzwerke an Genen qualitativ, quantitativ, zeitlich und rdumlich differenziell
exprimiert, um einen spezifischen Phdnotyp zu generieren. Die differenzielle Expression wird
dabei auf epigenetischer Ebene durch Strukturverinderungen der DNA bzw.
Chromatinmodifikationen gesteuert, die zur Genaktivierung oder zum Gensilencing fithren
konnen. Der der Steuerung zugrundeliegende Mechanismus, das Epigenom, kann als Briicke
zwischen Genotyp und Phénotyp verstanden werden.

Eine Besonderheit des Epigenoms ist seine Flexibilitdt, die es erlaubt, ohne zugrundeliegende
DNA-Modifikation auf interne und &uBere Umwelteinfliisse zu reagieren. Neben
Histonmodifikationen, RNA-Interferenz und Chromatin-Regulationselementen stellt die
DNA-Methylierung an Cytosinbasen eine der wichtigsten epigenetischen Modifikationen dar.
De- und Remethylierungen werden besonders durch exogene Einfliisse gesteuert und spielen
in der Atiologie humaner Erkrankungen als Verbindung zwischen Genetik, Erkrankung und
Umwelt eine grofle Rolle. Epigenetische Mechanismen der Genregulation haben aber auch im
Rahmen der physiologischen Anpassung eine besondere Bedeutung. Die mdglichst préizise
analytische Erfassung des Epigenoms ist daher Grundlage fiir das der phénotypischen Varianz
zugrundeliegende Verstindnis von Regulationsprozessen sowie der Implementierung des
genetischen Kodes.

In den letzten Jahren wurden bemerkenswerte Fortschritte darin erzielt, die Gesamtheit der
epigenetischen Modifikationen zu erfassen. Wahrend zunéchst die Analyse von genomweitem
Methylierungsgrad und spezifischer Methylierung an spezifischen CpG-Dinukleotiden und
einzelnen Loci im Mittelpunkt von Methylierungsanalysen stand, hat sich im Zuge der rasant
entwickelnden Mdglichkeit von globalen Genom-weiten Sequenzierungen die Konstellation
ergeben, dass gleichfalls quantitative holistische Methylierungsanalysen, basierend auf der
Information der Vielzahl einzelner Basen, durchgefiihrt werden konnen — die Entschliisselung
des Methyloms. Verschiedene technische Methoden zur Erfassung von DNA-
Methylierungsmustern und analytische Ansédtze zur Erfassung der Gesamtheit von
regulatorischen RNAs und komplexen Histonmodifikationen sind wegen ihrer Vor- und
Nachteile beziiglich der Sensitivitdt, Spezifitit, Quantifizierung, des Probendurchsatzes und
der Kosten fiir spezifische Fragestellungen unterschiedlich gut geeignet.
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Wegen der besonders grundlegenden Bedeutung der epigenetischen Regulationsmechanismen
ist in der ,,post-genomischen Epoche* die Entschliisselung des Epigenoms eine zentrale
Herausforderung, durch deren Kenntnis neue Forschungsansitze in der physiologischen und
pathologischen Grundlagenforschung erméglicht werden.

Ein Glycin-Alanin Austausch beeinflusst die Ligandenspezifitit des Progestin Rezeptors
des Elefanten

Schwangerschaft ohne Progesteron? Eine molekulare Besonderheit des Elefanten
A single glycine-alanine exchange directs ligand specificity of the elephant progestin receptor

Wierer, M.; Schrey, A.K.lg; Kiihne, R.lg; Ulbrich, S.E.; Meyer, H.H.D.:. Plos One 7 (2012):
e50350

Elefanten haben mit 22 Monaten nicht nur die ldngste Tragzeit aller Landsdugetiere, sondern
kontrollieren diese zudem mit einem anderen Schwangerschaftshormon als alle anderen
Séugetiere. Wie verwenden sie dieses?

Das Sexualhormon Progesteron erfiillt eine Schliisselrolle in der Regulation des ovariellen
Zyklus und ist verantwortlich fiir die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft in den meisten
Séugetierarten. Elefanten bilden die derzeit einzig bekannte Ausnahme. Anstelle von
Progesteron regulieren sie ovariellen Zyklus und Schwangerschaft mit Dihydroprogesteron
(DHP). Wihrend die Progestinrezeptoren anderer Sdugetierarten eine reduzierte Affinitdt zu
DHP aufweisen, ist bekannt, dass der Elefantenrezeptor eine vergleichbare Affinitdt fiir
Progesteron und DHP besitzt.

Obwohl die besondere Bindungsspezifitit des Elefantenrezeptors von der Gruppe um
Professor Meyer am Institut fiir Zoo- und Wildtierforschung in Berlin bereits vor 15 Jahren
entdeckt worden ist, waren deren molekulare Grundlage und ihr evolutiondrer Hintergrund
nach wie vor unbekannt. Das Ziel der aktuellen Studie war es daher, elefantenspezifische
Mutationen im Progestinrezeptor zu identifizieren, welche dessen Spezifititsinderung
bewirken, sowie deren Kontext in der Sdugetierevolution aufzukléren.

Durch in vitro Bindungsstudien mit mutierten rekombinanten Ligandenbindungsdoménen des
Progestinrezeptors wurde eine Glycin zu Alanin Mutation in der Sequenz des
Elefantenrezeptors identifiziert, welche unabhdngig von anderen Mutationen dessen
verdanderte Bindungsspezifitit verursacht. Um die strukturelle Grundlage zu verstehen,
wurden die Strukturen des humanen und des Elefantenrezeptors am Computer simuliert. Die
Struktur des DHP ist im Vergleich zum Progesteron an einem Ende verdreht. Im humanen
Rezeptor nimmt sie dadurch eine nichtoptimale Position in dessen Ligandenbindungstasche
ein. Die langere Seitenkette des Alanins im Elefantenrezeptor drangt DHP dagegen in eine
dhnliche Position wie Progesteron, was die vergleichbare Affinitdt fiir beide Liganden
bedingt.

Die Evolution der Spezifitét von Steroidrezeptoren ist nach wie vor unvollstindig untersucht.
Die Studie ist die erste vergleichende Studie der Progestinrezeptorspezifitit auf molekularer
Ebene innerhalb der Evolution von Sdugetieren. Neben dem Elefanten wurde die Mutation
auch in Pferden entdeckt, von denen bekannt ist, dass sie in spdteren Schwangerschafts-
abschnitten ebenfalls DHP zur Aufrechterhaltung der Schwangerschaft verwenden.

9 Leibniz-Institute for Molecular Pharmacology (FMP), Berlin, Germany
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Uberraschenderweise war die Mutation auch in drei weiteren Siugetierordnungen vorhanden.
Da diese Form der parallelen Evolution extrem selten ist, wird eine besondere Bedeutung
dieser Position in der Entwicklung unterschiedlicher Schwangerschaftshormonsysteme
vorgeschlagen.

Die Entwicklung spezifischer Liganden oder Inhibitoren von Steroidrezeptoren ist von grof3er
klinischer Bedeutung. Fine genaue Kenntnis der Ligandenbindungstasche und deren
intramolekularen Wechselwirkungen ist Voraussetzung flir das Design solcher chemischen
Verbindungen. Die Studie liefert einen Beitrag zum Verstindnis der Bedeutung einzelner
Aminosduren der Ligandenbindungsdomine auf die Affinitit von endogenen und
synthetischen Liganden.

II1. Lebensmittel, Erndhrung, Umwelt

Nachweis des insektiziden CrylAb Proteins in Bodenproben aus den letzten

Anbaujahren eines 9-jihrigen Feldversuchs mit Bt-Mais (MON810)
Determination of insecticidal Cry1Ab protein in soil collected in the final growing seasons of a nine-year field
trial of Bt-maize MON810

Gruber, H.20; Paul, V.21; Meyer, H.H.D.; Miiller, M. Transgenic Research 21 (2012) 77-88

Beim Anbau von gentechnisch verdndertem Mais (Bt-Mais, Event MON810), der in seinen
Pflanzenteilen das rekombinante 6-Endotoxin CrylAb produziert, wird das insektizide Protein
tiber Wurzelexsudate und Ernteriickstdnde in den Boden eingetragen. In der vorliegenden
Studie wurde der potentielle Verbleib von CrylAb im Boden unter Langzeitanbau von Bt-
Mais untersucht. Dies erfolgte anhand eines iiber neun Jahre andauernden Feldversuchs auf
vier siiddeutschen Versuchsfldchen, die mit MON810 Mais und einer nah isogenen Nicht-Bt-
Maissorte bestellt wurden. Cryl Ab Protein wurde mittels eines in—house validierten ELISA
im Boden (< 2 mm Korngrdsse) quantifiziert. Der Assay ermdglicht den Nachweis und die
Quantifizierung von CrylAb mit einer Entscheidungsgrenze (CCa) von 2,0 ng CrylAb
Protein g-1 Boden. Die analytischen Wiederfindungsraten liegen im Bereich von 49,1 bis zu
88,9 % und korrelieren deutlich mit den Tongehalten der Boden. Cryl Ab Protein wurde nur
auf einer Versuchsfliche in Konzentrationen oberhalb CCa nachgewiesen. Auf der Fliche
wurde in Proben, die sechs Wochen nach der Ernte gezogen worden waren, 2,91 ng und 2,57
ng CrylAb Protein g-1 Boden im Ober- und Unterboden quantifiziert. In Bodenproben vom
Friihjahr vor dem ndchsten Maisanbau wurde auf keinem der vier Versuchsstandorte CrylAb
Protein nachgewiesen. Die Ergebnisse weisen auf einen schnellen und effizienten Abbau des
CrylAb Proteins aus Wurzelexsudaten und Bt-Mais Ernteresten in Boden hin. In der
gesamten Feldstudie zeigten sich keine Hinweise auf eine Akkumulation oder Uberdauerung
des Cryl Ab Protein in verschiedenen Boden unter Langzeitanbau von Bt-Mais.

20 Bavarian State Research Center for Agriculture, Institute for Crop Science and Plant Breeding, Freising,

Germany
2 National Research Centre on Yak, (ICAR), Dirang, West Kameng District, Arunachal Pradesh 790101,
India
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Fiitterung von gentechnisch verindertem Mais (MON810) an Milchkiihe — Vergleich
der Genexpressionsmuster von Markern fiir Apoptose, Entziindungsgeschehen und

Zellzyklus

Feeding genetically modified maize (MONS810) to dairy cows: comparison of gene expression pattern of
markers for apoptosis, inflammation and cell cycle

Giirtler, P.*; Brandl, C.; Meyer, H.H.D.; Tichopad, A.: J Verbr Lebensm 7 (2012) 195-202

Der Einsatz von gentechnisch verdndertem Mais MONS10 in der Tierfiitterung und zur
menschlichen Erndhrung hat in der Bevolkerung Bedenken ausgelost. Viele wissenschaftliche
Studien haben sich bereits mit den potentiellen Effekten einer Fiitterung von MONS810 auf die
Leistung und die Tiergesundheit von Nutztieren, sowie mit dem Verbleib der rekombinanten
DNA und des Proteins beschéftigt. Allerdings gibt es bisher keine Informationen iiber Effekte
einer Fiitterung von gentechnisch verdndertem Mais auf der Ebene der Genexpression.

Von 2005 bis 2007 wurde eine Studie mit 36 laktierenden Milchkiithen durchgefiihrt, von
denen eine Gruppe mit gentechnisch verdndertem Mais (MONS810) und die andere Gruppe
mit nicht gentechnisch verdndertem Mais gefiittert wurde, um den Verbleib der
rekombinanten DNA und des Proteins zu untersuchen. Nach 25 Monaten wurden zehn Kiihe
der mit transgenem Mais geflitterten Gruppe und sieben Kiihe der mit nicht gentechnisch
verdndertem Mais gefiitterten Gruppe geschlachtet. Gewebeproben des Gastrointestinaltrakts
und der Leber wurden entnommen und fiir die Analyse der Genexpression zentraler Gene des
Entziindungsgeschehens, des Zellzyklus und der Apoptose verwendet.

Die statistische Analyse der Ergebnisse ergab keine signifikanten Unterschiede im
Genexpressionsmuster der beiden Gruppen. Dies deutet darauf hin, dass die Fiitterung von
gentechnisch verdndertem Mais MONS810 keinen Einfluss auf die Apoptose, das
Entziindungsgeschehen und den Zellzyklus im Gastrointestinaltrakt oder der Leber von
Milchkiihen hat.

Zucht auf die Produktionsmerkmale — Lebensmittelbiogenese in einer sich lindernden
Welt

Bredding for production traits - Food biogenesis in a changing world

Meyer, H.H.D.: Nova Acta Leopoldina NF 113, Nr. 388, 243-258 (2012)

In der Fleischproduktion ist die Tierzucht den Vorgaben des Verbrauchers bereits vor
Jahrzehnten gefolgt, und die Tierkorper moderner Rassen enthalten deutlich weniger Fett.
Demgegeniiber ist die Milchzusammensetzung nahezu unverindert geblieben, und eine klare
Marktorientierung bzw. ein Paradigmenwechsel ist iiberfallig. Die Analyse des gesamten
Produktionsnetzwerkes in Hinblick auf weitere Moglichkeiten der Optimierung erlaubt nicht
nur die Anpassung an die Bediirfnisse der Verbraucher, sondern ist auch der effizienteste Weg
zur Umweltentlastung. Die enge Kooperation aller Disziplinen von der Tier- und
Pflanzenzucht bis zur Technologie und Okonomie ist dazu unerldsslich. Die
Herausforderungen der Zukunft erfordern es, den Fortschritt des Wissens verantwortungsvoll
in Diagnostik und Tierzucht zu nutzen. Die allseitige Verfiigbarmachung leistungsfdhiger
Technologien ist dabei ein vordringliches Anliegen.

22 Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL), OberschleiBheim, Germany
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Untersuchung der Verstoffwechselung von 1,8-Cineol in einem intestinalen Zellkultur-
modell und Erfassung seiner immunomodulatorischen Effekte via Genexpressions-

analyse
Investigation into the metabolism of 1,8-cineole in an intestinal cell culture model and acquisition of its
immune-modulatory effect via gene expression analysis

Miiller, J.; Gruner, N.?*; Almstitter, 1.; Kirsch, F.**; Buettner, A.>>**; Pfaffl, M.W.: Flavour
Fragr J 27 (2012) 405-413

1,8-Cineol, ein weit verbreiteter und angewendeter volatiler Stoff mit antiphlogistischen und
antiinflammatorischen Eigenschaften, wurde hinsichtlich seines physiologischen Impacts
untersucht, im Wesentlichen bezogen auf den intestinalen Bereich. Das Ziel der Studie war es,
durch ein multi-methodisches Setting sowohl potentielle Biotransformationen von Chemo-
Analyten sowie physiologische und immunologische Einfliisse zu erfassen, um
weitergreifende Effekte im Zuge eines vermittelten Biofeedbacks zu untersuchen. Reverse
transkriptase quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (RTqPCR) diente zur Erfassung
von Anderungen der Genexpression von einschligigen Marker Genen nach 1,8-Cineol
Behandlung. Einfliisse von 1,8-Cineol auf die Zellteilung und Fitness von intestinalen Zellen
wurden mittels Elektrischer Zell-Substrat Impedanz Messung (ECIS) erfasst. Unsere Studien
zeigten, dass die 1,8-Cineol Gabe weder zu nennenswerten Verdnderungen des
Genexpressionsmusters fiihrte, noch konnte Verstoffwechslung durch das zugrundeliegende
Zellkulturmodell nachgewiesen werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das
verabreichte 1,8-Cineol weder in physiologischen noch in pharmakologischen Dosen Einfluss
auf Entwicklung oder den Zustand des intestinalen Epithels hatte und dies weder wihrend der
Zellteilungsphase noch auf einen geschlossenen Zellrasen. Lediglich auf die Gabe hoher 1,8-Cineol
Konzentrationen (> 1g/l) reagierte das Modell mit massivem Ablosen des Zellrasens.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass auch gebrauchliche und hohe Dosen von 1,8-Cineol
nicht zu nennenswerten physiologischen Reaktionen fiihren bis hin zu einer kritischen Konzentration,
welche zum Absterben der Zellen fiihrt.

IV. Wachstumsphysiologie und Anabolika

Der physiologische Weg: Uberwachung von Veriinderungen in der RNA Expression als
neue Herangehensweise im Kampf gegen die illegale Applikation von

Wachstumsforderern
The physiological way: Monitoring RNA expression changes as new approach to combat illegal growth
promoter application

Riedmaier, I.; Pfaffl, M.W.; Meyer, H.H.D.: Drug Testing and Analysis 4 (2012) 7074

Der Gebrauch wachstumsfordernder Substanzen in lebensmittelproduzierenden Tieren ist
innerhalb der EU verboten. Deshalb wurde ein striktes Kontrollprogramm entwickelt,
innerhalb dessen alle bekannten Wachstumsforderer mittels Chromatographie kombiniert mit

3 Department of Chemistry and Pharmacy — Emil Fischer Center, University of Erlangen-Nuremberg,

Erlangen, Germany

2 Fraunhofer Institute for Process Engineering and Packaging (IVV), Freising, Germany
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Massenspektrometrie oder mit Immunoassays detektiert werden. Neue xenobiotische
Substanzen oder Hormoncocktails sind mit diesen Methoden nicht nachweisbar, weshalb die
Entwicklung neuer sensitiver Methoden sehr wichtig ist.

Eine vielversprechende indirekte Herangehensweise ist der Nachweis physiologischer Effekte
der verabreichten Wachstumsforderer auf molekularer Ebene mit der Hilfe von "Omic"
Technologien. Die Analyse des Transkriptoms auf der Ebene der mRNA und der miRNA zur
Detektion von Biomarkern ist eine mogliche Strategie, um neue Screeningmethoden zu
entwickeln. In diesem Artikel werden alle verfligbaren Technologien zur Analyse von
Genexpressionen zusammengefasst und die bisherigen Erfolge in der Analyse des
Transkriptoms zur Identifizierung potentieller Genexpressionsbiomarker fiir den Missbrauch
anaboler Substanzen in Rindern beschrieben.

RNA-Sequencing als Screening-Methode im Kampf gegen den Missbrauch anaboler

Substanzen
RNA-Sequencing as useful screening tool in the combat against the misuse of anabolic agents
Riedmaier, I.; Benes, V.%; Blake, J.%; Bretschneider, N.?®; Zinser, C.?; Becker, C.'; Meyer,

H.H.D.; Pfaftl, M.W.: Anal Chem 84 (2012) 6863-6868

Der Missbrauch anaboler Substanzen in der Tiermast ist innerhalb der EU verboten und gut
kontrolliert. Die Anwendung neuer, unbekannter Substanzen oder von Substanzcocktails stellt
ein grofles Problem fiir die angewendeten Screeningmethoden dar, weswegen die
Entwicklung neuer Screeningmethoden in diesem Bereich sehr wichtig ist. Die Analyse
physiologischer Verdnderungen auf molekularer Ebene, zum Beispiel auf der Ebene der
Genexpression, verursacht durch die Gabe anaboler Substanzen, ist hierbei eine neue
Herangehensweise. Eine neue Methode fiir die ganzheitliche Analyse des Transkriptoms stellt
das RNA-Sequencing dar. In dieser Studie wurde das Potenzial dieser Methode in der
Biomarkerforschung getestet.

Mittels RNA-Sequencing konnten 20 neue Biomarker-Kandidaten fiir den Missbrauch von
Trenbolon Azetat plus Estradiol in der bovinen Leber gefunden werden. Mit Hilfe von
biostatistischen Methoden zur Clusterbildung konnten behandelte Tiere von unbehandelten
Tieren separiert werden. Es war auflerdem mdglich, diese Kandidatengene in Ebern und
Kilbern, welche mit anabolen Substanzen behandelt wurden, zu bestitigen. Diese Ergebnisse
zeigen das Potential der RNA-Sequencing Methode, um Biomarker Kandidaten fiir den
Nachweis des Missbrauchs anaboler Substanzen zu detektieren.

25
26

EMBL Heidelberg, Genomics Core Facility, Heidelberg, Germany
Genomatics GmbH, Munich, Germany



18 Abteilung Physiologie

V. Bioanalytik

Starke Effekte der Profiling Platform und Normalisierungsstrategie auf die Detektion
von differentiell exprimierten microRNAs — Eine vergleichende Studie

Profound effect of profiling platform and normalization strategy on detection of differentially expressed
micro RNAs — a comparative study

Meyer, S.U.; Kaiser, S.27; Wagner, C.28; Thirion, C.29; Pfaffl, M.W.: Plos One 7 (2012):
e38946

Eine angemessene Normalisierung minimiert den Effekt systematischer technischer Variation
und ist eine Voraussetzung, um aussagekriftige biologische Unterschiede zu erhalten. Jedoch
besteht keine Einheitlichkeit beziiglich der Leistungen und Empfehlungen der miRNA-
Normalisierung. Aus diesem Grund untersuchten wir den Einfluss von sieben
unterschiedlichen Normalisierungsmethoden (Reference Gene Index, Global Geometric
Mean, Quantile, Invariant Selection, Loess, LoessM, und Generalized Procrustes Analysis)
auf die Intra- und Interplattformleistung von zwei unterschiedlichen gebrduchlichen miRNA-
Profilingplattformen.

Wir  verwendeten  Daten  von  miRNA-Profilinganalysen, die = von  einer
hybridisierungsbasierten Plattform (Agilent Technologies) und einer RT-qPCR Plattform
(Applied Biosystems) stammen. Weiterhin validierten wir eine Untergruppe von miRNAs mit
individuellen qPCR-Assays. Unsere Analyse schlieft Daten von dem Differenzierungseffekt
und dem Einfluss einer Behandlung mit Tumor Necrosis Factor alpha auf primédre humane
Skelettmuskelzellen und einer murinen Skelettmuskelzelllinie mit ein. Unterschiedliche
Normalisierungsmethoden ~ haben  einen  unterschiedlichen  Einfluss  auf (i)
Standardabweichungen, (ii) Flache unter der Receiver Operating Characteristic (ROC) Kurve
und (iii) Ahnlichkeit der differentiellen Expression. Loess, LoessM, und Quantile Analysen
waren am effizientesten bei der Minimierung der Standardabweichungen auf der Agilent und
TLDA Platform. Zudem vergroferten Loess, LoessM, Invariant Selection und die
Generalized Procrustes Analyse die Flache unter der ROC Kurve, ein MaB fiir die statistische
Giite eines Tests. Der Jaccard Index zeigte, dass die Interplatformiibereinstimmung der
differentiellen Expression durch Loess, LoessM, Quantile, und GPA Normalisierung der AGL
und TLDA Daten sowie RGI Normalisierung der TLDA Daten tendenziell vergrofert wurden.

Wir empfehlen die Anwendung der Loess oder LoessM und GPA Normalisierung fiir miRNA
Agilent Arrays und qPCR Karten, weil diese Normalisierungsmethoden folgendes zeigten: (i)
effektive Verminderung der Standardabweichungen, (ii) Erhohung der Sensitivitit und
Genauigkeit der Detektion von differentieller miRNA Expression sowie (iii)) Erhdhung der
Interplatformiibereinstimmung. Die Ergebnisse zeigen die erfolgreiche Ubertragung der
LoessM und Generalized Procrustes Analysis auf einfarbige miRNA Profiling Experimente.

2 Department of Statistics, LMU Munich, Miinchen, Germany

2 IMGM Laboratories GmbH, Martinsried, Germany
¥ SIRION Biotech, Martinsried, Germany
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RNA Interference Off Target Screening mittels Principal component Analysis
RNA Interference Off-target Screening using principal component analysis

Miiller, J.; Pfaffl; M.W.: J Data Mining Genomics Proteomics 2012, 3:2

Off-target Effekte stellen nach wie vor die grofite Problematik in RNAi-knockdown
Anwendungen dar. Wahrend wir Zellkultur Funktionsverlustanalysen evaluierten durch Heat
Map und Principal Component Analyse (PCA) durchfiihrten, fiel uns auf, dass die PCA
hervorragend dazu geeignet ist, off-target Effekte aufzuzeigen. Aufgrund der Unkenntnis von
off-target Effekten in unseren Zellkulturexperimenten designten wir ein in silico
Datenmodell, um zu demonstrieren, wie die PCA dazu genutzt werden kann, off-target
Effekte zu filtern. Mit Hilfe des hier préisentierten Datenmodells ist es moglich, Effekte
verschiedener FEinflussfaktoren auf Genexpressionsmuster zu simulieren. Beabsichtigte
Effekte durch Gen-Knockdown oder Behandlungen mit aktiven Substanzen konnen klar von
begleitenden off-target Effekten getrennt werden. Mittels mehrerer randomisierter
Genexpressions-Datensets konnen wir zeigen, dass die PCA im Vergleich zur Heat Map
effektiver off-target Effekte von Target Effekten trennen kann.

Auswirkungen magnetischer Stimulation auf das Gen-Expressions-Profil in vitro

kultivierter, neuronaler Zellen
Effect of magn tic stimulation on the gene expression profile of in vitro cultured neural cells

Stock, M. 0; Kirchner, B.; Waibler, D.31; Cowley, D.E.30; Pfaffl, M.W.; Kuehn, R.3%32
Neuroscience letters 526 (2012) 122-127

Transkraniale, magnetische Stimulation ist eine nicht-invasive Methode der klinischen
Diagnostik und Therapie bei physiologischen und psychologischen Krankheiten und findet
verstirkt Verwendung in der experimentellen Neurophysiologie. Trotz alldem bleibt der
Wirkmechanismus magnetischer Stimulation auf das zentrale Nervensystem immer noch
unklar. Wir verwendeten sinus-artige, magnetische Felder mit hoher Frequenz in
verschiedenen Stimulationsmustern und wiederholten Behandlungen an Zellkulturen, die aus
dem frontalen Cortex muriner Embryonen (BALB/cOlaHsd Méuse) gewonnen wurden, um
auf die Effekte von repetitiver, magnetischer Stimulation auf die Gen-Expression von in vitro
kultivierten neuronalen Zellen zu schlieen. Gen-Expressions-Profile wurden anhand von
qRT-PCR-Arrays und Einzel-qRT-PCR-Analysen bestimmt. Unsere methodische Heran-
gehensweise mittels Mikroelektroden-Arrays minimiert Varianzen in der Transkriptom-
Analyse, die aus dem Zell-Differentiations-Status und der Gewebekomplexitdt entstehen.
Anhand der 10 signifikant regulierten Verdnderungen in der Gen-Expression von insgesamt
171 Genen auf unterschiedlichen qRT-PCR-Arrays, die in Zusammenhang mit Alzheimer und
Neurodegeneration stehen, konnten wir einen signifikanten Einfluss der repetitiven,
magnetischen Stimulation auf das mRNA Transkriptom neuronaler Zellkulturen demon-
strieren. 16 Kandidatengene wurden durch Einzel-qRT-PCR analysiert in einem repliziertem,

30" Unit of Molecular Zoology, Chair of Zoology, Department of Animal Science, Life Science Center,

TUM, Freising, Germany
Therapeutic Electromagnetic Osteopathy, Munich, Germany
32 Program in Molecular Biology,New Mexico State University, Las Cruces, NM 88003-8003, USA
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statistischem Design, das genaueren Aufschluss iiber die Unterschiede der Expressions-
Profile liefert. Wir diskutierten die Verwendbarkeit der experimentellen Methode zur
Selektion der Zellkulturen sowie die Gen-Expressionen in Bezug auf ihre physiologischen
Aspekte.
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Humanmedizinische Gemeinschaftstagung; gleichzeitig 1. Deutsch-Polnische
Gemeinschaftstagung, Berlin 29.02. — 02.03.2012

Riedmaier, I.:
,,High throughput transcriptomics to screen for the misuse of anabolic agents”
EuroResidue VII, Egmond aan Zee, The Netherlands, 14.-16.05.2012

Ulbrich, S. E.:

»Molekulare Reproduktionsphysiologie landwirtschaftlicher Nutztiere — eine epigenetische
Perspektive”

Seminar zu aktuellen Themen der Nutztierwissenschaften, Emil-Lang-Horsaal der Christian-

Albrechts-Universitit zu Kiel in Kiel, Germany, 11.01.2012

»Reconsidering "low-dose" — an epigenetic perspective on endocrine impacts during
intrauterine development”
Clinical Epigenetics International Meeting, Homburg (Saar), Germany, 10.03.2012

»Molecular Twitter? Livestock Physiology as a Key for Deciphering Biological
Communication”

Special Seminar on Animal Physiology, Institute of Agricultural Sciences, Swiss Federal
Institute of Technology Zurich, Zurich, Switzerland, 13.08.2012

,High Resolution Melting-Pyrosequencing for DNA-Methylation Analysis - Quantification of
variance”
German Society of Neuropathology and Neuroanatomy, Erlangen, 14.09.2012

,,Hormone in Milch”
Arbeitstagung der Erzeugerberater des Landesverbandes Bayrischer und Sichsischer
Molkereifachleute und Milchwirtschaftler e.V., Herrsching, Germany, 19.09.2012

,Nutztierphysiologie als Schliissel zum Verstindnis biologischer Kommunikation”
Endokrinologische Kolloquien des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie der Medizinischen
Fakultit der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg, Halle, Germany, 06.12.2012

Viturro, E.:

,Effect of continuous milking during the dry period on milk cholesterol levels and expression
of key genes in dairy cows”

European Association of Animal Production (EAAP) Meeting, Bratislava (Slovakei), 27.-
29.08.2012

»Auf dem Weg zur Milch”
7. Ideenborse Forschung, Milchindustrieverband, Fulda. 14.11.2012
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Tagungen des Lehrstuhls

Heinrich H.D. Meyer Symposium
Am Freitag, den 19. Oktober 2012 fand zu Ehren von Herrn Prof. Heinrich H.D. Meyer ein
eintigiges wissenschaftliches Symposium statt.

Es wurden Forschungsthemen der Physiologie von Nutz- und Wildtieren aufgegriffen. Als
Leitfaden fiir das Symposium wurde die Frage nach zukiinftigen Herausforderungen an die
Physiologie gestellt und an vier Interessensgebiete von Herrn Meyer angekniipft: die
Reproduktionsphysiologie, die Wildtierphysiologie, die Hormonanalytik und die
Stoffwechselphysiologie.

Das Symposium gab neben interessanten Fachvortrigen viel Raum zur Diskussion fiir
Uberlegungen zu aktuellen Fragestellungen in den Forschungsgebieten, derer es sich als
Physiologen zu stellen gilt.

ExKkursionen

Exkursion zum Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit,
Oberschleifheim am 23.04.2012

Exkursion zur Besamungsstation Landshut am 27.06.2012
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Veroffentlichungen

19 Experimentelle Originalarbeiten

Bauersachs, S.; Ulbrich, S.E.; Reichenbach, H.-D.; Reichenbach, M.; Biittner, M.; Meyer,
H.H.D.; Spencer, T.E.; Minten, M.; Sax, G.; Winter, G.; Wolf, E.. Comparison of the
effects of early pregnancy with human interferon, alpha 2 (IFNA2), on gene expression in
bovine Endometrium. Biology of Reproduction 86 (2012) 1-15

Danowski, K.; Sorg, D.; Gross, J.; Meyer, H.H.D.; Kliem, H.: Innate defense capability of
challenged prlmary bovme mammary epithelial cells after an induced negative energy
balance in vivo. Czech J. Anim. Sci. 57 (2012) 207-219

Fiirst, R.W.; Kliem, H.; Meyer, H.H.D.; Ulbrich, S.E.: A differentially methylated single
CpG-site is correlated with estrogen receptor alpha transcription. Journal of Steroid
Biochemistry & Molecular Biology 130 (2012) 96-104

Fiirst, R.W.; Meyer, HH.D.; Schweizer, G.; Ulbrich, S.E.: Is DNA methylation an
epigenetic contribution to transcriptional regulation of the bovine endometrium during the
estrous cycle and early pregnancy? Molecular and Cellular Endocrinology 348 (2012) 67-77

First, R.W.; Pistek, V.L.; Kliem, H.; Skurk, T.; Hauner, H.; Meyer, H.H.D.; Ulbrich, S.E.:
Maternal low-dose estradiol- 17[3 exposure durlng pregnancy impairs postnatal progeny

weight development and body composition. Toxicology and Applied Pharmacology 263
(2012) 338-344

Gruber, H.; Paul, V.; Meyer, H.H.D.; Miiller, M.: Determination of insecticidal CrylAb
protein in soil collected in the final growing seasons of a nine-year field trial of Bt-maize
MONS10. Transgenic Res 21 (2012) 77-88

Guertler, P.; Brandl, C.; Meyer, H.H.D.; Tichopad, A.: Feeding genetically modified maize
(MONS&10) to dairy cows: comparison of gene expression pattern of markers for apoptosis,
inflammation and cell cycle. J. Verbr. Lebensm. 7 (2012) 195-202

Herzog, K.; Striive, K.; Kastelic, J.P.; Piechotta, M.; Ulbrich, S.E.; Pfarrer, C.; Shirasuna,
K.; Shimizu, T.; Miyamoto, A.; Bollwein, H.: Escherichia coli lipopolysaccharide

administration transiently suppresses luteal structure and function in diestrous cows.
Reproduction 144 (2012) 467-476

Meyer, H.H.D.: Zucht auf die Produktionsmerkmale — Lebensmittelbiogenese in einer sich
dndernden Welt. Nova Acta Leopoldina NF 113, Nr. 388, 243-258 (2012)

Meyer, S.U.; Kaiser, S.; Wagner, C.; Thirion, C.; Pfaffl, M.W.: Profound effect of profiling
platform and normalization strategy on detection of differentially expressed micro RNAs —
a comparative study. Plos One 7 (2012): e38946

Miiller, J.; Gruner, N.; Almstitter, I.; Kirsch, F.; Buettner, A.; Pfaffl, M.W.: Investigation
into the metabolism of 1,8-cineole in an intestinal cell culture model and acquisition of its
immune-modulatory effect via gene expression analysis. Flavour Fragr. J. 27 (2012) 405-413

Miiller, J.; Pfaffl, M.W.: RNA Interference Off-target Screening using Principal Component
Analysis. J Data Mining Genomics Proteomics 2012, 3:2

Riedmaier, 1.; Pfaffl, M.W.; Meyer, H.H.D.: The physiological way: Monitoring RNA
expression changes as new approach to combat illegal growth promoter application. Drug
Test. Analysis 4 (2012) 70-74

Riedmaier, I.; Benes, V.; Blake, J.; Bretschneider, N.; Zinser, C.; Becker, C.; Meyer,
H.H.D., Pfaffl, M.W.: RNA-Sequencing as useful screening tool in the combat against the
misuse of anabolic agents. Anal. Chem. 84 (2012) 6863-6868
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Sorg, D.; Potzel, A.; Beck, M.; Meyer, H.H.D.; Viturro, E.; Kliem, H.:Effects of cell culture
techniques on gene expression and cholosterol efflux in primary bovine mammary epithelial
cells derived from milk and tissue. In vitro Cell Dev Biol Anim 48 (2012) 550-553

Sorg, D.; Danowski, K.; Korenkova, V.; Rusnakova, V.; Kiiffner, R.; Zimmer, R.; Meyer,
H.H.D.; Kliem, H.: Microfluidic high-throughput RT-qPCR measurements of the immune
response of primary bovine mammary epithelial cells cultured from milk to mastitis
pathogens. Animal 11 (2012) 1-7

Stock, M.; Kirchner, B.; Waibler, D.; Cowley, D.E.; Pfaffl, M.W.; Kuehn, R.: Effect of
magnetic stimulation on the gene expression profile of in vitro cultured neural cells.
Neuroscience letters 526 (2012) 122-127

Ulbrich, S.E.: Genomewide analysis of epigenetic mechanisms. Nova Acta Leopoldina NF
113, Nr. 388, 47-60 (2012)

Wierer, M.; Schrey, A.K; Kiihne, R.; Ulbrich, S.E.; Meyer, HH.D.: A single glycine-
alanine exchange directs ligand specificity of the elephant progestin receptor. Plos One 7
(2012): 50350

Reviews, Buchkapitel

Michael W. Pfaffl (2012)

Quantification Strategies in real-time Polymerse Chain Reaction

Chapter 3 - qPCR in Applied Microbiology

Publisher: Caister Academic Press, Editor: Martin Filion, Department of Biology,
Université de Moncton, Canada, ISBN: 9781908230010, May 2012

Irmgard Riedmaier, Michael W. Pfaffl, Heinrich H. D. Meyer (2012)

The physiological way: Monitoring RNA expression changes as new approach in the
combat against illegal drug application.

Drug Test Anal. 2012 (4) Suppl 1: 70-74
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Adresse Veitsmillerweg 4
D-85354 Freising-Weihenstephan

Telefon: 08161-984 9999
Telefax: 08161-984 9999

Personal

Leitung: 0. Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Heinrich H.D. Meyer t 13.04.12
komm. Leitung: Univ.-Prof. Dr. agr. Michael W. Pfaffl (seit 01.05.12)
Verwaltung: Dipl.-Ing.agr. (FH) Martin Schmélz

Sekretariat: Dagmar Neumeier

Arbeiter: 2

Allgemeines

a) Bodennutzung
Landw. Nutzflache: 96,3 ha davon Ackerland: 50,3 ha
davon Pachtflache 50,8 ha Grunland: 46,0 ha

b) Viehbestand
Bestand am 31.12.2011 64 Kihe
14 Kalbinnen
33 Jungrinder
18 Kalber
129 Rinder
und 2 Ziegen

Die durchschnittliche Jahresmilchleistung betrug im Kontrolljahr It. LKV:
9413 kg Milch, 347,2 kg Eiweil3, 3,69 % Eiweil3, 417,0 kg Fett, 4,43 % Fett
9623 kg Milch, 344,3 kg Eiweil3, 3,58 % Eiweil}, 415,5 kg Fett, 4,32 % Fett
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Lehr- und Forschungstatigkeit an der Versuchsstation Veitshof

Lehre

Im Rahmen der Vorlesungen und Praktika zur Reproduktionsbiologie und Regulations-
physiologie wurden praxisnahe Veranstaltungen durchgefiihrt. Am Beispiel von Rind,
Schwein und Kaninchen wurden Anatomie und Physiologie des ménnlichen und weiblichen
Genitaltrakts ausfihrlich erlautert. Im Rahmen von praktischen Ubungen konnten Studierende
Kihe der Milchviehherde rektalisieren und erlernten die Prinzipien von Zykluskontrolle und
Brunstbeobachtung. Die verschiedenen Zyklus- und Trachtigkeitsstadien wurden mittels
Ultraschall am lebenden Tier demonstriert.

Wahrend weiterer Praktika erlernten die Studenten im Milchviehstall die Beurteilung von
Kdorperkondition und Rationsgestaltung; zusétzlich wurden die Prinzipien zur Einschédtzung
der Tiergerechtigkeit von Haltungssystemen und des Status der Tiergesundheit vermittelt.

Folgende Seminare wurden durchgefihrt:
Biostatistik und Chemometrie in der klinischen Forschung und Diagnostik
Fragestellungen und Forschungsansatze der Molekularen Physiologie

Forschung

Bestimmung von stoffwechselphysiologischen und molekularbiologischen Einfliissen auf den
Milchproteingehalt wahrend der Laktation bei unterschiedlichem Leistungsniveau und
Milchproteingehalten von Kiihen

Durchfuhrung metabolischer Challenges und intravendser Glucosetoleranztests zur
Untersuchung der metabolischen Reaktion von Rindern bei unterschiedlichem
Leistungsniveau und Milchproteingehalt

Gewinnung von Leberproben zur Untersuchung der Expression von Genen des Fett-,
Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsels und zur Bestimmung von biochemischen Parametern

Gewinnung von Muskelproben zur Untersuchung der Glucoseaufnahme im peripheren
Gewebe

Etablierung einer Extraktionsmethode flr miRNA aus Blut und Milch

Untersuchung zur Abwehr von Mastitiden verschiedener Rinderrassen mittels primarer
Euterepithelzellkulturen aus Milch

Extraktion von Leukozyten aus der Milch wéhrend der Frihtrachtigkeit

Durchfiihrung des Milchprogesterontests als Kontrollinstrument bei Forschungsprojekten und
Behandlungen im Rahmen des Herdenmanagements

Gewinnung von Antikdrpern gegen Laktoferrin, Interleukine-8, Interferon-tau sowie gegen
Immunglobulin-G in Ziegen zur Entwicklung von Enzymimmunoassays
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Dissertationen, Master-, Diplom- und Bachelorarbeiten

Dissertationen

Bieberstein, Andrea (2012). An investigation of women’s and men’s perceptions and mean-
ings associated with food risks.

Master- und Diplomarbeiten

Bjerre, Stine & Overby, Jacob (2012). Differentiation of organic chicken through an enhanced
quality perception. An analysis of how Danish consumers' quality perception of organic
chicken can be enhanced with the purpose of attaining a greater differentiation. Master Thesis.

Capruciu, Mihaela-Alina (2012). Educational video games for improving diabetes self-care.
Master Thesis.

Christensen, Arne (2012). Communicating green products: An analysis of Apple and the elec-
tric car market. Master Thesis.

Colin, Delphine (2012). The impact of risk aversion on consumers' traffic light labelling ac-
ceptance on financial products. Master Thesis.

Corres, Viola (2012). Customer-Relationship-Management Strategien fiir den B2C-Bereich -
Aufgezeigt flr die Georg Plange KG fur die Marke Goldpuder. Diplom-arbeit.

Cristea, loana-Cristina (2012). The unfolding process of the individuals' approach during the
early phase of an organizational innovation. Master Thesis.

Distel, Ina (2012). Why Words Do Not Always Translate into Action? Master Thesis.
Dorokhov, Anastasia (2012). Food Safety Incidents: An Analysis of Changing Perspectives
since 1980. Master Thesis.

Feiner, Alexander (2012). Strategische Herausforderungen im Mobile Business aus Sicht des
BayWa Agrarhandels. Master Thesis.

Frank, Cornelia (2012). The Importance of Patients Information for Cross-Border Healthcare
Demand in Europe. Master Thesis.

Graser, Anna (2012). Intrinsic motivation as a driver of sustainable food consumption: The
role of self-identity for the purchase of sustainable food. Master Thesis.

Herold, Liane (2012). Consumer Behaviour and Food Waste in Private Households - Empiri-
cal Evidence in Germany. Master Thesis.

Ingenhoff, Alexander (2012). Trust in technology - an experimental comparison of elderly
consumers' interpersonal trust with trust in ambient assisted living applications. Master Thesis.

Ma-Nagler, Hong (2012). Perception of German food products and eating habits abroad. Mas-
ter Thesis.

Mesnaric, Franziska (2012). Der Einfluss von Preis, Produktkonfigurierbarkeit und Marken-
name auf die Kaufwahrscheinlichkeit fir Schmuck im Electronic Commerce. Diplomarbeit.

Mester, Rabea (2012). Analyzing best practice methods of marketing agencies promoting ag-
ricultural products, emphasizing on the consumer. Master Thesis.
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Mohr, Bernhard (2012). Adaption von Herstellerinformationen und Produkttestergebnissen in
Printmedien am Beispiel des Neuwagenmarktes. Master Thesis.

Mubhle, Katrin (2012). The impact of consumers' involvement level on traffic light labelling
on food products. Master Thesis.

Neher, Felix (2012). Antecedents of Customer Retention - The Impact of Consumer Satisfac-
tion and Conative Loyalty on Consumer Retention in the German Mobile Telecommunication
Market. Master Thesis.

Pavlovich, Maria (2012). Online vs. Offline Consumer Insights: A Comparative Analysis of
Netnography and In-Depth Interviews. Master Thesis.

Pint, Daniel (2012). The Rise of Socially Responsible Advertising in the Wine and Spirits
Industry. Master Thesis.

Reitmeier, Martina (2012). Going beyond the niche. Analysing purchasing motives of organic
consumers. A laddering study on organic yoghurts. Master Thesis.

Schleicher, Florian (2012). Conscious and unconscious consumer choice of food products.
Master Thesis.

Silvester, Danielle (2012). Costs, Culture and Life Decisions: Analyzing the Factors that In-
fluence Enrollment into Master's Level Education. Master Thesis.

Stante, Agnes (2012). Aktiv fir den Klimaschutz nach Bildungseinheit zum Klimawandel?
Theoretische und praktische Evaluierung der Broschiire "Klimaschutz to go - was geht an
Schulen?" Master Thesis.

Tazawa, Rie (2012). Financial Analysis of Data Loss on Cloud Computing: A simulation of
data holding cost. Master Thesis.

Torge, Elisabeth (2012). An Assessment of Online Tools for Consumer Information on Sus-
tainable Consumption. Master Thesis.

Vasilev, Boran (2012). Brand Performance and Evolution of Organic Labels on the Danish
Food Market. Master Thesis.

Vogt, Christine (2012). Measuring Customer Experience of Consumer Goods. Master Thesis.

Wagner, Anne (2012). The impact of media assessment on consumers' behaviour during food
scandals on the example of the EHEC outbreak in Germany. Master Thesis.

Yassin, Mariam (2012). Gender Marketing & Viral Marketing: The Impact of Online Market-
ing Strategies on Brand Involvement. Master Thesis.

Zhao, Yeguang (2012). Attitude-Behavior gap regarding organic milk consumption in Ger-
many. Master Thesis.
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Bachelorarbeiten
Amberger, Lisa (2012). Analysing consumer behaviour during air travels.
Goeffrey, Jahn (2012). GroRBhandler gerichtete Marketingstrategien fur die Weiki.

Dill, Frederica (2012). Konsumverhalten auf Reisen: Analyse des Verbraucherverhaltens bei
Langstreckenreisen mit der Bahn.

Hiltner, Patrick (2012). Segmentaler und landerspezifischer Einfluss von Preisveranderungen
auf Volumenpotentiale ausgewahlter Fahrzeugmodelle in der Automobilindustrie.

Petershammer, Silke (2012). Definition des Begriffs Region - im Kontext Regionalmarketing.

Sedlmeier, Verena (2012). Perspektiven des Biofleischmarktes - Das Tierschutzlabel als
Chance oder Risiko?

Wilhelm, Katharina (2012). Analyse von Nachhaltigkeitskommunikation in der Landwirt-
schaft am Beispiel direkt vermarkteter Bioland-Betriebe.

Wiss. Veroffentlichungen (incl. Reviews) in referierten Zeitschriften
(peer reviewed abstracts)

Bieberstein, A., J. Roosen, S. Marette, S. Blanchemanche, F. Vandermoere (2012). Consumer
choices for nano-food and nano-packaging in France and Germany. European Review of Ag-
ricultural Economics. DOI:10.1093/erae/jbr069.

Drescher, L.S., de Jonge, J., Goddard, E., Herzfeld, T. (2012). Consumer's stated trust in the
food industry and meat purchases. Agriculture and Human Values. Online First. DOI:
10.1007/s10460-012-9375-9.

Matin, A. H., E. Goddard, F., Vandermoere, S. Blanchemanche, A. Bieberstein, S. Marette, J.
Roosen (2012). Do environmental attitudes and food technology neophobia affect perceptions
of the benefits of nanotechnology? International Journal of Consumer Studies, 36(2): 149-157.

Richter, A.; Heidemann, C.; Schulze, M.B.; Roosen, J.; Thiele, S. & Mensink, G. MB (2012).
Dietary patterns of adolescents in Germany - Associations with nutrient intake and other
health related lifestyle characteristics. BMC Pediatrics, Vol 12(35).

Weitere Veroffentlichungen

Sammelbéande und Herausgeberschaften

Grebitus, C., M. Hartmann, J. Roosen (editors) 2012. Special Issue: The Economics of Food,
Food Choice and Health. European Review of Agricultural Economics, 39(5).

Roosen, J., K. Zachmann, F.-M. Belz (eds.) (2012). Der Lebensmitteleinzelhandel in der In-
formationsgesellschaft — Chancen fir eine kooperative Verbraucherpolitik. Gottingen: Cu-
villier Verlag.

Forschungsberichte

Roosen J., T. Zangler, B. Kottl, J. Dittrich (2012). Kosten und Nutzen verschiedener Verpfle-
gungssysteme in Mlnchner Kinderkrippen.
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Buchbeitrage

Mecking, R.-A. (2012). Informationsmitteilung als Mittel zur Einflussnahme auf den Lebens-
mitteleinzelhandel — die Sicht der Verbraucher. In: Roosen, J.; Zachmann, K.; Belz, F.-M.
(eds.): Der Lebensmitteleinzelhandel in der Informationsgesellschaft — Chancen fiir eine ko-
operative Verbraucherpolitik? Cuvillier Verlag, Goéttingen, 69-105.

Roosen, J., K. Zachmann (2012). Der Lebensmitteleinzelhandel in der Informationsgesell-
schaft — Eine Einfiihrung. In: Roosen, J., K. Zachmann, F.-M. Belz (editors), 2012. Der Le-
bensmitteleinzelhandel in der Informationsgesellschaft — Chancen fiir eine kooperative Ver-
braucherpolitik. Gottingen: Cuvillier Verlag, S. 1-32.

Vortrage

Drescher, L.S., J. Roosen, S. Marette (2012). Consumers’ Thoughts About and Willingness to
Pay for Traffic-light Labeled Food and Financial Products. Presented at the AAEA/EAAE
Symposium on Food Environment: The Effects of Context on Food Choice May 30-31, 2012,
Tufts University, Boston, USA.

Kottl B., J. Hasselbach, J. Roosen (2012). Regionalitat bei Biolebensmitteln in Bayern. Eine
Verbraucherperspektive. Workshop zum Abschluss des BOLN-Projektes ,,Analyse der Preis-
elastizitaten der Nachfrage nach Biolebensmitteln®, 27.11.2012, GielRen.

Roosen, J., B. Koettl, J. Hasselbach (2012). Can local be the new organics. Presented at the
AAEA/EAAE Symposium on Food Environment: The Effects of Context on Food Choice
May 30-31, 2012, Tufts University, Boston, USA.

Roosen, J., 2012. Was lernen wir aus (verhaltens-) 6konomischen Experimenten fir die Regu-
lierung von Lebensmittelmarkten? Mini-Symposium der DGE Fachgruppe ,,Erndhrungsver-
haltensforschung. DGE-Kongress, Weihenstephan,14. Mérz 2012.

Roosen, J., 2012. Sinn und Unsinn einer Fettsteuer. Perspektiven der Prévention von Adiposi-
tas in Deutschland — Mdéglichkeiten und Grenzen. Outreachtagung des Kompetenznetz Adipo-
sitas und Netzwerk Adipositas im Nationalen Genomforschungsnetz. Berlin, 25. Oktober
2012.

Roosen, J., 2012. Produktkennzeichnung: Chancen und Grenzen der Verbraucherinformati-
onspolitik. Vortrag im Rahmen der Fortbildung des Landesamtes fur Gesundheit: Symposium
Lebensmittelkennzeichnung. 22. Oktober, Erlangen.

Roosen, J., 2012. Was darf Umweltschutz kosten? Vom Einpreisen der Umwelt in die Pro-
dukte. Vortrag im Rahmen der Miinchener Wissenschaftstage. 22.0Oktober 2012, Minchen.

Roosen, J. A. Bieberstein, 2012. Lebensmittelqualitdt aus Sicht der Verbraucher. LfL-
Jahrestagung und 8. Marktforum der LfL. 17. Oktober 2012, Grub.

Roosen, J., 2012. Produktkennzeichnung: Chancen und Grenzen der Verbraucherinformati-
onspolitik. Vortrag auf der Lehrerfortbildung des Hans-Eisenmann-Zentrums, Weihenste-
phan, 9. Oktober 2012.

Roosen, J., 2012. Produktkennzeichnung: Chancen und Grenzen der Verbraucherinformati-
onspolitik. Vortrag auf der Tagung Nahrungsmittelproduktion fiir das 21. Jahrhundert, 28.-29.
Mérz 2012 — Weihenstephan (Hans-Eisenmann Zentrum und Zentralinstitut fir Erndhrung
und Lebensmittel).
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Roosen, J., B. Kéttl, J. Hasselbach, 2012. Consumers’ willingness to pay for local and organic
food: A case study in Bavaria. Agrarokonomisches Kolloguium Universitat Gottingen, No-
vember 20, 2012.

Zangler, T. (2012). Save Food — Wie die Lebensmitteldose ihren Beitrag leistet. Prasentiert
auf dem Kongress Erndhrung und Medizin 2012 des VDD, 20.-21. April 2012, CongressPark,
Wolfsburg
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Telefon: 08161-71-3516
Telefax: 08161-71-4492
Internet: http://www.weihenstephan.de/micbio
E-mail: ziel-mikrobiologie@wzw.tum.de

Personal
Leitung: Univ. Prof. Dr. rer. nat. Siegfried Scherer -3516
Sekretariat: Brigitte Stable -3516
Maria Thole -3516
Wissenschatftler: Dr. Viktoria Doll -5091
Prof. Dr. Thilo Fuchs -3518
Dr. Evi Lang Halter -2257
Dr. Genia Liicking (Teilzeit) -5091
Dr. Stefanie Miiller-Herbst -3945
Dr. Klaus Neuhaus -3945
Dr. Mareike Wenning -2257
Doktoranden: Dipl.Biol. Marlies Bohm (ab 14.5.2012) -5091
Dipl.Biol. Lea Fellner -3945
M.Sc. Elena Ferrari (ab 16.7.2012) -3851
M.Sc. Christopher Huptas (ab 01.04.2012) -5570
Dipl.Biol. Daniela Kaspar -3851
M.Sc. Tanja Kern -3859
M.Sc. Anna Krementowski -3851
Dipl.Biol. Richard Landstorfer -3945
Dipl.Biol. Mario von Neubeck -5570
Dipl.Biol. Johannes Rothhardt -3859
M.Sc. Lena Staib -5570
M.Sc. Mandy Starke -3859
Technische Scharifa Bornschier (ab 01.09.2012) -5567
Mitarbeiter Daniela Eder (bis Mai 2012) -3520
Angela Felsl (Teilzeit) -5357
Petra Hartberger (Teilzeit) -5563

Gertrud Huith (Teilzeit) -3946
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Sonja Kattner -5098
Angela Kempe (Teilzeit) -5566
Hildegard Maier (Teilzeit) -5564
Polte Christine -3504
Lisa Rieder -5098
Patrick Schiwek -3517
Katharina Sturm (ab 15.08.2012) -3520
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Einfihrung

In der Forschung arbeiten wir am Schnittpunkt zwischen Lebensmittel und Erndhrung. Einer-
seits stehen Biodiversitit und Identifikation von lebensmittelrelevanten Mikroorganismen im
Mittelpunkt. Andererseits liegt ein wesentlicher Schwerpunkt der Abteilung auf dem Studium
von Krankheitserregern, welche durch Lebensmittel iibertragen werden. Verschiedene Ar-
beitsgruppen befassen sich mit Listeria, Salmonella, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica
und pathogenen Escherichia coli - Stimmen.

Die Arbeiten an Krankheitserregern reichen von der 6kogenetischen Grundlagenforschung am
Lehrstuhl fiir Mikrobielle Okologie bis hin zu stark angewandten, lebensmitteltechnologisch
relevanten Fragestellungen in der Abteilung Mikrobiologie am ZIEL. In der Mehrzahl der
Projekte werden gentechnische und molekularbiologische Techniken eingesetzt. Unsere pra-
xisbezogenen Forschungsarbeiten werden vielfach in enger Kooperation mit der Industrie
durchgefiihrt.

Die mikrobiologische Unbedenklichkeit ist eines der maBgebenden Qualitdtskriterien bei der
Beurteilung von Lebensmitteln. Ein Aufgabenbereich der Abteilung erstreckt sich auf Dienst-
leistungen, insbesondere mikrobielle Diagnostik aller Art fiir die Lebensmittelindustrie, verbun-
den mit einer intensiven Beratung bei mikrobiologisch verursachten Produktionsstorungen. Un-
sere Diagnostikabteilung wird von Dr. Mareike Wenning geleitet (Tel. 71-2257).

Aus diesen Aktivititen resultierte iiber die Jahre eine der groBten
Mikroorganismensammlungen fiir lebensmittelrelevante Mikroorganismen,
mit Schwerpunkten auf Hefen, Bazillen, coryneforme Bakterien und Liste-
rien (insgesamt iber 10.000 Isolate), welche die Grundlage fiir die
Entwicklung der FTIR gestiitzten Identifizie-rung von Bakterien und Hefen,
sowie die Beschreibung neuer, aus Lebens-mitteln isolierter Arten bildet.
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Forschung

Arbeitsgruppe: Biodiversitat mikrobieller Lebensgemeinschaften
in industriellen Habitaten

Gruppenleiterin: Mareike Wenning

Der Fokus der Forschungsgruppe liegt auf den Mikrobiota unterschiedlicher Habitate wie
Rohmilch und daraus entstehender Produkte, Wein oder dem pharmazeutischen Produktions-
umfeld, wobei sowohl die Erfassung und Beschreibung der Biodiversitit als auch die Analyse
von Populationsverdanderungen oder Stabilitdten innerhalb der Floren von Interesse sind. Hier
konzentrieren wir uns nicht nur auf die Bestimmung der Speziesebene, sondern Typisieren
auch unterhalb der Artgrenze. Fiir die Analyse der Artzusammensetzungen wird hauptséch-
lich FTIR-Spektroskopie genutzt, die als phinotypische Fingerprinting-Methode auch zur
Typisierung und aufgrund hoher Automatisierung gut zur Bewdéltigung hoher Probenauf-
kommen geeignet ist. Ergénzend kommen molekularbiologische Techniken wie die Sequen-
zierung unterschiedlicher house-keeping-Gene oder RAPD-Analysen hinzu.

Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Bestimmung der mikrobiellen Biodiversitat

von Rohmilch
Influence of incubation temperature on the determination of microbial biodiversity in raw milk
Mareike Wenning

Uber die Zusammensetzung von Rohmilch-Mikrobiota ist trotz jahrzehntelanger Forschung
bis dato nur relativ wenig bekannt, obwohl die in der Rohmilch enthaltenen Mikroorganismen
z. T. maBBgeblich die Qualitdt der hergestellten Produkte beeinflussen konnen. So zeichnen
sich z.B. psychrotolerante Bakterien durch Wachstumsvermogen bei niedrigen Temperaturen
von < 6°C aus, was gerade bei verldngerter Kaltlagerung von Rohmilch problematisch sein
kann. Um wirksame Strategien zur Verbesserung der Rohmilchqualitit zu entwickeln, ist
mehr Wissen iiber die Zusammensetzung der Mikrobiota ndtig, jedoch muss fiir die Generie-
rung aussagekriftiger Ergebnisse bei Biodiversititsanalysen der Einfluss der Untersuchungs-
methode bekannt sein. Vor allem die Wahl der Inkubationstemperatur konnte einen Einfluss
auf die ermittelte Biodiversitit haben. Aus diesem Grund wurden neun Milchproben von Ein-
zelhofen mit zwei- bis dreitdgiger Milchabholung auf die vorhandene Mikrobiota untersucht,
wobei mit 6, 15 und 30°C drei verschiedene Temperaturen fiir die Inkubation der Ansitze
gewidhlt wurden. Alle Keimzahlen und Wachstumstests wurden auf PC-Agar mit 1% Mager-
milchzusatz (PCA+MM) bestimmt, wobei die Inkubationszeiten 5 Tage bei 30°C, 7 Tage bei
15°C und 10 Tage bei 6°C betrugen. Von drei Milchproben wurden pro Probe und Tempera-
tur jeweils 150 Kolonien zufallsbedingt isoliert und mit FTIR-Spektroskopie identifiziert,
insgesamt wurde so ein Pool von 1350 Isolaten bearbeitet. Die Isolate der 30°C-Ansdtze wur-
den iiber hierarchische Clusteranalyse der FTIR-Spektren auf reprisentative Vertreter redu-
ziert und diese dann auf Wachstum bei 6°C getestet, um eine Aussage iiber deren Psychroto-
leranz machen zu konnen.

In den Abbildungen 1 und 2 sind die Keimzahlen sowie fiir drei der neun Hofe die ermittelte
Biodiversitit dargestellt. Die Keimzahlen bei 30°C lagen zwischen 1,6*10* und 1,9%*10° und
wiesen damit eine deutliche Schwankungsbreite auf. Da die Proben nach der Lagerung auf
dem Hof noch einem Transport von ca. 24 h unterworfen waren, liegen die Keimzahlen z. T.
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etwas hoher als iiblich. Auffillig war, dass bei vier der neun untersuchten Proben (C10, C12,
C1, C6) bei 15°C hohere Keimzahlen ermittelt werden als bei 30°C oder 6°C, bei vier Proben
(C4, Cx, kIH3, miH1) war eine Abnahme der Keimzahlen von 30°C nach 6°C zu beobachten
und bei einer Probe (miH2) gab es kaum Unterschiede.
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Abb. 1: Keimzahlen von neun untersuchten Einzelhofproben bestimmt bei 30°C, 15°C und
6°C auf PCA+MM. Fiir die Berechnung der Keimzahlen wurden je zwei Platten
von zwei verschiedenen Verdiinnungsstufen ausgezdhlt, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung dieser vier Messpunkte an.

In Abb. 2 ist ein deutlicher Zusammenhang zwischen Keimzahlen und Florazusammenset-
zung erkennbar.
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Abb. 2:  Zusammensetzung der mikrobiellen Flora von 3 Einzelhofproben (C10, Cx, C12)
bestimmt bei 30°C, 15°C und 6°C. Fiir jede Probe und Temperatur wurden 150
Einzelkolonien mit FTIR-Spektroskopie identifiziert. 30°C bei 6°C: Psychrotole-
ranter Anteil der Flora des 30°C-Ansatzes bestimmt iiber Wachstumstests auf
PCA+MM bei 6°C.
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Die beiden Proben C10 und C12, die bei 15°C die hochste Keimzahl aufweisen, werden von
strikt oxidativen gram-negativen Keimen dominiert, zu denen auch die Gattung Pseudomonas
gehort. Probe Cx zeigte allgemein niedrigere Keimzahlen, die sich bei 30°C und 15°C nur
gering unterschieden, bei 6°C hingegen um eine ganze Log-Stufe niedriger liegen. Bezeich-
nenderweise hatten hier die gram-negativen Keime nur einen geringen Anteil von ca. 20% an
der Mikrobiota; dominierend waren hingegen gram-positive Organismen.

Auffillig war, dass fiir die high GC gram-positiven Organismen in den Proben C10 und Cx
ein eindeutiger Einfluss der Inkubationstemperatur nachgewiesen werden konnte. Je niedriger
diese lag, desto niedriger war auch ihr Anteil an der Flora. Unterzog man diese Isolate jedoch
nach ihrer Isolation aus dem 30°C-Ansatz einem Test auf Psychrotoleranz bei 6°C auf
PCA+MM, so wuchs ein nicht unerheblicher Teil darauf an (Abb. 2, Sdule 30°C bei 6°C). Bei
C10 konnte fiir fast alle getesteten Isolate Wachstum verzeichnet werden und ein Grof3teil der
Organismen wuchs sehr gut an. Bei Cx zeigte sich, dass nur weniger als die Hilfte der Isolate
bei 6°C wuchsen, wobei auch bei den gram-negativen Spezies viele Ausfille zu verzeichnen
waren. Die in dieser Mikroflora enthaltenen Organismen waren also allgemein deutlich weni-
ger psychrotolerant als in Probe C10, was gut mit den eindeutig niedrigeren Keimzahlen kor-
reliert.

Beim Vergleich der FTIR-Spektren der detektierten Organismen aus jeweils derselben Probe,
aber von allen drei unterschiedlichen Inkubationstemperaturen viel auf, dass einige Stimme
bei kiihleren Temperaturen deutlich hiufiger nachgewiesen wurden als bei 30°C, was darauf
schlieBen ldsst, dass ihre optimale Wachstumstemperatur unter 30°C liegt. Um der Ursache
dieses Effekts genauer auf den Grund zu gehen, wurden fiinf Isolate einer Probe ausgewéhlt
(2 von 30°C, 2 von 15°C und 1 von 6°C), und einer Keimzahlbestimmung bei allen drei Tem-
peraturen unterzogen. Dazu wurde von jedem Isolat eine Vorkultur bei 30°C angezogen und
mit dieser eine Verdiinnungsreihe angelegt, deren Keimzahl bei 30°C, 15°C und 6°C be-
stimmt wurde. Von den ermittelten Keimzahlen wurden die Werte von 30°C als Referenzwert
gewdhlt und die bei 15°C und 6°C ermittelten Werte zu diesem ins Verhéltnis gesetzt. Dies
wurde kurz nach der Isolation der Kolonien aus der Milchprobe (Abb. 3A) und einige Monate
spéter nach Reaktivierung dieser aus der Cryokultur (Abb. 3B) durchgefiihrt.
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Abb. 3:  Bestimmung der Keimzahl von fiinf Einzelkulturen bei 30°C, 15°C und 6°C. A:
kurz nach Isolation der Kolonien; B: einige Monate nach der Isolation nach Reakti-
vierung aus der Cryokultur. Die Zahlen sind relativ zur Koloniezahl bei 30°C ange-
geben.
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Abb. 3A zeigt, dass fiir alle der fiinf Isolate die Keimzahl ermittelt bei 15°C hoher liegt, als
bei 30°C, teilweise fast doppelt so hoch. Anders sieht das Bild hingegen in Abb. 3B aus, wo
der gleiche Versuch einige Monate spéter wiederholt wurde. Hier gibt es keinen eindeutigen
Trend mehr und im Schnitt sind die Keimzahlen bei allen drei Temperaturen &hnlich hoch. Es
sieht also so aus, dass der Effekt, der sich beim Vergleich der FTIR-Spektren ergibt, darin
begriindet liegt, dass manche Keime der Milch-Mikrobiota so gut an die tiefen Temperaturen
angepasst sind, dass sie bei der ersten Anzucht bei 30°C signifikant schlechter anwachsen und
aufgrund dessen bei dieser Temperatur nicht représentativ erfasst werden. Dieser Effekt ver-
liert sich jedoch mit zunehmenden Kultivierungszyklen bei 30°C, weshalb in Abb. 3B kaum
noch Unterschiede zwischen den drei Temperaturen festgestellt werden konnen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Beantwortung der Frage nach der Zusammensetzung der
Milch-Mikrobiota ungleich komplexer ist, als urspriinglich angenommen. Tatséchlich sieht es
danach aus, als wenn bei jeder Inkubationstemperatur, die getestet wurde, nur ein Teil der
Flora erfasst wurde, wobei bei 15° und 6°C iiberwiegend gram-negative Keime detektiert
wurden und die gram-positiven durchs Raster fallen, bei 30°C hingegen nicht die volle Viel-
falt der gram-negativen Keime erfasst wurde.

Mikrobielle Biodiversitat von Rohmilch
Microbial biodiversity of raw milk
Mario von Neubeck

Die Biodiversitdt der Mikrobiota in Rohmilch unterliegt neben saisonalen auch hygienebe-
dingten Schwankungen, die dazu fiihren, dass sich unterschiedliche Rohmilchproben teilweise
stark unterscheiden konnen. Die in der Milchindustrie vorgeschriebene Kiihlkette beginnend
auf dem Erzeugerhof bis hin zur Produktion begiinstigt das Wachstum psychrotoleranter Mik-
roorganismen. Schon wihrend der Lagerung auf den Erzeugerhofen (1-3 Tage) beginnt sich
die mikrobielle Flora zu verdndern, da manche Gattungen oder Arten bei Kiihllagertemperatu-
ren besser wachsen konnen als andere und dadurch ihren Anteil an der Mikrobiota erhdhen.
Diese treten bei Vermischung verschiedener Milchen im Sammelwagen in Konkurrenz zu der
dominierenden Mikrobiota anderer Erzeugerhofe und in den Stapeltanks der Molkereien
kommt es erneut zu einer Floraverschiebung und Verdnderung. Im Rahmen dieser Arbeit, als
Teil des AiF-Forschungsvorhabens 16588 N, wurde die mikrobielle Flora von 10 Rohmilchen
direkt von den Erzeugerhéfen (H) und von 10 Rohmilchen aus Molkereistapeltanks (M) auf
ihre Biodiversitét untersucht. Von jeder Rohmilchprobe wurden nach 7-tégiger Inkubation bei
15 °C 150 Einzelkolonien isoliert und durch Fourier-transform Infrarot-(FT-IR)-
Spektroskopie und DNA-Sequenzierung identifiziert. Die Zusammensetzung der 20 Roh-
milch-Mikrobiota (Abb. 1) ist in folgenden taxonomischen GroB3gruppen angegeben: ,,Gram-
negativ, obligat aerob (Pseudomonaden); Gram-negativ, fakultativ anaerob (Enterobakterien);
Gram-positiv, High GC; Gram-positiv, Sporenbildner; Milchsdurebakterien; Gram-positiv,
andere und Hefen".
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Biodiversitdt von 20 Rohmilchproben
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Abb. 1:  Zusammensetzung 20 einzelner Rohmilchfloren aufgeschliisselt nach taxonomi-
schen Grof3gruppen.

Von den zehn untersuchten Hofmilchproben (H1 - H10) zeigen sechs (H1 - H6) einen Anteil
von iiber 60% an Gram-negativen, obligat aeroben Mikroorganismen, jedoch weisen ver-
schiedene Proben auch einen sehr hohen Anteil an Milchsdurebakterien (H7 < 40% + H9 >
60%), Gram-positiven High GCs (H10 > 50%) oder auch Hefen (H7 > 20% + H10 > 20%)
auf. Bei den zehn untersuchten Molkereistapeltankproben (M1 - M10) ergibt sich ein anderes
Bild; hier zeigen nur 4 Proben (M1 - M3 + MS8) einen Anteil von iiber 60% an Gram-negativ,
obligat aeroben Mikroorgansimen. In den anderen Proben iiberwiegen die Milchsdurebakteri-
en bzw. auch die Gram-positiven High GCs oder die Enterobakterien.

Insgesamt wurden 2973 Isolate gewonnen, die zu 62 verschiedenen Gattungen und 176 Arten
gehoren. In Abb. 2 ist der prozentuale Anteil der einzelnen Gattungen an der ermittelten Bio-
diversitdt dargestellt. Die haufigsten 20 Gattungen umfassen 95% der gesamten isolierten
Organismen, wihrend die Isolate der restlichen 42 Gattungen lediglich 4,4% der Gesamtflora
entsprechen und unter ,,Andere zusammengefasst sind.

Im Uhrzeigersinn: Die Gattungen Hafnia, Escherichia, Enterobacter und Klebsiella gehoren
zur taxonomischen Grofigruppe der Enterobakterien und entsprechen insgesamt 4% der Ge-
samtmikrobiota. Die Gattungen Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas und Ochro-
bactrum, allesamt Gram-negativ, obligat acrobe Bakterien, entsprechen 49% der Gesamt-
mikrobiota. Zu den Milchsdurebakterien gehoren die Gattungen Lactococcus, Carnobacteri-
um, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus sowie Aerococcus, die gemeinsam einen pro-
zentualen Anteil von 30% bilden. Die Gattungen Candida, Kluyveromyces und Pichia sind
Hefen und machen 5,4% der Gesamtmikrobiota aus. Die Gattungen Staphylococcus (Gram-
positiv, andere), Microbacterium (Gram-positiv, High GC) und Bacillus (Gram-positiv, Spo-
renbildner) entsprechen 3,9%, 5,8% bzw. 1,3% der Gesamtmikrobiota.
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Anteil der 20 am h&ufigsten isolierten Gattungen (20/62} an der
zusammengefassten Mikrobiota
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Abb. 2:  Prozentualer Anteil, der 20 am héaufigsten isolierten Gattungen (20/62) an der Bio-
diversitit. Die angegebenen Werte beziehen sich immer auf die Gesamtheit der Iso-
late (2973) aus allen 20 untersuchten Rohmilchproben.

Zusammenfassend ldsst sich aus den Ergebnissen der einzelnen Rohmilchproben ableiten,
dass der Anteil an Milchsdurebakterien und Enterobakterien in den Molkereistapeltankproben
hoher ist als in den Hofmilchen. Zudem ist auffillig, dass rund 60 % aller Isolate den drei
Gattungen Pseudomonas, Lactococcus und Acinetobacter zugeordnet werden konnen, die
somit die mit Abstand groBte Bedeutung in Rohmilch haben. Aulerdem wird ersichtlich, dass
die Gram-negativ, obligat aeroben Bakterien und die Milchsdurebakterien die vorherrschen-
den taxonomischen GroBgruppen darstellen. Mit etwa 4-5% Anteil an der mikrobiellen Ge-
samtflora sind jedoch auch die Hefen und die Enterobakterien als fester Bestandteil zu be-
trachten. Gleiches gilt vermutlich auch fiir die Gattungen Staphylococcus und Microbacteri-
um. Um dieses Bild zu erweitern, werden im weiteren Projektverlauf zusitzlich verschiedene
Milch-Halbfabrikatarten auf ihre mikrobielle Biodiversitidt untersucht, da verschiedene in der
Produktion der Molkereien angewendete Techniken wie Thermisieren oder Konzentrieren
ebenfalls zu einer Verschiebung der mikrobiellen Flora hin zu bestimmten Organismengrup-
pen fiihren konnten. Als weiteres Teilprojekt werden ausgehend von allen isolierten Mikroor-
ganismen représentative Isolate iiber eine hierarchische Clusteranalyse der FTIR-Spektren
ausgewdhlt und diese dann auf ihr Potential zur Bildung von hitzeresistenten Lipasen und
Peptidasen untersucht. Aus den daraus resultierenden Ergebnissen konnen dann evtl. Riick-
schliisse auf eine technologische Relevanz einzelner Gattungen oder Arten in Bezug auf die
Endproduktstabilitit gezogen werden. Bekannt ist, dass einige Lipasen und Peptidasen mikro-
biellen Ursprungs die Pasteurisierung aber auch die UHT-Behandlung iiberstehen, somit im
Endprodukt vorliegen und durch ihre Restaktivitit sensorische Abweichungen hervorrufen
konnen.

Das Forschungsvorhaben (AiF 16588 N) wurde im Programm zur Forderung der ,,Industriellen Gemeinschafts-
forschung (IGF)” vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis
der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.
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Arbeitsgruppe: Anpassung pathogener Bakterien an Stress

Gruppenleiterin: Stefanie Muller-Herbst

Unter den in Deutschland meldepflichtigen bakteriellen Infektionskrankheiten spielen vor
allem solche, die durch Lebensmittelinfektionserreger hervorgerufen werden, eine zentrale
Rolle. Kontaminationen von Lebensmitteln mit pathogenen Bakterien und daraus resultieren-
de Ausbruchsgeschehen bergen neben dem Gesundheitsrisiko fiir den Verbraucher auch wirt-
schaftliche Risiken fiir bestimmte Bereiche der Lebensmittelindustrie. Der Forschungs-
schwerpunkt unserer Arbeitsgruppe liegt auf der molekularen Charakterisierung der Anpas-
sung pathogener Bakterien wie Salmonella enterica Serovar Typhimurium (S. Typhimurium),
enterohdmorrhagischer E. coli (EHEC) sowie Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) an
verschiedenste Stressbedingungen, denen der Keim im Lebensmittel oder in der Umwelt aus-
gesetzt sein kann. Ein tief greifendes Verstindnis der Anpassung pathogener Bakterien an
solche Stressbedingungen ist eine wichtige Vorraussetzung fiir eine sichere Produktion von
Lebensmitteln. Ein Hauptaugenmerk unserer Arbeiten liegt auf der Identifizierung von Regu-
lationsmechanismen, die den Anpassungen an verschiedene Umweltbedingungen zugrunde
liegen.

Wirkung von Nitrit auf die Gram negativen Infektionserreger Salmonella Typhimurium

und enterohdmorrhagische Escherichia coli
Effects of nitrite on the gram negative pathogens Salmonella Typhimurium and enterohemorrhagic Es-
cherichia coli

Anna Krementowski, Katharina Sturm

Zur Konservierung wird manchen Lebensmitteln, wie z.B. Rohwiirsten, Nitrit zugegeben.
Neben den positiven Effekten der Umrétung und der Aromabildung bei durch Starterkulturen
gereifter Rohwurst wurde postuliert, dass die Zugabe von Nitrit auch einen negativen Einfluss
auf das Wachstum von unerwiinschten pathogenen Bakterien bei Rohwurstprodukten hat.

Im Rahmen eines FEI/AiF geforderten Projektes soll analysiert werden, auf welche Weise
Nitrit in den Gram negativen Organismen S. Typhimurium und EHEC (AiF 16908 N) auf
molekularer Ebene wirkt. Diese Daten sollen als Grundlage dienen, um in enger Zusammen-
arbeit mit dem Institut fiir Mikrobiologie und Biotechnologie des Max-Rubner-Instituts in
Kulmbach die mikrobiologische Sicherheit von Rohwurstprodukten zu maximieren.

In in vitro Analysen wurde im Hochdurchsatzverfahren im Bioscreen C (Abb. 1) der Einfluss
verschiedener im Lebensmittel relevanter Parameter wie Sauerstoffverfiigbarkeit, Temperatur,
Osmolaritit, pH-Wert und Ab- bzw. Anwesenheit von Natriumnitrit sowie die Kombination
der verschiedenen Parameter auf das Wachstum von S. enterica Serovar Typhimurium 14028
und E. coli O157:H7 EDL933 analysiert.
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Mikrotiterplatte Bioscreen C Automatisiertes Monitoring der
Wachstumsanalysen
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Abb. 1:  Wachstumsanalysen im Hochdurchsatzverfahren im Bioscreen C. In den Mikroti-

terplatten wird das Medium fiir verschiedenste Wachstumsbedingungen vorgelegt.
Die einzelnen Wells werden dann mit den Pathogenen beimpft. Im Bioscreen C
werden die Platten bei der gewiinschten Temperatur inkubiert. Das Wachstum wird
iiber die Zunahme der Absorption bei einer Wellenldnge von 600 nm indirekt ge-
messen. Die Messung erfolgt automatisiert, ebenso die graphische Darstellung der
Wachstumskurven.

Es konnte gezeigt werden, dass die inhibitorische Wirkung von Nitrit besonders dann maxi-
miert wird, wenn gleichzeitig der pH-Wert erniedrigt wird (Abb. 2). So hat Natriumnitrit in
einer Konzentration von 200 mg/l keinen inhibitorischen Einfluss auf das Wachstum von S.
Typhimurium bei pH7, wohingegen bei einem pH-Wert von 6 die Anwesenheit von Nitrit zu
einer deutlichen Wachstumsverzogerung fiihrt.

Abb. 2:
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Einfluss von Nitrit auf das Wachstum von Salmonella Typhimurium. Die Wachs-
tumsanalysen wurden in BHI Medium bei 37 °C bei pH7 und pH6 in An- (200
mg/l, graue Linie) bzw. Abwesenheit (0 mg/l, schwarze Linie) von Natriumnitrit
durchgefiihrt.

Daten aus der Literatur postulieren, dass im Rohwurstprodukt nicht Nitrit selbst das anti-
mikrobiell wirksame Agens ist, sondern dass im Laufe des Reifungsprozesses ausgehend von
Nitrit reaktive Stickstoffverbindungen wie z.B. HNO,, N,O3;, OONO™ und NO entstehen, die
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das Wachstum von pathogenen Bakterien inhibieren. Diese konnten somit auch in den in vitro
Versuchen gebildet werden und das Wachstum der pathogenen Bakterien inhibieren. Es wur-
de deshalb die Verdnderungen im Transkriptionsprofil von Salmonella Typhimurium in An-
bzw. Abwesenheit des NO-Donors SNP (Sodium Nitroprussid) bei pH7 mittels RNA-
Sequenzierung analysiert. Insgesamt 50 Gene waren in Anwesenheit des NO-Donors SNP
herabreguliert, wohingegen 20 Gene eine erhdhte Transkription unter NO-Stress zeigten. Die
in Anwesenheit von NO besonders starke Transkription der NsrR regulierten Gene hmpA
(Flavohdamoglonin) und hcp (Hydroxylaminreduktase) lasst eine Beteiligung der entsprechen-
den Genprodukte an der Detoxifizierung von NO bei einem neutralen pH-Wert vermuten. Die
Analyse der Beteiligung dieser Systeme am Uberleben von Nitritstress im Rohwurstprodukt
ist Gegenstand der derzeitigen Forschung,

Das Forschungsvorhaben AiF 16908 N wurde im ,,Programm zur Forderung der Industriellen Gemeinschafts-
forschung (IGF)*“ vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis
der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.

Anaerober Stoffwechsel in Listeria monocytogenes
Anaerobic metabolism in Listeria monocytogenes
Elena Ferrari

L. monocytogenes als ubiquitir vorkommender Keim besiedelt hdufig 6kologische Nischen, in
denen ein mikroaerophiles oder anaerobes Milieu herrscht, wie z.B. sauerstoffarme Bereiche
im Boden, vakuumverpackte Lebensmittel oder den Magendarmtrakt des Wirtes. Uberra-
schenderweise ist der anaerobe Stoffwechsel von L. monocytogenes jedoch kaum erforscht.
Das Transkriptom von L. monocytogenes-Kulturen, die unter acroben bzw. anaeroben Bedin-
gungen inkubiert wurden, wurde mittels Microarray-Studien verglichen. Diese Studien erga-
ben, dass die Transkription von ca. 170 Genen (entspricht ca. 6 % des kompletten Genoms) in
Abhingigkeit von der Sauerstoffverfiigbarkeit differentiell reguliert wird. Es konnte gezeigt
werden, dass keines der anaerob hochregulierten Gene essentiell fiir das anaerobe Wachstum
von L. monocytogenes ist. Jedoch wird spekuliert, dass manche dieser Genprodukte das anae-
robe Wachstum unter bestimmten Bedingungen begiinstigen. In weiterfilhrenden Versuchen
soll geklirt werden, ob einige der anaerob hochregulierten Gene einen Vorteil beim Uberle-
ben und der Vermehrung unter anaeroben Bedingungen im Gastrointestinal-Trakt des Wirts
vermitteln und auf diese Weise zur Virulenz von L. monocytogenes beitragen.

Weiterhin wurde ein Hochdurchsatzscreening einer L. monocytogenes Insertionsmutanten-
Bank durchgefiihrt. 1600 Mutanten wurden aerob bzw. anaerob inkubiert und das Wachs-
tumsverhalten der Mutanten unter aeroben und anaeroben Bedingungen analysiert. Es konn-
ten auf diese Weise Mutanten identifiziert werden, die unter aeroben Bedingungen ein norma-
les Wachstumsverhalten zeigen, unter anaeroben Bedingungen aber nicht in der Lage sind zu
wachsen. Mit Hilfe dieser Mutanten soll in Infektionsversuchen geklért werden, ob C. elegans
als ein alternatives Tiermodell gewahlt werden kann, um die Anpassung von L. monocytoge-
nes an anaerobe Bedingungen im Gastrointestinal-Trakts von Wirtstieren zu untersuchen.

Das Vorhaben wird aus Mitteln des DFG-geforderten Graduiertenkollegs 1482 finanziert.
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Arbeitsgruppe: Regulation tberlappender Gene von pathogenen Esche-
richia coli durch Umweltsignale

Gruppenleiter: Klaus Neuhaus

DNA kann, aufgrund des Triplett-Codes, an einem gegebenen Ort theoretisch sechs verschie-
dene Proteine kodieren. In der Natur sind vor allem zweifach iiberlappende Gene bekannt,
sehr selten aus einigen Viren dreifache Uberlappungen. Obwohl viele Bakteriophagen eine
groBere Anzahl iiberlappender Gene aufweisen und deren Genome mit den bakteriellen in
einem Gleichgewicht stehen, sind beschriebene iiberlappende Gene aus Bakterien vergleichs-
weise rar. Das Projekt widmet sich iiberlappenden und neuen Genen, die fiir das Wachstum
von pathogenen Escherichia coli in der Umwelt wichtig sind. Wir konzentrieren uns hierbei
besonders einen enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) Stamm, der blutigen Durchfall und
unter Umstdnden Nierenversagen mit todlichem Ausgang verursachen kann. Bei diesem Bak-
terium weil man zudem wenig iiber die Okologie und der in natiirlichen Habitaten notwendi-
gen Gene. Unsere Untersuchungen sind Teil des Projektes "FOG-Theory" im DFG Schwer-
punkt InKoMBio SPP 1395. Hierzu kooperieren wir mit dem Lehrstuhl ,,Datenanalyse und
Visualisierung® von Prof. D. Keim an der Universitidt Konstanz und dem Lehrstuhl “Tele-
kommunikation und Angewandte Informationstheorie* von Prof. M. Bossert an der Universi-
tat Ulm.

Charakterisierung tberlappender Gene in EHEC & Re-annotation von EHEC
Characterization of overlapping genes in EHEC & re-annotation of EHC
Lea Fellner, Klaus Neuhaus

Uberlappende Genpaare sind ein bisher b )
wenig beachtetes biologisches Phdnomen, |uog htg

welches vermutlich in allen Bakterien [gsu:sn 10400 L1200
hdufiger Auftritt als bisher vermutet. Ein q | { ] |
bereits bekanntes Genpaar htgA / Z0011 yaaH 20011 yaal

(Abb. 1) wurde mittels Promoterfusionen mit | Abbildung 1 Ausschnitt aus dem Genom des Bak-

,green fluorescent protein® niher untersucht. teriums ESCherIChlf’:l coli Q157:H7 mit emgezelc.:h—
. . neten Genen (weille Pfeile). Hier befindet sich

Des weiteren wurden von diesem Genpaar | gines der wenigen bekannten, vollstindig tiberlap-

zum ersten Mal Strang-spezifische ,,single | penden Genepaare aus diesem Bakterium (htgA /

knockouts* fiir beide Gene hergestellt und auf | Z001D-

thren Phénotyp {iberpriift. Etliche weitere

Genpaare, fiir die mittlerweile experimentelle Daten fiir ihre Existenz vorliegen, wurden in

derselben Weise Strang-spezifisch ausgeknockt und Phénotypen mittels Wachstumskurven

unter Stressbedingungen und Metabolomanalysen charakterisiert.

Das Genom von EHEC wurde bereits vor iiber 10 Jahren erstellt und ist weder vollstindig,
noch in allen Teilen korrekt. Zudem sind einige ,,open reading frames* in der Originalpubli-
kation nicht annotiert, obwohl sie exprimiert werden. Next-Generation Sequencing und ande-
re Techniken erlauben eine vollstidndigere und genauere Annotation, die zukiinftige Arbeiten
erleichtern wird.
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Identifikation Uberlappender Gene und Orphan-Gene in pathogenen Bakterien.
Identification of overlapping and orphan-genes in pathogenic bacteria

Richard Landstorfer, Klaus Neuhaus

Das Transkriptom von EHEC EDL933 wurde mittels moderner Next-Generation-Sequencing-
Technologie bei verschiedensten Wachstumsbedingungen untersucht. Fiir diese Sequen-
zierungen verwendeten wir die SOLiD bzw. Illumina Plattform. Die Analysen verschiedener
Bedingungen, wie Wachstum in Labor-Standardmedien, auf Pflanzen, und unter Stress (pHO,
Nitrit, Zugabe von Antibiotika) zeigten eine differentielle Regulation der annotierten Gene.
Insbesondere wiesen wir auch die Aktivitdt vieler bislang hypothetischer Gene nach. Die
weitere Auswertung der Umwelt-spezifischen Transkriptregulation wird helfen, das
pathogene Potential und die Umweltpersistenz von EHEC besser verstehen zu koénnen.
Zusétzlich entdeckten wir viele Bereiche, in denen iiberlappend kodierende Gene transkribiert
werden.

Um die Existenz eines iiberlappenden Genes zu belegen, muss man die Expression eines
Proteins von diesen Genen nachweisen. Dazu etablierten wir in unserem Labor die
Ribosomen-Footprinting-Methode. Bei dieser Spezialanwendung des Next-Generation-
Sequencing werden nur diejenigen RNA-Fragmente sequenziert, welche vom Ribosomen
geschiitzt sind. Dadurch konnten wir eine Translation vieler unbekannter Gene, und damit
indirekt auch deren Proteine, zeigen. Der Vorteil dieser neu etablierten Methode liegt in einer
wesentlich hoheren Sensibilitit im Vergleich zu bisherigen Techniken. Zusédtzlich ist ein
Sequenzierdurchgang ausreichend, um das komplette Genom eines Bakteriums abzudecken.

Arbeitsgruppe: Infektionsstrategien pathogener Darmbakterien
Gruppenleiter: Thilo M. Fuchs

Insektizide Aktivitat von Yersinia enterocolitica
Insecticidal activity of Yersinia enterocolitica

Mandy Starke

Die Gruppe der Yersinien umfasst 13 verschiedene Arten, darunter die drei humanpathogenen
Arten Yersinia pestis, den Erreger der Pest, sowie Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia
enterocolitica, zwei Keime, die gastrointestinale Erkrankungen in Sdugetieren hervorrufen
konnen. Bis auf Y. pestis, ein Bakterium, das auf einen komplexen Lebenszyklus mit Nagetie-
ren als Reservoir und Fldhen als Ubertriiger angewiesen ist, sind die Vertreter der Gattung
Yersinia in der Natur weit verbreitet. Die Ubertragung dieser Bakterien, insbesondere der hu-
manpathogenen, kann somit auch von der Umwelt auf den Menschen erfolgen. Wihrend die
fiir den Menschen krankheitsauslosenden Faktoren von Yersinien mittlerweile gut untersucht
sind, ist iiber die Molekularbiologie ihrer Vermehrung auflerhalb des Menschen noch wenig
bekannt. Zwar wurde kiirzlich gezeigt, dass Y. pestis sowie Y. pseudotuberculosis auch den
Nematoden Caenorhabditis elegans infizieren konnen, die Assoziation von Y. enterocolitica
mit Invertebraten hingegen war bislang unerforscht.

Jiingst wurde von uns das komplette Genom des Stammes Y. enterocolitica W22703 sequen-
ziert, annotiert und analysiert (Fuchs et al., 2011). Bemerkenswerte Ergebnisse waren die
Identifikation eines neuen Typ 3-Sekretionssystems (Abb. 1) sowie die Charakterisierung
einer artspezifischen Zone hoher genomischer Flexibilitit.
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Abb. 1: Neues Typ 3-Sekretionssystem aus Y. enterocolitica W22703, dessen Funktion
bislang unbekannt ist (Fuchs et al., 2011)

Der Stamm Y. enterocolitica Stamm W22703 trigt aulerdem eine temperaturregulierte Pa-
thogenititsinsel, die so genannte TC-PAly, (toxin complex pathogenicity island of Y. entero-
colitica), deren Gene fiir insektizide Toxinkomplexe (Tc) kodieren (siche Abb. 2 A). Diese
kommen auch in dem mit Nematoden assoziiertem, gegeniiber Insektenlarven hochpathoge-
nem Bakterium Photorhabdus luminescens vor. Obwohl von Y. pestis und Y. pseudotubercu-
losis bereits langer die in silico Daten vorlagen, gelang es unserer Arbeitsgruppe erstmals, am
Beispiel von Y. enterocolitica, das Vorkommen der tc-Gene in Yersinien mit der Aktivitdt
gegeniiber Insekten in einen kausalen Zusammenhang zu bringen. Diese insektizide Aktivitit
wurde in einem Bioassay mit Larven der Wachsmotte getestet, die mit Yersinia spp.-Kulturen
infiziert wurden. Uberraschenderweise zeigen die Yersinia-Arten und -Stimme eine hohe Di-
versitit in Bezug auf ihr insektizides Potential auf. Um einen tieferen Einblick in die Interak-
tion von Yersinia spp. mit Invertebraten zu gewinnen wurde zusétzlich der Nematode C. ele-
gans als Modellorganismus etabliert. In Zusammenarbeit mit Britta Spanier vom ZIEL, Abtei-
lung Biochemie, konnten die Kolonisierung und die Proliferation von Y. enterocolitica
W22703 in C. elegans sowie die Expression des insektiziden Toxins tcaA im Nematoden
nachgewiesen werden (Abb. 2 B).

Phage-related genes

TC-PAI,,

l:b LysR-like regulators ‘ tedA/ tedB homologs E:) teeC homologs

Abb. 2:  (A) Genetische Organisation der insektiziden Pathogenitétsinsel TC-PAIYe von Y.
enterocolitica W22703 (Bresolin et al., 2006); (B) Kolonisierung und tcaA-
Expression durch Y. enterocolitica W22703 in C. elegans 4 Tage nach Infektion
(Spanier et al., 2010)

Mit Hilfe des Luziferase-Reportersystems sowie durch den Knockout verschiedener globaler
Yersinia Transkriptionsregulatoren untersuchen wir derzeit die molekularen Mechanismen,
die der kilteinduzierten Expression der tc-Gene sowie der Freisetzung bzw. dem Transport
der Tc-Proteine aus der Zelle zugrunde liegen. Ziel ist hier die Etablierung eines induzierba-
ren rekombinanten Expressionssystems, das bei niedrigen Temperaturen eingesetzt werden
kann.
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Neben der mdglichen Anwendung der Toxinkomplexe in der Landwirtschaft, welche als Al-
ternative zum Bacillus thuringiensis Toxin diskutiert werden, liefern die erhobenen Resultate
erstaunliche neue Einblicke in den Lebenszyklus, die Persistenz, die Verbreitung und insbe-
sondere die Evolution des Lebensmittelpathogens Y. enterocolitica, die in Zukunft fiir die
priaventive Bekdmpfung der Yersiniosen relevant sein kdnnen.

Metabolismus und Virulenz: ein neues Pathogenitatskonzept am Beispiel von Listeria

monocytogenes (Schwerpunktprogramm 1316 der DFG)
Metabolism meets virulence: a novel concept of pathogenicity as exemplified by Listeria monocytogenes
Tanja Kern

Die meisten bekannten Listeria-Arten sind harmlos, Listeria monocytogenes und Listeria iva-
novii jedoch kdnnen bei Mensch und Tier eitrige Entziindungen von Hirnhaut und Gehirn
(Enzephalomeningitis) hervorrufen oder Totgeburten auslosen. Obwohl Listeria-Infektionen
relativ selten vorkommen, sind die Bakterien vor allem in der Lebensmittelindustrie gefiirch-
tet, weil sie sich in Obst, Gemiise, Fisch, vor allem aber in Milch- und Fleischprodukten auch
bei niedrigen Temperaturen vermehren. Mit der verunreinigten Nahrung gelangen die Keime
in den Darm und von dort aus in zahlreiche Organe des Korpers. L. monocytogenes ist ein
fakultativ intrazelluldres Bakterium und kann sich sowohl extrazellulér als auch intrazelluldr
in Wirtszellen vermehren. Als Wirtszellen kdnnen entweder professionell phagocytische Zel-
len wie Makrophagen, aber auch nicht professionell phagocytische Zellen wie z.B. Epithelzel-
len, Hepatocyten, Fibroplasten oder Endothelzellen fungieren. Die Fahigkeit, die Vakuolen zu
verlassen und frei im Cytoplasma der Wirtszelle zu replizieren, unterscheidet L. monocytoge-
nes von dem Grofiteil der intrazelluldren Pathogene. Eine erfolgreiche intracytoplasmatische
Lebensweise ist die Folge von einer Reihe metabolischer Anpassungen des Pathogens, iiber
die nur wenig bekannt ist.

Um Gene zu identifizieren, die fiir die intrazelluldre Lebensphase fiir L. monocytogenes von
entscheidender Bedeutung sind, wurde eine L. monocytogenes EGD Insertion-Mutantenbank
vollstdndig im Zellkultursystem auf Mutanten selektioniert, die zwar im Vollmedium wildty-
pisches Verhalten zeigen, intrazelluldr in Caco2-Epithelzellen in ihrer Replikationsfahigkeit
jedoch deutlich vermindert sind. Die anschlieende Identifizierung der in den entsprechenden
Insertionsmutanten inaktivierten Gene ergab interessante Aufschliisse liber die Genfunktion
und ihre Bedeutung fiir das intrazellulire Uberleben. So konnten wir zeigen, dass die inakti-
vierten Gene zum groften Teil fiir Transport- und Bindeproteine und fiir am allgemeinen Me-
tabolismus oder an spezifischen Stoffwechselwegen beteiligte Enzyme kodieren.

Zu solchen alternativen Stoffwechselwegen gehort z.B. die Verwertung des im Cytosol durch
den Abbau von Phospholipiden oder Triglyceriden freigesetzten Glycerins als alternative C-
Quelle wihrend des intrazelluliren Wachstums. Die Enzyme Glycerinkinase und Glycerin-3-
Phosphat-Dehydrogenase wandeln das freie Glycerin zum Dihydroxyacetonphosphat um, das
dann in die Glykolyse eingeschleust wird. Auflerdem bevorzugen die intrazelluldr lebenden
Listerien den Pentose-Phosphat-Weg zur Energiegewinnung und sind von der de novo Bio-
synthese einiger Aminoséuren wie Tryptophan, Isoleucin, Leucin, Valin und Arginin abhin-
gig. L. monocytogenes besitzt dariiber hinaus Spezies-spezifische Transportsysteme, die of-
fenbar fiir das intrazellulire Uberleben wichtig sind.

Die Ergebnisse aus dem Screening der intrazellulédren Replikation sowie den biochemischen
Analysen bestétigen die Hypothese, dass ein erfolgreiches Replizieren von L. monocytogenes
im Cytosol auf die Fahigkeit des Pathogens zuriickgeht, seinen Metabolismus an die Gege-
benheit der Wirtszelle anzupassen. Dabei spielen insbesondere alternative Stoffwechselwege
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und Aufnahmesysteme fiir verschiedene Substrate eine entscheidende Rolle. In Zusammenar-
beit mit Wolfgang Eisenreich (TUM, Biochemie Garching) werden umfangreiche Untersu-
chungen zum Kohlenhydrat- und Stickstoff-Metabolismus intrazelluldrer Listerien durchge-
fuhrt. Hierbei werden die metabolischen Fliisse in vitro, innerhalb der Wirtszellen und des
Pathogens mittels der *C/'°N-Isotopologen-Analyse gemessen und analysiert (Abb. 3). Des
Weiteren wurde der Nematode Caenorhabditis elegans als Modellorganismus gewahlt um
Stofffliisse zwischen Wirt und Pathogen nachzuweisen (Abb. 3). Zu diesem Zweck werden
"N-markierte Nematoden mit L. monocytogenes infiziert, diese anschlieBend isoliert und
ebenfalls mit der ’N-Isotopologen-Analyse analysiert.

L. monocytogenes EGDe in C. elegans
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Abb. 3:  Proliferation von L. monocytogenes in C. elegans. Nematoden werden fiir vier
Stunden mit L. monocytogenes infiziert und die Proliferation der Bakterien (colony
forming units) liber den Zeitraum von einer Woche nach der Infektion (days post
infectionem) gemessen. L. monocytogenes vermehrt sich im Darm von C. elegans
und stellt somit ein geeignetes Modell fiir die Untersuchung von Stofffliissen zwi-
schen Wirt und Pathogen dar.

Abbau von myo-inositol durch Salmonella enterica serovar Typhimurium
Myo-inositol degradation by Salmonella enterica serovar Typhimurium
Johannes Rothhardt/Angela Felsl

Ein betrichtlicher Teil der Gene eines bakteriellen Genoms ist von unbekannter Funktion. Bei
der Aufkldrung dieser funktionalen Liicken riicken zunehmend metabolische Eigenschaften in
den Vordergrund des Interesses. Metabolische Féhigkeiten werden haufig durch sog. genomi-
sche Inseln vermittelt und erh6hen das Potential von Bakterien, bislang unbesiedelte Nischen
auch innerhalb eines Wirtes zu erobern. Das Verstindnis des Metabolismus von Mikroorga-
nismen dient auch der Prophylaxe und Bekdmpfung von Infektionskrankheiten.

Die Enteritis-Salmonellosen des Menschen gehdren zu den bedeutendsten Infektionskrankhei-
ten des Gastrointestinaltraktes. Allein in Deutschland wurden im Jahr 2011 etwa 23000 Fille
gemeldet, wobei die Anzahl der nicht registrierten Erkrankungen deutlich hoher geschitzt
wird. Die durch eine Vielzahl verschiedener Salmonellen induzierten Infektionen werden hiu-
fig durch die Aufnahme kontaminierter Nahrungsmittel ausgelost. Obgleich die meisten Sal-
monellen ihren origindren Standort vorwiegend bei verschiedenen landwirtschaftlich genutz-
ten Tierarten besitzen, liberdauern sie dort oft subklinisch bzw. symptomfrei und 16sen erst
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beim Menschen typischerweise eine Gastroenteritis oder in sehr wenigen Féllen eine systemi-
sche Infektion aus.

Generell sind Salmonellen befdhigt sich in ihrem Wirt extra-, als auch intrazellulir zu ver-
mehren. Als Wirtszellen fiir das intrazellulire Wachstum konnen unter anderem professionell
phagozytische Zellen, wie z.B. Makrophagen fungieren. Die Salmonellen replizieren dabei in
einer Vakuole innerhalb der Wirtszelle und sind somit vom Cytoplasma der infizierten Zelle
rdumlich abgetrennt. Welche fiir das Wachstum essentielle Néahrstoffquellen innerhalb dieses
intrazelluldren Salmonella-spezifischen Kompartiments zur Verfiigung stehen und welche
Stoffwechselwege in den Salmonellen wéhrend der Infektion aktiv sind, ist weitgehend unge-
klart.

In einem genomweiten Screening-Ansatz wurden eine grofle Anzahl von Genen identifiziert,
die bei der intrazelluldren Replikation von Salmonella enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium) beteiligt und in genomischen Inseln lokalisiert sind. Ein Beispiel ist die
,metabolische Insel“ GEI4417/4436, die die fir den Abbau von myo-Inositol benétigten iol-
Gene tragt. Die komplexe Regulation der iol-Gene wurde entschliisselt, indem die Transkrip-
tionsaktivitdt einzelner Promotoren mittels des Luziferase-Reporters charakterisiert wurde.
Uber Protein-DNA-Bindungsexperimente konnte der zentrale Repressor dieses Abbauweges,
IolR, charakterisiert werden (Kroger et al. 2009). AuBlerdem gelang die Identifizierung des
hauptsdchlichen Transporters von myo-Inositol, dessen Regulation, Expression und Aktivitat
detailliert bestimmt wurden (Kroger et al. 2010). Zusitzlich wurde ein bistabiler Phianotyp
von S. Typhimurium beim Wachstum mit myo-Inositol als alleiniger Kohlenstoff- und Ener-
giequelle beobachtet, der nach der Deletion des Repressors jedoch wieder aufgehoben wird
(Abb. 4).

Abb. 4: Bistabilitit von S. Typhimurium wéhrend des Abbaus von myo-Inositol (Kroger et
al., 2011). Links: S. Typhimurium Wildtyp. Rechts: S. Typhimurium AiolR.

Die Charakterisierung eines neuartigen Transkriptionsfaktors, der nur bei Salmonellen vor-
kommt, die auch die GEI4417/4436 aufweisen, offenbarte eine noch komplexere Regulation
der iol-Gene. So konnte gezeigt werden, dass neben den rein metabolischen Signalen auch
Hauptvirulenzregulatoren eine Rolle fiir die Expression der GEI4417/4436-Gene spielen.

Relevante mikrobielle Stoffwechselwege zur Besiedelung von Darmnischen
Microbial metabolism relevant for gut niche occupation
Lena Staib

In einem neuen Projekt beschiftigen wir uns mit der Fahigkeit von Salmonellen, die ubiquitar
im Sdugetierdarm und in Lebensmitteln vorkommenden Verbindungen Ethanolamin und 1,2-
Propandiol abzubauen (Srikumar&Fuchs 2011. Applied&Environmental Microbiology 77:
281-290). Ethanolamin ist ein Abbauprodukt von Phospholipiden, wie Phosphatidylcholin,
welches in bakteriellen, tierischen und pflanzlichen Zellmembranen vorliegt.
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Bei 1,2-Propandiol handelt es sich um ein Endprodukt aus der Fermentation von L-Fucose
und L-Rhamnose. L-Fucose und L-Rhamnose sind in pflanzlichem Material zu finden. Des
Weiteren liegt L-Fucose im Darm als endstdndiger Zucker der Glykokonjugate (stark glyko-
sylierte Proteinkerne) der Mukusschicht vor. Die fiir den Metabolismus von Ethanolamin und
1,2-Propandiol bendtigten Gene kommen nur in wenigen pathogenen Bakterien vor, interes-
santerweise auch in den Lebensmittelpathogenen Salmonella enterica, Listeria mono-
cytogenes und Clostridium perfringens. Die Abbauwege von Ethanolamin und 1,2-Propandiol
sind Vitamin Bj, abhingig. Salmonellen sind in der Lage Vitamin B;, unter anaeroben Be-
dingungen selbst zu synthetisieren.

Processed food, human gut, L-fucose + L-1,2-propanediol
membrane compounds

cobalamine | pduCDE

i + — -
ammonia + acetaldehyde e acetyl-CoA srerionsiishyels

pauP
\

eutABC | cobalamine
propionyl-CoA
ethanolamine + 1,2-diacyl-sn-glycerol

glycolysis

phosphatidyl ethanolamine

Salmonella Typhimurium

Listeria monocytogenes
phospholipids Clostridium perfringens

Abb. 5: Die von Vitamin B12 abhingigen Abbauwege von Phospholipiden (Ethanolabbau)
bzw. von L-Fucose. Ethanolamine kann als Energie-, Stickstoff- und Kohlenstoff-
quelle fiir Bakterien dienen. Die aus dem Darmmucus gewonnene L-Fucose wird
via 1,2-Propandiol verwertet. Von allen krankheitserregenden Bakterien besitzen
lediglich die Lebensmittel-Pathogene Salmonella, Listeria und Clostridium beide
Abbauwege (modifiziert nach Klumpp&Fuchs 2007 Microbiol. 153: 1207-1220).

Die hierfiir bendtigten Gene liegen benachbart zu den Genen fiir den 1,2-Propandiolabbau
und ihre Expression wird durch 1,2-Propandiol induziert. Um einen Selektionsvorteil gegen-
tiber der kommensalen Darmflora aus dem Metabolismus von 1,2-Propandiol und Ethanola-
min zu erreichen, bedarf es des Elektronenendakzeptors Tetrathionat, welcher die anaerobe
Atmung ermoglicht. Eine molekularbiologische Charakterisierung dieser Stoffwechselwege
im Hinblick auf ihre Bedeutung wihrend der Proliferation von Bakterien im Darm und in Le-
bensmitteln wird zurzeit durchgefiihrt. Neben der Charakterisierung des Abbaus von 1,2-
Propandiol und Ethanolamin sollen weitere in vivo relevante Stoffwechselwege untersucht
werden, die in der Gegenwart von Wirtszellen induziert werden. Hierzu wird eine Transpo-
sonmutantenbank von Salmonella Typhimurium hergestellt und in Zellkulturversuchen unter-
sucht.

Das Projekt ist Teil des Graduiertenkollegs 1482 , Interface functions of the intestine between luminal factors
and host signals”.
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Arbeitsgruppe: Emetische Bacillus cereus
Gruppenleiterin: Genia Lucking

Toxinproduktion von emetischen Bacillus cereus
Toxin production of emetic Bacillus cereus
Andrea Riitschle, Genia Liicking, Siegfried Scherer, Monika Ehling-Schulzl, Elrike Frenzel',

Timo Starkz, Sandra Marxen® und Thomas Hofmann?
' Abteilung Funktionelle Lebensmittelmikrobiologie, Veterinirmedizinische Universitit Wien
2Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik, WZW, TU Miinchen

Bacillus cereus spielt als Lebensmittelverderber und potentielles Pathogen in der Lebensmit-
telindustrie eine groB3e Rolle. In den letzten Jahren hdufen sich Berichte {iber Intoxikationen,
welche durch das von B. cereus produzierte emetische Toxin (Cereulid) verursacht wurden.
Die Aufnahme von Cereulid iiber ein kontaminiertes Lebensmittel fiihrt typischerweise zum
Erbrechen, kann jedoch vereinzelt auch schwerwiegendere Erkrankungen (z.B. Hepatitis)
hervorrufen.

Schwerpunkt eines interdisziplindren Forschungsprojektes mit Prof. M. Ehling-Schulz (Abtei-
lung Funktionelle Lebensmittelmikrobiologie, Vetmed Wien) und Prof. T. Hofmann (Lehr-
stuhl fiir Lebensmittelchemie, TUM) ist die Untersuchung der Cereulidproduktion von emeti-
schen B. cereus Stimmen mit unterschiedlichem Toxinbildungspotential. Hierfiir wurde ein
LC/MS-MS Nachweissystem zur Quantifizierung von Cereulid und dessen Strukturvarianten
entwickelt. Ein Set von 80 verschiedenen emetischen B. cereus Stimmen wurde zusammen-
gestellt und fiir den Vergleich des Cereulidproduktionsverhaltens jeweils in LB-Medium kul-
tiviert und anschlieend mittels UPLC-ESI+-TOF-MS vermessen. Das Stammprofiling wies
eine breite Varianz der Toxinproduktionsfahigkeit auf. Von elf ausgewéhlten Stimmen dieses
Stammsets wurde die Cereulidmenge mittels einem Triple- Quadrupol-Massenspektrometers
und dem Einsatz von 13C-markierten internen Cereulidstandard exakt quantifiziert. Zusétz-
lich zu der chemischen Cereulidquantifizierungs-methode wurden die Toxinkonzentrationen
der Proben anhand eines biologischen Nachweissystems mit HEp-2-Zellen bestimmt (Abb.1).

Mittels beider Methoden konnte gezeigt werden, dass die Cereulidbildung der Stimme stark
variiert und sich unter den elf Isolaten Exemplare mit einem hohen, mittleren sowie geringen
Toxinbildungspotential befinden. Diese Stimme werden nun zu weiterfithrenden Charakteri-
sierungen und zur Ermittlung der Ursachen fiir die unterschiedliche Toxinproduktion heran-
gezogen. Dariiber hinaus soll im Rahmen des Projektes analysiert werden, welche Lebensmit-
telzusdtze bzw. Inhaltsstoffe die Toxinbildung beeinflussen und ggf. hemmen kénnen. Auch
die Aufklarung des Transports und der Verbreitung von Cereulid sowie der molekularen Re-
gulationsmechanismen der Toxinsynthese sollen weitere Erkenntnisse diesbeziiglich bringen.
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Abb. 1:  Vergleich der Cereulidproduktion von 11 ausgewéhlten B. cereus Stimmen, die im
LB-Medium fiir 24 h kultiviert wurden. Toxinkonzentrationen wurden mittels bio-
logischer Messmethode (HEp-2 Zellkultur-Assay; dunkelgraue Saulen) sowie
chemischer Messmethode (Triple-Quadrupol-Massenspektrometer; hellgraue Sau-
len) ermittelt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte aus drei unabhingigen Messun-
gen und die Standardabweichung.

Das Forschungsvorhaben (AiF 16845 N) wird im Programm zur Férderung der ,,Industriellen Gemeinschaftsfor-
schung (IGF)” vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis der
Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.

Arbeitsgruppe: Enteropathogene Bacillus cereus
Gruppenleiterin: Viktoria Doll

Bacillus cereus ist ein ubiquitidr vorkommender Bodenkeim und bekannter Lebensmittelver-
gifter. Auf Grund der Hitzeresistenz seiner Endosporen, der stark ausgeprigten proteolyti-
schen Aktivitit, aber besonders seines Toxinbildungsvermogens stellt B. cereus ein reales
lebensmitteltechnologisches und -hygienisches Problem unter anderem in der Milch verarbei-
tenden Industrie dar. Das von emetischen B. cereus Stimmen produzierte Toxin Cereulid
kann nicht durch Erhitzen inaktiviert werden und fiihrt nach Aufnahme {iber die Nahrung zur
Intoxikation, mit Ubelkeit und Erbrechen als Folge. Hiufiger kommt es allerdings zur Le-
bensmittelinfektion mit enteropathogenen B. cereus Stimmen, die im Diinndarm unterschied-
liche Mengen an hitzelabilen Enterotoxinen (Nhe, Hbl, CytK) produzieren und so Durchfall-
erkrankungen verursachen. Da B. cereus in Deutschland nicht zu den meldepflichtigen Erre-
gern zdhlt, wird die Privalenz der B. cereus-assoziierten Erkrankungen wahrscheinlich deut-
lich unterschitzt. Weltweit zeigte sich in den letzten Jahren jedoch eine drastische Zunahme
der durch B. cereus verursachten Lebensmittelinfektionen (EFSA 2009; Scallan et al., 2011;
Mead et al., 1999).
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Beim Auftreten einer B. cereus Kontamination ist eine wissenschaftlich belastbare Risikoab-
schétzung hinsichtlich des Toxinbildungspotentials fiir die Lebensmittelindustrie unverzicht-
bar. Diese ist aber momentan aufgrund mangelnder Daten schwer moglich. Verschiedene B.
cereus Stamme variieren stark in ihrem Toxizitdtspotential. Das Spektrum reicht hier von
Stammen, die als Probiotika in der Tierzucht eingesetzt werden (Hong et al., 2005), bis hin zu
hoch toxinogenen Stammen (Lund et al., 2000), die bereits Todesfélle verursacht haben. Au-
Berdem sind die genetischen Grundlagen der Toxinproduktion noch wenig bekannt. Im Rah-
men eines FEI/AiF geforderten Projektes (AiF _17506N) sollen in Kooperation mit Prof. M.
Ehling-Schulz (Institut fiir Funktionelle Mikrobiologie, Veterindrmedizinische Universitét
Wien) und Prof. E. Mirtlbauer (Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch, LMU)
geeignete Methoden entwickelt werden, die eine moglichst schnelle Unterscheidung zwischen
enteropathogenen und apathogenen B. cereus Kontaminanten erlauben.

Um die praxisrelevante Unterscheidung von schwachen und starken Toxinproduzenten zu
ermOglichen, analysieren wir die Présenz, Transkription und Expression von Virulenz- und
Regulatorgenen in B. cereus Stimmen mit unterschiedlichem Pathogenitédtspotential. Im Mit-
telpunkt stehen hierbei die stammspezifischen Regulationsmechanismen der Enterotoxinpro-
duktion unter variierenden Bedingungen, wie simulierten gastrointestinalen Bedingungen, im
Zellkultursystem und in vivo Modellen.

Vergleichende Analyse der Virulenzfaktoren enteropathogener Bacillus cereus Stamme
Comparative analysis of virulence factors of enteropathogenic B. cereus strains

Marlies Bohm

Das opportunistische Pathogen B. cereus stellt besonders die Milchindustrie vor grof3e Her-
ausforderungen. Da sich B. cereus Kontaminationen in vielen Produkten technologisch kaum
vermeiden lassen, ist im Kontaminationsfall eine fundierte Risikobewertung des enteropatho-
genen Potentials eines vorliegenden B. cereus Stamms unverzichtbar fiir die schnelle und zu-
verldssige Entscheidung iiber Freigabe oder Sperrung des Produkts. Allerdings reicht das
momentan verfligbare Wissen iiber die An- oder Abwesenheit einzelner Virulenzfaktoren in
einem Stamm nicht aus, um eine belastbare Risikoabschidtzung vor zu nehmen. Die alleinige
Anwesenheit eines Enterotoxingens, nachgewiesen iiber PCR, ermdglicht noch keine Aussage
iiber die tatsdchliche Expression des aktiven Toxins und die Konzentration, in der es im Wirt
vorliegt. Zudem ist die Rolle zusétzlicher, moglicherweise noch unbekannter Virulenzfakto-
ren, sowie der Faktoren oder Regulationsmechanismen, welche starke von schwachen To-
xinproduzenten unterscheiden nicht bekannt. Aus diesem Grund ist es Ziel unseres Projektes
Stamme-spezifische Unterschiede in der Gensequenz, der Transkription und Expression be-
kannter Virulenzfaktoren zwischen enteropathogenen und nicht enteropathogenen B. cereus
Stdimmen zu identifizieren und zu charakterisieren.

Aus den vorhandenen Stammsammlungen soll ein repriasentatives B. cereus Stammset ausge-
wihlt werden. Dieses Set soll sowohl bekannte enteropathogene als auch apathogene Stimme,
sowie Stimme mit unterschiedlichen Toxinprofilen und Expressionsleveln (starke und schwa-
che Nhe- und Hbl-Produzenten) enthalten. Die Genome ausgewéhlter B. cereus Stimme wer-
den mittels Next Generation Sequencing Technologie am hauseigenen MiSeq Sequencer von
[llumina sequenziert und assembliert. Die so erhaltenen Contig Daten ermdglichen in Kombi-
nation mit bereits verdffentlichen Genomsequenzen die vergleichende Genomanalyse von
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diarrhdassoziierten und harmlosen B. cereus Stimmen. Durch den Vergleich einzelner Pro-
motor- und Enterotoxingensequenzen auf DNS- und Aminosdureebene konnen phylogeneti-
sche Biaume (Abb. 1) erstellt und potentielle Markersequenzen fiir stark enteropathogene
Stimme identifiziert werden.

B, cerens WSBC 10552
B, ceraus NC7401

B, ceraus AH187

— B cereus Q1

B. cerens WEBC 10566

B, cereus 13BB102

B rereus WSBC 10921

B rereus E33L

B. thuringiensis serovar konkukian str. 97-27

B. careus ATCC 10987

Abb. 1: Phylogenetische Analyse des Enteroto-
xingen Clusters nheABC von 22 verschiedenen
Bacillus cereus sensu lato Stimmen.

Dariiber hinaus wird von den Stimmen des
Stammsets die Transkriptmenge der Entero-
toxingene, sowie globaler Regula-toren (z.B.
plcR, codY, fnr) mittels quantitativer RT-PCR
bestimmt und verglichen. Unterschiede in der
Toxingen-transkription kdénnen zusétzlich
iiber biolumineszente Mutanten (Luziferase-
Reporter-System)  nachgewiesen  werden.
Durch Fusion des Zielgen-Promotors an die

luxABCDE Gene, kann die Promotoraktivitét
mit Hilfe einer hoch-sensitiven IVIS-Kamera
direkt detektiert (Abb. 2) und am Victor’
(multilabel plate counter) quantifiziert wer-

B. weibenstephanensis NVH 453-92 den

B. cereus G9842
B. caraus WSEC 10605
— B. cereus ATCC 14579
N B. cereus Ab
B, coreus B4264

H ’— B, cerens MVH B83/00

L B. cereus ITVH 391-98

B. wethenstephanensis W3BC 10204
B. weihensizphanensis WSBC 10386

B. weithenstephanensis W3BC 10394

B, ceraus biovar. anthracis

Abb. 2: Nachweis der Toxingen-Promotor-
aktivitét in Luziferase-markierten B. cereus.
Durch Fusion des Promotors fiir das Entero-
toxingencluster NheABC (Ppe) mit den Luzi-
ferase Genen |uXABCDE in pXENI1 kann
die Induktion des Promotors unter variie-
renden Bedingungen als Lichtsignal detek-
tiert werden (A). Die Biolumineszenz wird
an einer Hamamatsu 2400-32 Kamera quan-
tifiziert. B. cereus mit dem Reporterplasmid
pXENT1 ohne Promotor zeigt keine Aktivitit

(B).

A: B, cereus WSBC 10552
PXEN1 [luxABCDE/P ]

Insbesondere Untersuchungen zur Kinetik der Toxingenexpression im Wachstumsverlauf
unter verschiedenen Wachstumsbedingungen (optimale Laborbedingungen vs. simulierte in-
testinale Bedingungen) sollen Aufschluss geben iiber die individuelle Anpassungsfahigkeit
einzelner B. cereus Stimme an die gastrointestinalen Bedingungen im Wirt. Diese Daten kon-
nen wichtige Erkenntnisse liefern hinsichtlich der Ursachen des stamm-spezifischen Toxizi-
titspotentials enteropathogener B. cereus.

Das Vorhaben wird aus Mitteln des Bundesministeriums fiir Wirtschaft und Technologie im Rahmen der indus-
triellen Gemeinschaftsforschung der AiF (Forschungsvorhaben 17506N) gefordert.
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Forschung

Dairy farming on permanent grassland: can they keep up?
Magnus Kellermann®, Klaus Salhofer' (2012): Unpublished manuscript.

About one third of the agricultural area in the European Union is under permanent grassland.
Besides being an important basis for agricultural production, grasslands provide a variety of
essential environmental and social benefits. For instance grasslands act as a carbon sink
(Soussana et al., 2007) and generally ensure a high level of biodiversity as they provide habi-
tats for flora and fauna (Pflimlin and Poux, 2005). The preservation of ground and surface
water quality and the provision of an attractive environment for recreational activities and
tourism are additional benefits (e.g. Prochnow et al., 2009; Peeters, 2009). However, the pro-
ductive potential of permanent grassland can only be exploited by ruminants and with some
limitations by biogas plants. In many grassland regions dairy farming plays a key role in agri-
cultural production. In the European heartland, the regions with agricultural production solely
based on permanent grassland are generally found in elevated and mountainous areas e.g. in
the surroundings of the Alps and the Massif Central. Dairy farms in these areas often face
some natural disadvantages. First and foremost, the cultivation of fodder crops such as silage
maize is not feasible because of comparably high precipitation, lower average annual tem-
perature and a shorter vegetation period (Hein, 2002; Meisser and Wyss, 1998).

! Lehrstuhl fur VWL — Umweltékonomie und Agrarpolitik, Technische Universitat Miinchen
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One key figure that illustrates the effect of these circumstances is the relatively low energy
yield per hectare of permanent grassland compared to maize silage. Nevertheless, these dairy
farmers have to compete with farmers growing fodder crops on arable land because in most
cases they are acting on the same markets. For one thing, the physical distances to the more
favorable areas are only minor. Referring to the zones of ruminant rearing systems in Europe
identified by Pflimlin et al. (2005) we find areas labeled as “arable land and livestock re-
gions” and “forage crops regions with temporary grassland plus maize” in close proximity to
the permanent grassland regions in parts of Austria, Switzerland, southern Germany and the
eastern part of France. For another, in many cases the produced milk is not especially pro-
moted to generate higher farm prices, for example as “milk solely produced from permanent
grassland”. Though, certain changes in the marketing of these products can be observed e.g.
promotion of high-quality cheese in the context of a Protected Designation of Origin, given
the ongoing market liberalization in the dairy sector and the latest farm-price fluctuations,
serious concerns exist whether dairy farms operating solely on permanent grassland can com-
pete with farms using arable land to produce fodder crops, specified herein as conventional
farms. We examine whether grassland dairy farms in southern Germany are able to keep up
with their conventional counterparts in regard to productivity. In order to compare the relative
productivity levels of the different groups of farms we provide a group- and chain-linked mul-
tilateral productivity index. This index gives us the possibility to analyze the productivity
variation within as well as between different groups in a sample and how this productivity
variation develops over time. We separately estimate parametric translog output distance
functions for each group to represent their production technology, using a stochastic frontier
approach. To account for different degrees of intensification within the two separated groups,
we apply a latent class model. Our farm level dataset contains 9482 observations of 1142 spe-
cialized Bavarian dairy farms observed over the years 2000 to 2008. 958 farms are identified
as conventional farms, while 184 farms are permanent grassland farms. The latent class model
identifies more intensive and extensive production technologies for both groups of farms. As
a result we altogether compare four groups of farms. We find that the permanent grassland
farms are on average smaller in terms of produced output (-57.1%). They use more labor
(32.9%), land (5.7%) and capital (9.8%) but less intermediate inputs (-19.5%) per output. We
also find that grassland farming is strongly connected to altitude. The grassland farms in our
sample are all located in the Alps, the alpine uplands and the uplands of the Bavarian Forest.
Most of them are operating in elevated areas, more than 600 meters above sea level. In con-
trast most of the conventional farms are located between 300 and 600 meters above sea level.
Differences between the intensive and the extensive classes manifest mainly in the milk yield
per cow and year and the livestock density per ha forage area. Surprisingly, despite the higher
milk yields per cow in the intensive classes, we find higher costs for veterinary services per
cow in the extensive classes. Likewise, costs of concentrate per cow are larger for extensive
farms. Both observations may be explained by better management skills in the intensive
classes. This argument is supported by observed educational differences. The highest percent-
age of farm managers with no agricultural education is found in the extensive grassland class
(14.1%) whereas the lowest is found in the intensive conventional (6.7%) class. Contrariwise,
about twice as many farmers (32%) in the intensive conventional class have received higher
agricultural education compared to the extensive grassland class (16.5%). For the extensive
conventional (23.2%) and the intensive grassland (20.7%) class the respective figures lie
somewhere in between.
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Taking the observed outputs and inputs into account, the multilateral productivity index as
initially defined by Caves et al. (1982) provides a measure of the productivity level of all pro-
duction units relative to one hypothetical average reference unit. As we have divided our
sample in several subgroups and we have panel data available we construct a group- and
chain-linked version of this multilateral index. This index then provides a measure of the level

of productivity for each unit ! in each group & and each time period  relative to the overall

hypothetical reference unit in the base year * = 1 . Furthermore we obtain information on the
variability of TFP within and between the groups and how this variability develops over time.
In this application we are mainly interested in productivity gaps between the four identified
groups of dairy farms. Figure 1 summarizes the main results. It shows the percentage devia-
tion of the four groups’ hypothetic reference farm from the overall reference farm in the base
year and its development over time.

Figure 1: Percentage deviation of each group’s reference unit total factor productivity
from the total factor productivity of the overall hypothetical reference unit in
the base year 2000 - 2008
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Starting in the base year 2000 we find the class of intensive conventional (CON) farms to be
12.7% more productive than the overall average. The average productivity of the intensive
permanent grassland (PGL) farms also lies well above the overall average (7.6%). On the con-
trary, the extensive classes are consequently underperforming (-12.8% and -7.4%). The rank-
ing of the four groups doesn’t change during the observed period. Both CON classes are more
productive than their PGL counterparts. However our distinction between intensive and ex-
tensive classes shows that highly productive grassland farms exist which can keep up with the
conventional farms and that those farms are predominantly found in the more intensive class
of farms. The more substantial productivity gap exists between the intensive and extensive
classes rather than between the conventional and the grassland classes. Figure 1 also reveals
that the PGL classes seem to be able to catch up with the CON classes. From the base year
towards 2008 the intensive and extensive PGL classes increase their productivity by 9.1% and
5.5% respectively compared to 6.9% and 4.8% for the intensive and extensive CON classes.
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Given that the extensive class of permanent grassland farms shows the lowest productivity
suggests a possible shift towards more intensive production technologies in permanent grass-
land regions. This could either occur because extensive farms are more prone to leave the
market or because farmers manage to steadily increase the intensity of their production. How-
ever, regarding the aforementioned additional benefits (biodiversity, carbon storage, land-
scape) of cultivated permanent grassland we have to stress that these benefits predominantly
apply to a more extensive form of cultivation (Poetsch, 2007). These ambiguous results ad-
dress policy makers in two ways. On the one hand stimulation of further intensification can
help to improve productivity in the dairy sector, especially in permanent grassland regions.
On the other hand, exactly where we identify the greatest potential for productivity gains,
further intensification could be counterproductive in regard to the provision of external bene-
fits.
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Nachfrageschatzungen fir Milch und Fleisch in Osterreich
Using a Generalized Differenced Demand Model to Estimate Price and Income Elasticity for Milk and Meat
in Austria

Andreas Widenhorn?: Klaus Salhofer

Die korrekte Schatzung von Nachfrageelastizitdten nimmt traditionell eine wichtige Rolle bei
der Untersuchung von Markten im Lebensmitteleinzelhandel (LEH) ein. Sowohl fir Unter-
nehmen im Rahmen der Preispolitik als auch flr Regierungen, bei der Frage der Auswirkun-
gen etwaiger Besteuerungen, sind verlassliche Schatzwerte fir Nachfragereaktionen unersetz-
lich. Wahrend neuere Studien flir Deutschland und einige andere Gebiete Europas vorhanden
sind (Thiele 2008, Bouamra-Mechemache et al. 2008), widmen wir uns dem 0Osterreichischen
LEH, wo entsprechend aktuelle Informationen tber die Konsumentenreaktionen auf VVerande-
rungen in Preisen und Einkommen Mangelware sind. In unserem Falle betrachten wir eine
Reihe aggregierter Produktkategorien, namentlich Milch, Butter, Fleisch, Obst und Gemiuse,
wobei die Kategorien Milch und Fleisch zusatzlich auf einem etwas starker differenzierten
Level analysiert werden.

Unseren Untersuchungen zugrunde liegt ein Datensatz von RollAMA Osterreich, welcher
Informationen Uber die gekauften Mengen und Ausgaben der genannten Produktgruppen fir
den Zeitraum zwischen 1997 und 2009 beinhaltet. Es handelt sich hierbei um Monatsdaten,
sodass knapp 150 Beobachtungszeitpunkte zur Verfligung stehen. Als Erganzung hierzu fin-
den Jahresdaten der OECD fiir den Zeitraum von 1977 bis 2010 Anwendung. Als Schatzmo-
dell herangezogen wird das Generalized Ordinary Differenced Demand Model (GODDS),
welches auf Barten (1993) zurtickgeht. Das GODDS deckt vier verschiedene Nachfragemo-
delle ab, deren Tauglichkeit flr den konkreten Datensatz empirisch getestet werden kann.

Die Schétzung der Nachfrageelastizitaten erfolgt in drei Stufen, zunachst beziglich der Reak-
tionen fir Essen insgesamt, dann flr die aggregierten Kategorien Milch, Butter, Fleisch, Obst
und Gemiuse, und letztlich fur die Teilkategorien Trinkmilch, Kase und andere Milchprodukte
sowie Schweinefleisch, Gefliigel und Rind. Fir die schwéacheren Aggregationsstufen finden
sich in der Literatur verschiedene Ansétze. Gegeniber isolierten Schatzungen argumentieren
Edgerton (1997) und Bouamra-Mechemache et al. (2008), dass die Integration der allgemei-
neren, aggregierteren Stufen zu genaueren Werten fihrt. Wir prufen in unserem Fall, inwie-
fern die Einbeziehung héherer Produktaggregations-Stufen bei der Schatzung bedeutsam sein
kann.

Tabelle 1 fasst die drei geschatzten Stufen zusammen:

Wahrend die Ergebnisse der ersten Stufe darlegen, dass die Nachfrage nach Essen insgesamt
unelastisch ist, ergeben sich auf der zweiten Stufe ebenfalls grof3teils unelastische Reaktionen,
mit der Ausnahme der Kategorie Butter. Auf der disaggregierteren dritten Stufe hingegen zei-
gen sich elastische Reaktionen fur Trinkmilch und Kase, sowie auch fiir Schweinefleisch und
Rind. Fir Kase beispielsweise wird ein Wert von -1.34 geschatzt, dieser ist gleichbedeutend
mit einem Rickgang der Nachfrage nach Kése um 1.34% bei einem Preisanstieg fur Ké&se um
1%. Fir Trinkmilch liegt der entsprechende Wert bei -0.93, fiir Schweinefleisch bei -1.24 und
bei Rind bei -1.48.

? Lehrstuhl fiir VWL — Umweltokonomie und Agrarpolitik, Technische Universitit Miinchen
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Tabelle 1: Die drei bei der Schatzung involvierten Stufen
1. Stufe Essen Non-
food

2. Stufe Milch Butter | Obst | Fleisch Gemdse
3.Stufe | e Trinkmilch e Rind

o Kase e Schwein

e Andere Milchprodukte o Geflugel

(ohne Butter)

Bei einer Erhdhung des Einkommens hingegen liegen die 6sterreichischen Konsumenten mit
ihrer Nachfragereaktion fur alle betrachteten Produkte durchweg im unelastischen Bereich.
Referenzwerte fir Milchprodukte finden sich sowohl in Bouamra-Mechemache et al. (2008),
wo Werte fur 16 verschiedene Studien fir Europa genannt werden, als auch in Thiele (2008)
fir Fleisch im deutschen LEH. Hierbei ergeben sich zwei Erkenntnisse: 1) Die Nachfrage
nach Trinkmilch und Kase ist in Osterreich im europaischen Vergleich am oberen Limit der
Sensibilitat. Gleiches gilt auch fir Schweinefleisch und Rind im Vergleich zu Deutschland. 2)
Es ergeben sich Unterschiede je nachdem, ob die ersten beiden Stufen der Schatzung geman
Edgerton (1997) einbezogen werden oder nicht. Der Einbezug verringert zwar teilweise die
Differenzen zu den Werten der tbrigen L&nder in Europa, &ndert aber nichts an dem grund-
sétzlichen Ergebnis vergleichsweise preissensibler Konsumenten in den Bereichen Trink-
milch, Kase, Schweinfleisch und Rind in Osterreich.

Folglich muss in Osterreich mit starken Nachfragereaktionen gerechnet werden, wenn bei-
spielsweise Schweinefleisch oder Rind besteuert wird. Insbesondere gilt auch, dass auf Un-
ternehmensebene hinsichtlich der eher homogenen Produktgruppe Trinkmilch entsprechende
Preissenkungen Konsumenten starker anlocken kdnnen als in anderen Gebieten Europas.
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Verpackung von Milchprodukten
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1 Problemstellung

An verpackte Lebensmittel werden sowohl von Seiten der Konsumenten als auch des Handels
innerhalb der Mindesthaltbarkeitsdauer sehr hohe Qualititsanspriiche gestellt. Seitens der
Hersteller und der Abpacker werden daher immer groere Anstrengungen unternommen, um
diese hohen Qualititsanspriiche zu erreichen. Die Lebensmittelqualitit basiert sowohl auf der
Qualitit der Rohstoffe, schonenden Produktionsverfahren sowie auch auf VerpackungsmaB-
nahmen zum Erhalt der Produktfrische. Dabei miissen Produktion und auch Verpackung un-
ter hygienischen Gesichtspunkten erfolgen, um mikrobiologische Sicherheit zu gewéhrleisten.
Der in der Umgebung des Fiillgutes vorhandene Sauerstoff hat ebenfalls einen schiadigenden
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Einfluss auf das Lebensmittel und muss daher moglichst aus der Packung ausgeschlossen
werden. Bei transparent verpackten Produkten wirken zusétzlich durch Lichteinfluss kataly-
sierte Oxidationsreaktionen schidigend auf das Produkt ein. Um den Verpackungsaufwand
moglichst gering zu halten sowie hinreichend lange Lagerzeiten zu erreichen, miissen alle
diese Faktoren beachtet werden [1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8].

Um kostenoptimierte Verpackungen zu produzieren, ist es notwendig zu wissen, mit wie viel
Sauerstoff ein Lebensmittel reagieren darf, ohne dass daraus sensorisch erkennbare Qualitéts-
verdanderungen eintreten [9]. Wenn diese sog. Sauerstofftoleranz bekannt ist, kann die Verpa-
ckung gezielt auf das Produkt angepasst werden. Die Sauerstofftoleranz wird in der Regel als
sensorische Grenze verstanden, bei der eine Qualitdtsverdnderung storend wahrnehmbar ist
[10; 11]. Um optimale Verpackungslosungen zu erhalten, fehlen aber hidufig noch wesentliche
Kenntnisse, v.a. liber den zum Abfiillzeitpunkt im Fiillgut gelosten Restsauerstoff sowie die
spezifische Sauerstofftoleranz des Lebensmittels selbst. In der Literatur finden sich bislang
nur sehr wenige quantitative Angaben iiber die Sauerstofftoleranzen verschiedener Lebens-
mittel [12; 13; 14; 15], die zudem vor Jahrzehnten auf der Basis der seinerzeit verfiigbaren
Messtechnik bestimmt wurden. So wird z.B. fiir Bier eine Sauerstofftoleranz von 1 - 4 mg/kg
angegeben. Nach heute giiltiger praktischer Erfahrung ist dieser Wert jedoch deutlich zu hoch
angesetzt. Daher ist anzunehmen, dass dhnliche Unsicherheiten auch fiir alle anderen derzeit
verfiigbaren Literaturwerte bestehen. Auch fiir Milch zeigen die wenigen Quellen deutliche
Differenzen bei den Angaben der Sauerstofftoleranzwerte (Tabelle 1). Fiir viele Lebensmittel,
wie z.B. UHT-Sahne, sind iiberhaupt keine Werte verfiigbar.

Tabelle 1:  Sensorisch bestimmte Werte zur Sauerstofftoleranz einiger Lebensmittel
Lebensmittel mg O,/ kg [13] | mg O,/ kg [12]
Bier 1-4
Wein 3
Milch 8 1-5
Milchpulver 15 (Anhaltswert)
Emmentaler Kise 420

2 Projektziel

Ziel des Projektes war es, fiir UHT-Sahne mit unterschiedlichen Fettgehalten exakte und re-
produzierbare Werte zur physikalischen Sauerstoff-Aufnahme und zum Umfang von Abbau-
reaktionen des Sauerstoffs zu ermitteln. In Korrelation mit sensorischen Untersuchungen soll-
ten dabei Aussagen iiber die Sauerstofftoleranz der UHT-Sahne getroffen werden. Aufgrund
der unterschiedlichen Fettgehalte der einzelnen Proben waren dabei Unterschiede in den Sau-
erstofftoleranzwerten zu erwarten.

3 Losungsweg

Auswahl der zu untersuchenden Proben

UHT-Sahne mit unterschiedlichen Fettgehalten (30 % bzw. 10 % Fett) wurde fiir die Untersu-
chungen ausgewaihlt, um den Einfluss unterschiedlicher Fettgehalte auf die Menge an gelds-
tem Sauerstoff in den Proben zu untersuchen. Dabei wurde Schlagsahne (30 % Fett) von 3
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unterschiedlichen Herstellern aus dem Handel eingekauft sowie einmal direkt vom Hersteller
bezogen. Kaffeesahne (10 % Fett) wurde ebenfalls sowohl aus dem Handel eingekauft als
auch direkt vom Hersteller bezogen.

Bei den untersuchten Packungen handelte es sich um kopfraumfreie Kartonverpackungen aus
Aluminium-Verbundkarton. Die Packungen hatten ein Fassungsvermodgen von 1000 g (ent-
spricht 977 ml bei Schlagsahne (30 % Fett) und 992 ml bei Kaffeesahne (10 % Fett)) bzw.
200 g (entspricht 195 ml Schlagsahne (30 % Fett)).

Durchfiihrung der Untersuchungen

Zundchst wurde der zu Beginn der Untersuchungen vorhandene, im Produkt geloste Rest-
Sauerstoffgehalt durch das Messverfahren der Fluoreszenzloschung der Firma PreSens Preci-
sion Sensing, Regensburg, in den Sahne-Packungen bestimmt. Uber die gesamte Lagerdauer
wurde dann die in der Sahne geldste Rest-Sauerstoffmenge nach definierten Zeitintervallen
tiberpriift.

In einem zweiten Versuch wurde den Sahneproben, die direkt vom Hersteller bezogen wur-
den, definierte Sauerstoffmengen zugegeben (Dotierungsreihe; Tabelle 2). Dadurch sollten
Riickschliisse auf die maximal vom Produkt vertrdagliche Sauerstoffmenge iiber der Lagerdau-
er bestimmt werden. Die Packungen wurden bei Raumtemperatur (20 °C) im Dunkeln gela-
gert. Zu definierten Zeitpunkten wurde in den Sahne-Packungen der Sauerstoffgehalt gemes-
sen und die Sahne anschlieBend sensorisch hinsichtlich Aromafehlern untersucht (z.B. ,,oxi-
diert; ,,0lig”). Die sensorischen Untersuchungen wurden dabei geméil DLG-5-Punkte-
Schema durchgefiihrt (Tabelle 3). Die kritische, sensorische Grenze (Akzeptanzgrenze) wurde
dabei bei 2 Punkten angesetzt, da hier laut Definition deutliche Abweichungen am Produkt
vorlagen.

Tabelle 2:  Ubersicht iiber die Dotierung unterschiedlicher Luft-Mengen zu den Sahne-
Packungen (errechnete Sauerstoffmenge)

Proben Dotierung bei 20°C Dotierung Dotierung Dotierung
(direkt vom [ml Luft/kg Sahne] | [ml O,/kg Sahne]*) | [mg O./kg Sahne]*) | [mg O,/l Sahne]
Hersteller) D F

0 0 0 0 0

Schlagsahne D 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1
(30 % Fett) 5 1,0 1,3 1,4 1,3
bzw. 75 5,0 6,7 6,8 6,7
Kaffe:sahne F 50 10,0 13,3 13,6 13,4
(10 % Fett) 100 20,0 26,6 27,2 26,8

*) = berechnet (Sauerstoffgehalt der synth. Luft = 20 %; Dichte Sauerstoff: 1,331 g/l bei 20 °C)

Tabelle 3:  DLG-5-Punkte-Schema [16]

Punkte Qualitatsbeschreibung Allgemeine Eigenschaften
5 Sehr gut Keine Abweichungen von den Qualititserwar-
tungen
4 Gut Geringfligige Abweichungen
3 Zufriedenstellend Leichte Fehler
2 Weniger zufriedenstellend Deutliche Abweichungen
1 Nicht zufriedenstellend Starke Abweichungen
0 Ungeniigend Nicht bewertbar
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4 Ergebnisse

Um die Menge an physikalisch gelostem Sauerstoff in Sahne zu ermitteln, wurden Packungen
aus dem Handel sowie Packungen, welche direkt vom Hersteller geliefert wurden, untersucht.
Die Schlagsahnemuster wurden aus dem Handel von drei unterschiedlichen Herstellern (A, B,
C) sowie einmal direkt vom Hersteller (D) bezogen. Kaffeesahne wurde einmal aus dem Han-
del (E) sowie einmal direkt vom Hersteller (F) bezogen. Die Messungen wurden nach einer
Lagerung der Proben (bei 20 °C) bei Erreichen des angegebenen Mindesthaltbarkeitsdatums
(MHD) wiederholt. Aus der Differenz zwischen Eingangsmessung und Messung am MHD
ergab sich die Menge an Sauerstoff, die wihrend der Lagerung durch chemische Reaktionen
verbraucht wurde.

In Tabelle 4 ist eine Ubersicht iiber die Menge an physikalisch geldstem Sauerstoff in den
Sahnepackungen zum Zeitpunkt der Eingangskontrolle bzw. des deklarierten MHD, sowie die
daraus berechnete Menge an chemisch gebundenem Sauerstoff [mg O,/1 Sahne] dargestellt.

Die Untersuchungen zeigten, dass in Schlagsahne (30 % Fett) mehr Sauerstoff physikalisch
gelost war als in Kaffeesahne (10 % Fett). Bis zum Erreichen des angegebenen Mindesthalt-
barkeitsdatums wurden von der Schlagsahne Sauerstoffmengen von 0 - 0,8 mg O,/l chemisch
gebunden und bei Kaffeesahne Sauerstoffmengen von 0,9 und 1,0 mg O,/1. Demnach wurde
im Laufe der Lagerung wéhrend der Restlaufzeit bis Erreichen des MHDs sowohl von
Schlagsahne als auch von Kaffeesahne ein Teil des physikalisch gelosten Sauerstoffes ver-
braucht bzw. chemisch durch Oxidationsreaktionen gebunden.

Tabelle 4:  Ubersicht iiber die Menge an physikalisch geldstem O, bzw. die von der Sahne
bis zum MHD chemisch gebundene O,-Menge [mg O,/l Sahne] bei einer Lage-
rung unter 20 °C

Produkt Restlaufzeit | Menge an physikalisch geléstem O, | Von der Sahne
bis MHD [mg O/l Sahne] dazwischen
Eingangs- bei Erreichen des | chem. gebundene
kontrolle deklarierten MHDs O,-Menge
[mg O/l Sahne]
Schlagsahne A| 9 Wochen 3,1 2,8 0,3
(30 % Fett) B | 7 Wochen 3,1 3,0 0,1
C| 14 Wochen 3,2 3,2 0,0
D| 11 Wochen 4,0 3,2 0,8
Kaffeesahne | E| 5 Wochen 2,3 1,4 0,9
(10 % Fett) | F | 20 Wochen 1,3 0,3 1,0

Um den Einfluss von unterschiedlichen Anfangssauerstoffmengen in den Packungen auf die
Qualitit von Schlagsahne (30 % Fett) und Kaffeesahne (10 % Fett) zu ermitteln, wurden wei-
tere Packungen mit einer Fiillmenge von 1 Liter direkt vom Hersteller bezogen. Den Packun-
gen wurde synthetische Luft iiber ein Septum mittels einer Spritze zugegeben und anschlie-
Bend die Einstichstelle luftdicht mittels einer selbstklebenden Aluminiumfolie verklebt. Die
daran anschlieBende Lagerung erfolgte bei 20 °C im Dunkeln. In Tabelle 2 ist eine Ubersicht
tiber die zugegebenen Luftmengen sowie den daraus berechneten Sauerstoffmengen darge-
stellt.
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Zu unterschiedlichen Lagerzeitpunkten wurden dann Sahnepackungen entnommen und so-
wohl die Menge an physikalisch gelostem Sauerstoff gemessen bzw. die von der Sahne durch
Oxidationsreaktionen chemisch gebundene Sauerstoffmenge ermittelt, als auch eine sensori-
sche Qualitdtsbeurteilung gemédl dem DLG-5-Punkte-Schema (Tabelle 3) fiir die Merkmale
Aussehen, Geruch und Geschmack durchgefiihrt. Die sensorische Priifung zeigte, dass die
Priifer auf Verdnderungen im Geschmack duBerst sensibel reagierten, wohingegen Verinde-
rungen im Geruch oder im Aussehen erst spater wahrgenommen wurden.

In Abbildung 1 ist die Bewertung des Qualitdtsmerkmals ,,Geschmack* {iber der Lagerzeit
von Schlagsahne (30 % Fett) aufgetragen. Es zeigte sich, dass die Schlagsahneproben mit
einer Sauerstoffdotierung mit 5 und mehr [ml Oy/kg] innerhalb von 11 Wochen Lagerdauer
(MHD) vom Panel geschmacklich schlechter beurteilt wurden als die Proben, die mit 1 und
weniger [ml Oy/kg] pripariert waren. Der anfangs physikalisch in der Schlagsahne geloste
Sauerstoff betrug 4,0 mg O,/1. Die Proben mit einer Zugabe von < 1 ml O,/kg wurden nach
11 Wochen Lagerdauer noch mit 2 Punkten bewertet, wohingegen die Proben mit einer Zuga-
be von >5 ml Oy/kg vom Panel mit weniger als 2 Punkten als nicht mehr akzeptabel beurteilt
wurden.

Daraus konnte abgeleitet werden, dass nach dem Abfiillen (in kopfraumfreie Verpackungen)
maximal eine Sauerstoff-Menge von 5,4 mg O,/ in den Packungen vorhanden sein darf, da-
mit die Schlagsahne (30 % Fett) eine noch akzeptable Qualitdt hinsichtlich des Merkmals
,,aeschmack® aufweist.

5 B

Akzeptanzgrenze

Bewertung "Geschmack"
N

o T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Lagerzeit [Wochen]

| —+—undotiert 48-0,1ml02 --4-1ml02 ——5ml02 —m-10ml 02 --A-20 ml 02 |

Abb. 1:  Veridnderung der sensorischen Geschmacksbewertung von Schlagsahne (30 % Fett)
wiahrend der Lagerung bei unterschiedlicher Zugabe an Sauerstoff [0 — 20 ml O,/kg Sahne]
und einer Lagertemperatur von 20 °C

In Abbildung 2 ist die Bewertung des Qualitdtsmerkmals ,,Geschmack {iber der Lagerzeit
von Kaffeesahne (10 % Fett) aufgetragen. Es zeigte sich, dass die Kaffeesahneproben mit
einer Sauerstoffdotierung mit 0,1 und mehr [ml O,/kg] innerhalb von 21 Wochen Lagerdauer
vom Panel geschmacklich schlechter beurteilt wurden als die Proben, die undotiert gelagert
wurden. Der anfangs physikalisch in der Kaffeesahne geloste Sauerstoff betrug 1,3 mg O,/1.
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Am Ende der Lagerdauer wurde lediglich die undotierte Probe vom Panel mit wenigstens 2
Punkten (gemdB3 DLG-5-Punkte-Schema; Tabelle 3) bewertet. Somit zeigte sich nur bei der
Probe, bei der zu Beginn der Lagerdauer eine Sauerstoff-Menge von 1,3 mg O,/1 in der Kaf-
feesahne geldst war, eine noch akzeptable Qualitdt hinsichtlich des Merkmals ,,Geschmack®.

Daraus konnte abgeleitet werden, dass nach dem Abfiillen (in kopfraumfreie Verpackungen)
maximal eine Sauerstoff-Menge von 1,3 mg O/l in den Packungen vorhanden sein darf, da-
mit die Kaffeesahne (10 % Fett) eine noch akzeptable Qualitit hinsichtlich des Merkmals
,,aeschmack® aufweist.
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Abb. 2: Verinderung der sensorischen Geschmacksbewertung von Kaffeesahne (10 % Fett)
wiéhrend der Lagerung bei unterschiedlicher Zugabe an Sauerstoff [0 — 20 ml Oy/kg Sahne]
und einer Lagertemperatur von 20 °C

Abbildung 3 zeigt die sensorische Beurteilung des Merkmals ,,Geschmack* von Schlagsahne
(30 % Fett) sowie Kaffeesahne (10 % Fett) gemdB DLG-5-Punkte-Schema in Abhédngigkeit
von der verbrauchten bzw. chemisch durch Oxidationsreaktionen gebundenen Sauerstoff-
Menge. Die sensorische Akzeptanzgrenze wurde im Falle der Schlagsahne nach einer Sauer-
stoff-Aufnahme von 0,8 mg O»/1 erreicht. Folglich konnte die Schlagsahne maximal 0,8 mg
0O,/1 aufnehmen, bis die sensorische Qualitdt vom Panel als nicht mehr akzeptabel hinsichtlich
des Merkmals ,,Geschmack® beurteilt wurde.

Die Untersuchungen bei Kaffeesahne (10 % Fett) zeigten, dass die sensorische Akzeptanz-
grenze bei einer vom Produkt verbrauchten bzw. chemisch durch Oxidationsreaktionen ge-
bundenen Sauerstoff-Menge von 1,2 mg O,/1 hinsichtlich des Merkmals ,,Geschmack® er-
reicht wurde. Somit konnte von der Kaffeesahne maximal 1,2 mg O,/ aufgenommen werden,
bis die sensorische Qualitdt vom Panel als nicht mehr akzeptabel hinsichtlich des Merkmals
»Geschmack® beurteilt wurde. Aufgrund des hoheren Fettgehaltes bei Schlagsahne (30 %) ist
diese offenbar sensibler gegeniiber Sauerstoff als Kaffeesahne (10 % Fett), was zu einer ge-
ringeren Sauerstofftoleranz bei Schlagsahne fiihrt.
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Abb. 3: Sensorische Beurteilung des Merkmals ,,Geschmack® in Abhédngigkeit von der verbrauchten
Sauerstoff-Menge bei Schlagsahne (30 % Fett) und Kaffeesahne (10 % Fett); undotiert
(0 ml Oy/kg Sahne) und einer Lagertemperatur von 20 °C

5 Schlussfolgerungen

Die Untersuchungen an Sahneproben in kopfraumfreien Verpackungen zeigten erwartungs-
gemal, dass je hoher der Anfangssauerstoffgehalt in den Packungen von Schlagsahne (30 %
Fett) und Kaffeesahne (10 % Fett) ist, es zu einem schnelleren Erreichen der festgelegten Ak-
zeptanzgrenze kommt. Dies entspricht bei Schlagsahne bei einem MHD von 11 Wochen einer
maximalen Sauerstoffmenge von 5,4 mg O»/l, welche nach dem Abfiillen in den Packungen
vorhanden sein darf, damit die Schlagsahne eine noch akzeptable Qualitdt hinsichtlich des
Merkmals ,,Geschmack* aufweist. Bei Kaffeesahne entspricht dies einer Sauerstoffmenge von
1,3 mg Oy/1.

Die sensorischen Untersuchungen des Merkmals ,,Geschmack® in Abhéngigkeit von der von
der Schlagsahne (30 % Fett) verbrauchten bzw. chemisch durch Oxidationsreaktionen gebun-
denen Sauerstoff-Menge zeigten, dass von der Schlagsahne maximal 0,8 mg O/l verbraucht
werden diirfen, bis die gemil Definition festgelegte Akzeptanzgrenze erreicht wurde. Bei
Kaffeesahne (10 % Fett) wurde gezeigt, dass die festgelegte sensorische Akzeptanzgrenze erst
bei einer Sauerstoff-Aufnahme von 1,2 mg O,/1 erreicht wurde und die Proben somit als nicht
mehr akzeptabel hinsichtlich des Merkmals ,,Geschmack® beurteilt wurden. Dies lésst sich
darauf zuriickfiihren, dass aufgrund des hoheren Fettgehaltes die Schlagsahne (30 %) offenbar
sensibler gegeniiber Sauerstoff reagiert als Kaffeesahne (10 % Fett).

Im Handel finden sich neben kopfraumfreien Packungen jedoch auch Packungen mit Kopf-
raumvolumen. Fiir kopfraumhaltige Packungen stellt sich ein Gleichgewicht zwischen der
Gasphase und der fliissigen Phase gemall dem Henry 'schen Gesetz ein. Aus diesem Grund
miisste daher das O,-Verhiltnis zwischen Kopfraum und wéssriger Phase, welches ca. 30:1
betrdgt, zusitzlich noch beriicksichtigt werden (bei einer gelosten O,-Menge von 279,5 mg
O,/1 Luft bzw. 9,1 mg O,/1 Wasser). Dies ist von besonderer Bedeutung, da im Gasraum be-
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reits bei kleinen Volumina relativ grole Mengen an Sauerstoff verglichen zur fliissigen Phase
geldst sein konnen. Folglich kommt es zu grofleren Mengen an Sauerstoff in kopfraumhalti-
gen Packungen, wodurch die sensorische Akzeptanzgrenze schneller erreicht werden miisste.
Dies wiirde sich auch auf die Haltbarkeit auswirken, was durch weitere Untersuchungen bes-
tatigt werden konnte.
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Vorwort

Wie im Vorjahr lag auch 2012 die Vielfalt und Intensitdt der Aufgaben sehr hoch. Die Anzahl
von studentischen Priifungen (1500) zeigt die starke Einbindung des Lehrstuhls und der Abt.
Technologie des ZIEL in die Lehre, die trotz der hohen Intensitét zudem durch studentische
Evaluierung sehr gut bewertet wird. Der daraus hervorgehende Spagat zwischen zu erbrin-
gender Lehr- bzw. Forschungsleistung ist nur zu bewiltigen mit Hilfe iiberaus leistungsberei-
ter und motivierter Mitarbeiter auf allen Positionen. Nahezu alle Mitarbeiter sind sowohl in
Vorlesungen, Ubungen und Praktika sowie bei Forschungsprojekten titig, wodurch auch die
angestrebte Integration von Lehre und Forschung erreicht wird. Studentische Praktika werden
nicht routinemifig, sondern als Teil aktiver Forschungsgebiete betrieben, so dass Studenten
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nicht nur das Grundwissen, sondern innovative Ansdtze mit in die Praxis nehmen und dort
anbringen konnen.

Unterstlitzt durch Studienbeitrdge konnte nicht nur eine neue Mikrowellen-Vakuum-
trocknungsanlage installiert werden, sondern auch die Konstruktion einer neuen Anlage zur
UHT-Erhitzung fliissiger Lebensmittel mit neuartiger Dampfinfusionstechnik sowie eine
Erweiterung der Membrantrenntechnik in Auftrag gegeben bzw. planerisch begonnen werden.
Durch Umwidmung eines Raumes konnte ein neuer Messraum fiir weitere analytische Mess-
gerite geschaffen werden, die es erlauben, prozesstechnisch ausgeloste stoffliche Verdnde-
rungen zu charakterisieren.

Eine Habilitation und drei Dissertationen sowie vier Auszeichnungen wissenschaftlicher
Arbeiten konnten 2012 verzeichnet werden. 15 laufende Forschungsvorhaben (davon 3 Ver-
bundvorhaben mit anderen Universititen), ca. 1,5 Mio. Euro im Wettbewerb eingeworbene
Forschungsmittel, 87 Vortrage und Poster bei wissenschaftlichen Tagungen sowie 31 Publika-
tionen in wissenschaftlichen und Fachjournalen komplettieren die Ergebnisbilanz. In 27 Ba-
chelor und 17 Diplom- und Masterarbeiten wurden Studenten mehrerer Studiengénge an die
Methodik des wissenschaftlichen Problemldsens in systematischer Arbeitsweise herangefiihrt.

Auszeichnungen 2012

Prof. Dr.-Ing. Petra Forst, ausgezeichnet mit dem Milch-Wissenschaftlichen Innovations-
preis des Milchindustrie-Verbandes (MIV) anldsslich der 7. Ideenborse Forschung in Fulda
am 15.11.2012

M.Sc. Melanie Marx, Krones Preis fiir den besten Abschluss im Masterstudiengang Techno-
logie und Biotechnologie der Lebensmittel an der TU Miinchen, 29.06.2012

Dr.-Ing. Martin Heinrich, Herausragende Doktorarbeit, Preis des Verbandes der Ehemali-
gen Weihenstephaner Milchwirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V., ausge-
zeichnet am 11.10.2012 in Weihenstephan

M.Sc. José Toro-Sierra, Ausgezeichnet mit dem Preis fiir das beste Poster der Fachgruppe
Lebensmittelverfahrenstechnik anlésslich der ProcessNet Jahrestagung, 19.-21.03.2012 in
Hohenheim

Forschung

Forschungsgebiet Bioprozess-, Aseptik- und Steril-Verfahrenstechnik
Workgroup Bioprocess Engineering, Aseptic- and Sterile Technology
Leitung: Dr.-Ing. Petra Forst

Gepulste Mikrowellen-Vakuumtrocknung von Starter- und probiotischen Kulturen
Pulsed microwave vacuum drying of starter and probiotic cultures
Sabine Ambros

Werden mikrobielle Kulturen industriell getrocknet, kommt nach wie vor standardméBig die
Gefriertrocknung zum Einsatz. Aufgrund des hohen Energieaufwands dieses Verfahrens und
immer weiter ansteigender Energiepreise wird die Suche nach alternativen Trocknungsverfah-
ren unumgénglich. Des Weiteren wird auch die Nachfrage an Starter- und probiotischen
Kulturen in Zukunft noch zunehmen, was die Notwendigkeit einer kostengiinstigeren und
schnelleren Methode verstirkt. In den letzten Jahren stand daher die Vakuumtrocknung im
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Fokus der Forschung, da dieses Verfahren wesentlich energiesparender als die Lyophilisation
ist. Vakuumgetrocknete Kulturenpriparate zeichnen sich durch eine gleichwertige, zum Teil
sogar hohere Produktqualitit aus. Bauer et al. (2010) konnten mittels Niedertemperatur-
Vakuumtrocknung gegeniiber der Gefriertrocknung eine Reduktion der thermischen und
gefrierbedingten Schédden feststellen und somit eine hohere Vitalitdt und Aktivitdt der ge-
trockneten mikrobiellen Kulturen nachweisen. Bei beiden genannten Verfahren fillt jedoch
die Trocknungsrate gegen Ende des Prozesses aufgrund der fiir Kontakttrocknungen typischen
Wirmetransportwiderstdnde sehr stark ab, wodurch auch die Vakuumtrocknung in der dritten
Trocknungsphase ineffizient wird. Je nach Probenschichtdicke sind Trocknungszeiten von
24 h und mehr notwendig.

Durch einen zusitzlichen, volumetrischen Energieeintrag mittels elektromagnetischer Strah-
lung bei der Vakuumtrocknung kann dieser Limitierung entgegengewirkt werden. Die Ener-
gie wird iiber das ganze Produkt und bevorzugt an Stellen erhohter Feuchte eingebracht. Fiir
eine effiziente und schonende Trocknung ist dies von enormem Vorteil. Temperaturempfind-
liche Substanzen lassen sich schonend trocknen, da die Temperatur mit Einstellung des
duBeren Druckes und der Hohe des Mikrowelleneintrags nach oben begrenzt werden kann.
Durch die Kombination niedriger Temperaturen mit einer hohen Trocknungsgeschwindigkeit
werden unerwiinschte Verdnderungen wie z.B. Maillard-Reaktionen vermieden, ebenso
oxidative Verdnderungen aufgrund des niedrigen Sauerstoff-partial-druckes. Obwohl die
Mikrowellen-Vakuumtrocknung ein seit langem bekanntes Trocknungsverfahren ist, wurde
die Trocknung von mikrobiellen Kulturen bisher jedoch kaum untersucht und kommt auch in
der Industrie noch nicht zur Anwendung. In einem laufenden AiF/FEI-Forschungsprojekt soll
daher diese Trocknungstechnologie fiir die Anwendung auf Mikroorganismen untersucht und
ihr Potenzial im Vergleich zur Gefrier- und Vakuumtrocknung herausgearbeitet werden.

Als Modellorganismus wird zunichst das probiotische Bakterium Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei verwendet. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der zusitzliche Mikrowel-
leneintrag zu einer starken Erhdhung der Trocknungsrate fiihrt, was in einer drastischen Re-
duktion der Trocknungszeit der Mikroorganismen-Suspensionen resultiert. In einem ersten
Schritt wurde der Einfluss der Prozessparameter Mikrowellenleistung, Heizblechtemperatur
und Kammerdruck untersucht und geeignete Prozessbedingungen identifiziert. Zudem stellte
sich heraus, dass ein kontinuierlicher Energieeintrag aufgrund der Temperaturerh6hung im
zweiten Trocknungsabschnitt eine sehr schidigende Wirkung auf die Mikroorganismen aus-
iibt. Aus diesem Grund wurde in den anschlieBenden Versuchen Mikrowellenenergie im
gepulsten Modus eingetragen, sobald die Produkttemperatur einen festgelegten Wert erreicht
hat. Mit Hilfe des gepulsten Energieeintrags konnte innerhalb eines bestimmten Temperatur-
intervalls getrocknet werden (Abb. 1).
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Abb. 1: Mikrowelleneintrag und Verlauf der Produkttemperatur und des Feuchtegehalts

Dariiber hinaus wurde der Einfluss des Kammerdrucks und der maximalen Produkttemperatur
in Hinblick auf die Trocknungsperformance und das Uberleben der Kulturen untersucht
(Abb. 2). Hinsichtlich der Trocknungszeit konnte festgestellt werden, dass eine Trocknungs-
zeitverkiirzung von bis zu 90 % im Vergleich zur Gefrier- und Vakuumtrocknung erzielt
werden konnte. Zudem verkiirzt sich die Trocknungszeit bei 5 mbar im Vergleich zu 10 mbar.
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Abb. 2: Trocknungszeit und Uberlebensrate in Abhiingigkeit der maximalen Produkttemperatur und des
Kammerdrucks

Hinsichtlich der Uberlebenrate hat die maximale Produkttemperatur wihrend der Trocknung

einen groBeren Einfluss auf die Uberlebensrate als die Trocknungsdauer. Ein geringerer

Druck fiihrt ebenso zu einem héheren Uberleben. Es stellte sich heraus, dass 5 mbar Kam-

merdruck und 30 °C maximale Produkttemperatur den besten Vitalitdtserhalt lieferte.

Es konnte also bereits festgestellt werden, dass ein gepulster Mikrowellen-Energieeintrag zu
einer erheblichen Trocknungszeitverkiirzung und damit Energieeinsparung fiihrt und anderer-
seits Produktqualititen erzielt werden konnen, die vergleichbar mit gefrier- und vakuumge-
trockneten Kulturen sind. Damit ist die Basis fiir eine weitere Optimierung geschaffen, wo-
durch die Mikrowellen-Vakuumtrocknung als energetisch giinstigere Alternative zu konventi-
onellen Trocknungsverfahren im industriellen Mafistab in naher Zukunft eingesetzt werden
konnte.
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Lyomikroskopische Untersuchungen zur Ermittlung der Relevanz des Glaszustandes
fiir die mechanische Stabilitit von Proben wiithrend der Gefriertrocknung

Determination of the relevance of the glassy state for the mechanical stability of samples during the freeze-
drying process by means of a freeze-drying microscope

Mathias Aschenbrenner, Maria Springer, Ulrich Kulozik

Das Verfahren der Gefriertrocknung wird fiir die Konservierung hitzesensitiver Produkte wie
pharmazeutisch wirksamer Proteine oder Starterkulturen im Lebensmittelbereich eingesetzt.
Die Gefriertrocknung ist jedoch ein sehr zeit- und energieintensiver Prozess. Um eine effi-
ziente Trocknung zu gewihrleisten, sollten daher optimale Prozessparameter gewihlt werden.
Klassischerweise werden Glasiibergangstemperaturen T, mit Hilfe der Differential Scanning
Calorimetry (DSC) ermittelt und als Orientierung fiir die Prozessoptimierung der Gefrier-
trocknung herangezogen. Somit wurden fiir die Gefriertrocknung, bis dato, Produkttemperatu-
ren knapp unterhalb vom jeweiligen Ty:-Wert angewandt. Tatsdchlich befindet sich eine Probe
bei Temperaturen oberhalb ihres Ty nicht mehr im Glaszustand und die Viskositit sinkt rapi-
de ab. Dies muss aber nicht notwendigerweise zu unmittelbaren Strukturverdnderungen der
Probe fiihren. Hier setzt die Lyomikroskopie an. Diese ermdglicht die Identifizierung genau
jener produktspezifischen Temperatur, der Kollapstemperatur T, bei welcher die strukturellen
Verianderungen eintreten. In diesem Zusammenhang gilt zu kldren, ob die maximal zuldssige
Temperatur fiir die Gefriertrocknung tatsachlich das o.g. Ty ist, oder eventuell auch hohere
Produkttemperaturen angewendet werden kdnnen.

Die Kollapstemperatur einer Losung kann mit Hilfe eines Lyomikroskops (siche Abb. 1)
bestimmt werden.

T e
Kamera
id rC )
= Syste E— amera
Mikroskop (u"w::z,
mit polarisiertem Licht
KahImittelfluss-
steuerung — Mikroskop
i . | (LNPo4/2) e
Drucksensor v | behilter
Te Trocknungskammer
— B (Stage)
(TMS 94 Manual) {FDCS196)
1 L Vakuumpumpe
(mechan. gesteuert)
Druck-
sensor = isi Di
(Pirani)

Abb. 1: Links: Zusammenstellung des Mikroskopaufbaus; Rechts: Schematische Darstellung des Gesamt-
systems
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Der Prozess der Gefriertrocknung wird dabei in kleinstem Ma@stab nachgebildet. Die Tempe-
ratur, bei der erste winzige Strukturverdnderungen (Mikrokollaps) festzustellen sind, wird mit
Temic bezeichnet. Die Temperatur, bei welcher vollstandiger Probenkollaps auftritt, wird als T,
bezeichnet. Zentrales Element der Apparatur ist eine kleine Vakuumkammer (Stage). Die zu
untersuchende Probe wird in der Stage unter Verwendung von fliissigem Stickstoff gefroren.
Zur Trocknung wird durch eine Pumpe ein Vakuum in der Kammer erzeugt. Druck und Tem-
peratur, die das Verhalten der Probe wihrend des Prozesses der Gefriertrocknung bestimmen,
konnen variiert und kontinuierlich aufgezeichnet werden. Die Beobachtung der Probe erfolgt
durch ein Polarisationsmikroskop.

Die Aufzeichnung der Messdaten erfolgt am PC. Der Kammerdruck wird mit Hilfe eines
Pirani Drucksensors, der direkt an die Trocknungskammer anschlieit, erfasst. Die Temperatur
wird nahe dem Produkt mit einem Temperaturfiihler bestimmt. Die Genauigkeit dieses Pt100-
Temperaturfiihlers betrdgt = 0,1 °C. Die Daten zu Temperatur und Druck werden iiber die
Temperatursteuereinheit an den PC geleitet. Mit Hilfe der auf dem Mikroskop installierten
Kamera konnen in frei wihlbaren Zeitintervallen Aufnahmen der Probe gemacht werden. Die
Bilddaten werden in der Software am PC aufgezeichnet und den Druck- und Temperaturdaten
zugeordnet. Die Probe kann wihrend des gesamten Versuchsablaufes im Mikroskop beobach-
tet werden. Dazu wird polarisiertes Durchlicht verwendet. Die Phanomene Kollaps und Mik-
rokollaps werden nach abgeschlossener Messung durch Analyse der aufgezeichneten Daten
optisch identifiziert.

Grundsatzlich verdndert sich die Erscheinung der Probe im Versuchsverlauf aufgrund der
vorherrschenden Druck- und Temperaturbedingungen. Wihrend des Kiihlabschnittes wird die
Probe zunidchst unter ihren Gefrierpunkt gekiihlt, bevor sie schlagartig ausfriert. Das Gefrieren
dauert aufgrund des geringen Probenvolumens nur 1-2 Sekunden. Das Gefrieren der Probe ist
im polarisierten Licht durch die Farbverdnderung deutlich zu erkennen (siehe. Abb. 2).
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Abb. 2: Erscheinungsbild einer fliissigen (links) und einer gefrorenen Trehalose-Losung (rechts) im
Lyomikroskop unter polarisiertem Licht (im farbigen Original eindeutig erkennbar)

Die gebildeten Eiskristalle haben im Gegensatz zur fliissigen Losung doppelbrechende Eigen-
schaften. Die fliissige Losung erscheint daher im polarisierten Licht durchsichtig rétlich, die
doppelbrechende Struktur hingegen deutlich geférbt.

Nach dem Anlegen des Vakuums trocknet die Probe, die im Spalt zwischen Quarz- und
Deckglas liegt, von auBlen nach innen (siche Abb. 3). Bei der Beobachtung der Probe mit
einem Objektiv 10-facher VergroBerung ist nur ein kleiner Ausschnitt sichtbar. Dieser ist
durch das blaue Rechteck skizziert.
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getrocknet
Sublimations-
- front Sublimationsfront
\getrocknet -
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Abb. 3: Trocknungsverlauf einer Probe im Lyomikroskop; links: Draufsicht, rechts: Querschnitt; das kleine
Rechteck im linken Bild zeigt den Bildausschnitt, wie er im Lyomikroskop mit einem Objektiv 10-
facher Vergroferung zu sehen ist

Mit steigender Temperatur treten nach dem Uberschreiten eines bestimmten Temperatur-

grenzwertes strukturelle Verdnderungen auf (siche Abb. 4). Amorphe und kristalline Struktu-

ren sind im polarisierten Licht deutlich gefdrbt. Je nach Anordnung der Strukturen zur Licht-
quelle erscheinen sie in gelber, brauner, blauer oder griiner Farbe. Andern sich diese Struktu-
ren hin zu isotropen Systemen (z.B. Fliissigkeiten) sind sie durchsichtig oder rétlich geférbt.

Der Beginn des Kollapses (Mikrokollaps Tcmic) wurde dabei als die erste Farbverdnderung an

der Trockenfront der Probe definiert (siche Abb. 4A). Um diese gut erkennen zu konnen, ist

ein ausreichend breiter trockener Bereich notwendig. Erst eine Verdnderung entlang der
gesamten Trocknungsfront (siche Abb. 4B) wurde als vollstandiger Kollaps (T.) gewertet.

A

gefroren

gefroren

juoisuonewljqnsg
juolsuonewgNg

Mikrokollaps
1 Kollaps

getrocknet

O 5., getrocknet

Abb. 4: Aufnahmen mit dem Lyomikroskop der Phianomene Mikrokollaps (A) und Kollaps (B); der Pfeil
»Sublimationsfront” zeigt die Richtung des Trocknungsfortschritts an

Mit Hilfe dieses Verfahrens kann die Relevanz der Glasiibergangstemperatur Tg® fiir die
strukturelle Stabilitit beim Gefriertrocknen verschiedenster Proben beurteilt werden. In die-
sem Zusammenhang dienten Dextran- bzw. Trehalose-Losungen auf Basis eines wassrigen
Phosphatpuffersystems (NaCl, K;HPO4/KH,PO4) als Modellsysteme. Abb. 5 zeigt eine ex-
emplarische Gegeniiberstellung der beiden Systeme. Dabei wurde der Einfluss der Saccharid-
konzentration auf T, sowie Tc und Temic untersucht.
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Abb. 5: Glasiibergangs- und Kollapstemperaturen von Trehalose und Dextran in Phosphatpuffer-Losungen in
Abhéngigkeit von der Zuckerkonzentration

Es zeigt sich, dass Ty in beiden Féllen mit der Zuckerkonzentration deutlich steigt. Vermut-
lich ist dies durch das verdnderte Konzentrationsverhiltnis von Puffersalzen zu Zucker in der
amorphen Phase zu begriinden. Je hoher der Anteil des Zuckers, desto schwiécher wird der
Einfluss der Puffersalze. Fiir niedrige Zuckerkonzentrationen liegen die T,-Werte in beiden
Fillen nah bei -60 °C. Durch Konzentrationserhhung erreicht Trehalose Ty:-Werte oberhalb -
40 °C und Dextran sogar oberhalb von -20 °C. Wie erwartet liegen alle Kollaps- und Mikro-
kollaps-Temperaturen oberhalb des zugehdrigen T, Dies bedeutet, dass strukturelle Ande-
rung in unmittelbarer Umgebung von T, nicht auftreten. Im Fall des Disaccharids Trehalose
folgen Temic und T, liber alle Konzentrationen weg dem Verlauf von T,.. Dabei liegt Temic
1.d.R. etwa 3-5°C und T, etwa 5-10 °C oberhalb von T,. Im Gegensatz dazu findet bei
Dextran der Kollaps du Mikrokollaps mehr oder weniger unabhéngig von der Konzentration
bei etwa -10 °C statt. Fiir niedrige Konzentrationen kann eine Temperaturdifferenz von bis zu
45 °C ausgemacht werden. Mit Zunahme der Dextrankonzentration nimmt die Temperaturdif-
ferenz zwischen T, und Kollapsphinomen kontinuierlich ab. Im Vergleich zu den Disaccha-
riden konnen jedoch grundsitzlich hohere Produkttemperaturen realisiert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Relevanz der Glasiibergangstemperatur T, stark vom zuge-
gebenen Schutzstoff abhéngt. Im Fall des Disaccharides Trehalose treten die Kollapsphino-
mene konstant wenige Grad oberhalb von T, auf. In diesem Fall lésst sich auch auf Basis von
DSC-Messungen die maximal zuldssige Produkttemperatur annédhernd prognostizieren. Fiir
das Polysaccharid Dextran hingegen treten starke, nicht-konstante Temperaturdifferenzen
zwischen Ty und T¢/Temic auf. Insofern sind im Falle von Polysaccharid-Gemischen lyo-
mikroskopische Untersuchungen unbedingt zu empfehlen. Die Tatsache, dass bereits einfache
Modelsysteme zu signifikant unterschiedlichen Ergebnissen fiihren, ldsst erahnen, dass mit
Zunahme der Probenkomplexitét die Vorhersehbarkeit der Probenstabilitit deutlich abnimmt.
Besonders im Falle von komplexen Systemen ist die Lyomikroskopie somit ein unerléssliches
Instrument fiir die Prozessoptimierung.

Dank: Dieses Projekt wurde aus Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft (GZ: KU 750/2-1) gefordert
und durch eine Gerételeihgabe der Fa. Chr. Hansen Inc. (Hoersholm, Danemark) ermdglicht.
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Einfluss des Fermentations-pH-Wertes auf die Membranfettsiurezusammensetzung von
Lb. paracasei F19 und deren Bedeutung fiir die Stabilitit in der Niedertemperatur-

Vakuumtrocknung
Influence of fermentation pH on membrane fatty acid composition of Lb. paracasei F19 with respect to
stability in the low temperature vacuum drying

Simon A. W. Bauer, Petra Forst

Das etablierte Verfahren zur Stabilisierung von Starterkulturen ist die Gefriertrocknung.
Allerdings ist dieses Verfahren sehr energie- und zeitintensiv. Zudem kann bereits durch das
Gefrieren der Zellen eine Schadigung eintreten. Eine deutliche Reduktion der Energiekosten,
von thermisch und gefrierbedingten Schidden und hoherer Vitalitdt und Aktivitit kann durch
Niedertemperatur-Vakuumtrocknung (NTVT) knapp oberhalb des Tripelpunktes erreicht
werden [1]. Diese Arbeit berichtet iiber die Auswirkung des wihrend der Fermentation indu-
zierten pH-Stresses auf die Membranfettsdurezusammensetzung und deren Effekt auf die
Viabilitét eines probiotischen Teststammes nach der Trocknung.

Es wurde Lb. paracasei F19 als Teststamm verwendet. Um den Einfluss des Fermentations-
pH auf die Stabilitit der Zellen wihrend der NTVT zu untersuchen, wurde die Kultur bei drei
verschiedenen pH-Situationen in 2L-Laborfermentern auf einem modifizierten MRS-Medium
fermentiert. Es wurden zwei geregelte (pH-Optimum 6,3; pH-Stress 4,5) und eine ungeregelte
(freie Sduerung mit pHsere 5,4) Filhrungsbedingungen gewéhlt, um gezielt Unterschiede zwi-
schen ungestressten, dauerhaft gestressten und unter sich aufbauendem Saurestress fermen-
tierten Zellen zu untersuchen. Die Zellen wurden in der friihstationdren Wachstumsphase
geerntet, aufbereitet und getrocknet. Diese Trockenpriparate wurden hinsichtlich ihres Rest-
wassergehaltes und der Uberlebensrate untersucht. Dariiber hinaus wurde bei den aufbereite-
ten Zellen vor der Trocknung die Membranfettsdurezusammensetzung bestimmt. Hierzu

100 wurden die Zellsuspensionen durch
Ultraschallbehandlungen aufge-
schlossen und mittels Methanol-
Chloroform-Gemischen doppelt
extrahiert. Die Bestimmung der
Fettsdurezusammensetzung erfolgte
mittels Gaschromatographie. Fiir die

freie Sauerung

pH Stress

Uberlebensrate [%)]
>

| Bewertung des pH-Einflusses wur-

\ den sowohl die Anderungen der

pH Optimum einzelnen Fettsduregehalte als auch

. | | | das Verhiltnis der ungesittigten zu

05 10 15 2,0 den gesittigten Fettsduren (Rys-
Rus Fl Wert) betrachtet.

Abb. 1: Einfluss des Verhiltnisses von ungesittigten zu gesattig- ) )

ten Fettsduren (Rys) in der Membran (induziert durch verschie- Aus Abb I wird del_l.ﬂl.Ch’ dass das
dene Fermentations-pH-Werte) auf das Uberleben von Lb.  Verhiltnis der ungesittigten zu den
paracasei F19 in der NTVT (35 °C Stellflichentemperatur / 15 gesittigten Fettsduren der Membran

mbar Kammerdruck) durch den Fermentations-pH-Wert
beeinflusst werden kann. Dariiber hinaus ldsst sich erkennen, dass die Uberlebensrate mit
zunehmendem Gehalt an gesittigten Fettsduren steigt. Die Erklarung ist, dass eine fluide
Membran besser in der Lage ist mechanischen Stress, wie er z.B. durch die Bildung von
Eiskristallen entsteht, unversehrt zu tiberstehen. Im Falle der NTVT treten solche Stressfakto-
ren nicht auf, allerdings weisen die Zellen im ungefrorenen System eine Restaktivitit auf.
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Das bedeutet, dass degenerative Prozesse innerhalb der Zelle ablaufen kénnen. Solche zellula-
ren Effekte werden unterbunden, sobald die Membran in den Gel-Zustand {ibergeht.

Eine Membranzusammenset-zung, die bereits am Anfang des Trocknungsprozesses in die
starre Gelphase tibergeht, flihrt dazu, dass ab diesem Zeitpunkt degenerative Prozesse mini-
miert werden. Je niedriger der Rys —Wert ist, umso mehr gesittigte Fettsduren sind in der
Membran enthalten. Demzufolge wird der Membranphaseniibergang (Liquid/-kristalline
Phase zu Gelphase) bereits bei einer hoheren Temperatur und somit frither im Trocknungs-
prozess vonstattengehen und somit degenerative Prozesse in der Zelle inhibieren, was die
Steigerung der Uberlebensrate erkliren kann.

Literatur:

[1] Bauer, S.A.W.; Schneider, S.; Behr, J.; Kulozik, U.; Forst, P.. Combined influence of fermentation and
drying conditions on survival and metabolic activity of starter and probiotic cultures after low-temperature
vacuum drying. J. Biotechnology, 159, 351-357, 2012
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Wirtschaft und Technologie/AiF) iiber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert (Pro-
jekt-Nr. AiF-FV 15616 N).

Medienoptimierung zur Effizienzsteigerung von Starterkulturen
Increasing starter cultures efficiency by media optimization

Malee Kallbach

Die Herstellung und Anwendung von Starterkulturen in der Milchwirtschaft ist in den letzten
Jahren um ein Vielfaches gestiegen. Bei den als Starterkulturen und Probiotika eingesetzten
Kulturen handelt es sich iiberwiegend um Milchséure- und Bifidobakterien. Die Zuwachsra-
ten im Bedarf dieser Kulturen begriinden sich in der vermehrten Veredelung von fermentier-
ten Milchprodukten durch den Probiotikazusatz. Die Kulturen werden in hoher Zellkonzentra-
tion, als Pulver oder in Form von gefrorenen Pellets, dem Fermentationsprozess bzw. den
Produkten direkt zugesetzt. Der Trend geht zum getrockneten Pulver, da die Transportkosten
geringer sind und die Lagerung bei hoheren Temperaturen erfolgen kann. Der Trocknungs-
schritt geht jedoch mit einem hohen Verlust an lebenden Zellen einher. Das Uberleben der
Kulturen wéhrend der Trocknung kann mafBigeblich durch das Kultivierungsmedium beein-
flusst werden.

Ziel dieser Arbeit ist eine ressourcenschonende biotechnologische Produktion effizienter
Starterkulturen. Der erste Schritt zum Erreichen dieses Ziels ist die Optimierung des Fermen-
tationsmediums. Milchsdure- und Bifidobakterien stellen hohe Anspriiche an das Kultivie-
rungssubstrat. Das Fermentationsmedium spielt somit einerseits eine wichtige Rolle bei der
Gewinnung von hohen Ausbeuten an vitalen Zellen und ist anderseits mal3geblich fiir das
spitere Uberleben der Kultur wihrend der Trocknung. StandardmiBig wird fiir industrielle
Zwecke meist ein Magermilchmedium und im LabormaBstab ein MRS-Medium verwendet.

Da Starterkulturen immer hdufiger in Linder exportiert werden, die ein Koscher-Zertifikat
verlangen, soll in dem Medium auf den Zusatz tierischer Produkte verzichtet werden. Es wird
ein auf Hefeextrakt basierendes Medium entwickelt, das ohne Zusatz von Magermilch,
Fleischextrakt oder Pepton vergleichbare oder hohere Ausbeuten liefert als bisher genutzte
Medien. Medien, die hohe Ausbeuten an vitalen Zellen liefern, werden im Anschluss auf das
Uberleben wihrend der Trocknung validiert. Erste Versuche zeigen, dass der Stickstoffbedarf
im MRS-Medium vollstindig durch Hefeextrakt gedeckt werden kann.
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In Abb. 1 wurde der Stamm Lactobacillus paracasei ssp. paracasei ohne signifikante Ande-
rungen im Wachstumsverhalten in drei verschiedenen MRS-Medien kultiviert.

12
—&— MRS-Medium

—O— MRS-Medium ohne Fleischextrakt
_| —¥— MRS-Medium ohne Fleischextrakt und ohne Pepton

-
o

o]
L

Optische Dichte bei 600 nm [-]
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Abb. 1: Einfluss der Stickstoffquelle auf das Wachstum von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

Die Medien unterscheiden sich nur hinsichtlich der Stickstoffquelle. Im MRS-Medium wird
der Stickstoff durch Fleischextrakt, Pepton und Hefeextrakt zur Verfiigung gestellt. In dem
zweiten Medium (MRS-Medium ohne Fleischextrakt) iiber Pepton und Hefeextrakt und im
dritten Medium (MRS-Medium ohne Fleischextrakt und ohne Pepton) wird der gesamte
Stickstoff liber den Hefeextrakt eingetragen. In allen drei getesteten Medien weist das Wachs-
tum von L. paracasei keine signifikanten Abweichungen auf.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Herkunft des zur Verfiigung gestellten Stickstoffes
fiir das Wachstum keine entscheidende Rolle spielt. In nachfolgenden Versuchsreihen soll das
Medium beziiglich der Wachstumsrate optimiert und im Anschluss fiir weitere Milchsdure-
bakterien etabliert werden.

Mikroverkapselung von Probiotika mittels Spriihtrocknung
Microencapsulation of probiotics in milk protein matrices by spray drying
Rebecca Wiirth, Petra Forst

Die Mikroverkapselung ist eine Methode zum Schutz sensitiver Inhaltsstoffe in Lebensmitteln
vor adversen Prozess- und Milieubedingungen. So kann beispielsweise der Erhalt der Vitalitdt
der Probiotika beginnend bei der Konservierung, iiber die Lagerung im Produkt bis hin zum
Erreichen des Intestinaltrakts erzielt werden. Bisher hiufig eingesetzte Verkapselungsmateria-
lien sind Polysaccharide, welche sich aber aufgrund ihrer Unverdaulichkeit fiir den Zweck der
gezielten Wirkstofffreisetzung nur bedingt eignen. Eine Alternative stellen Milchproteine als
Matrixmaterial dar. Der hierfiir entwickelte Verkapselungsmechanismus beruht auf dem
Prinzip der Labgelbildung. Das zugehorige Prozessschema ist in Abbildung 1 dargestellt.

Zur Herstellung der Kapseln wird nach der Inkubation des Magermilchkonzentrats bei kiihlen
Temperaturen mit Labenzym dieses sprithgetrocknet. Durch diese Temperaturfiihrung kann
die Abspaltung des Caseinmakropeptids (CMP) von den Caseinmizellen von der anschlieen-
den Aggregation getrennt werden, ohne dass die Gelbildung einsetzt. Erst durch die Rehydra-
tisierung bei Temperaturen iiber 30 °C erfolgt die Gelbildung und damit die Kapselbildung.
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Abb. 1: Prozessschema zur Mikroverkapselung von Probiotika mittels Sprithtrocknung

Daher findet die finale Gelbildung erst im Rehydratisierungsschritt statt. Neben der Tempera-
tur spielt hier die Zusammensetzung des Rehydratisierungsmediums eine entscheidende Rolle
fiir die Kapselbildung. In diesem Zusammenhang wurde der Einfluss unterschiedlicher Salze
und Salzkonzentrationen untersucht. Die Ergebnisse fiir das zweiwertige Salz CaCl, sind in
Abb. 2 dargestellt. Als MaB fiir das freie Matrixmaterial in Abhéngigkeit von der Rehydrati-
sierungstemperatur wurde das freie Casein nach Sedimentation der Kapseln herangezogen.

Die Zugabe von CaCl, ermdglicht bei fiir die probiotische Mikroorganimen unschédlichen
Temperaturen von 40 °C, dass bei 0,02 % tiber 80 % des Caseins an der Kapselbildung betei-
ligt ist, bei 0,03 % sogar 90 %. Hier ist davon auszugehen, dass ein kompaktes Gelnetzwerk
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ausgebildet wurde. Die Verbesserung
der Kapselbildung ldsst sich dadurch
erkldren, dass die Zugabe von CaCl, zu
einer Verminderung von repulsiven
Kriften zwischen den Mizellen und
zusdtzlich  zur  Ausbildung  von
Salzbriicken fiihrt. Diese Effekte treten
bei der hoheren Temperatur von 55 °C
noch verstérkt auf.

Abb. 2: Einfluss der Rehydratisierungstemperatur auf die Kapselbildung bei unterschiedlicher CaCl,-Kon-

zentration
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Zusitzlich wurden zur Feststellung der
in der Kapsel fest gebundenen Mikro-
organismen die wissrige Rehydratis-
ierungsfliissigkeit zentrifugiert und die

100 A I ohne CaCl,

I 0,02% CaCl,

80 in den Kapseln gebundenen Mikroor-

s ganismen nach dem Kapselaufschluss
E 60 erfasst. Abb. 3 zeigt den relativen
© Anteil der Mikroorganismen im Pulver
£ und in den fertigen Kapseln, wobei
g 40 - zwischen Rehydratisierung mit und
ohne CaCl, unterschieden wurde. Die

20 Unverzichtbarkeit von CaCl, wird

besonders deutlich, wenn man die
geringe kapselgebundene Keimzahl
von knapp 159% betrachtet, die in
puver \Qa()se\“ Kapseln festgestellt wurde, wenn die
Kapselbildung ohne CaCl,-Zusatz
durchgefiihrt wurde.

Abb. 3: Anteil verkapselter Keim nach dem Rehydratisieren

Die Verkapselungseffizienz ist bei der Kapselbildung mit CaCl, sehr hoch und liegt bei ca. 75
%. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Spriihtrocknung eine einfache und effektive Methode
zur Kapselherstellung darstellt, wenn bei der Rehydratisierung eine Temperatur > 30 °C
vorliegt und die Kapselbildung in Gegenwart von CaCl, durgefiihrt wird.

Dank: Dieses Projekt wurde aus Mitteln der industriellen Gemeinschaftsforschung (Bundesministerium fiir
Wirtschaft und Technologie/AiF) iiber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.
Projekt-Nr. AiF-FV 16537 N.

Forschungsgebiet Proteintechnologie und Mikrostruktur-Verfahrenstechnik
Workgroup Protein Technology and Microstructure Engineering

Casein proteins are not resistant to trypsin enzyme hydrolysis
Casein ist nicht resistent gegeniiber tryptischer Hydrolyse
Dr. Seronei Chelulei Cheison

Caseins are phosphoproteins that are insoluble and precipitate following acidification of raw
skim milk to their isoelectric point of pH 4.6 at 20°C, and constitute some 80% of milk pro-
teins. Bovine caseins are mixed proteins made up of osj-casein, as-casein, B-casein and x-
casein in the ration 3:0.8:3:1, respectively. Caseins play as phosphorous carriers and source of
bioactive peptides. In human milk it has been reported that the ag-caseins are not present.
This has led to several studies claiming that these caseins, and whey protein B-lactoglobulin
(B-Lg), constitute the main allergens in infant formula which contains cow’s milk. A product
containing milk proteins with little or no ag-caseins and -Lg would be considered safe for
cow’s milk allergy (CMA) sensitive populations.

Many methods are used to separate bovine milk proteins into the caseins and whey proteins.
Furthermore, caseins can be fractionated further using different methods. These include ion
exchange, especially anion exchange, chromatography (Turhan et al, 2003). Unlike the whey
protein fractionation, their close molecular weight sizes and lack of differences in heat sensi-
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tivity make their separation rather limited to ion exchange chromatography. In whey protein
fractionation, we have recently demonstrated that selective enzyme hydrolysis with trypsin
(Cheison et al., 2011) and chymotrypsin (Lisak et all, 2012) removed -Lg which was con-
verted to peptides while a-lactalbumin (a-La) was resistant. In addition, it was demonstrated
that a-La could be digested at low pH using Acid Protease A (Cheison et al., 2012) in a proc-
ess which left B-Lg as the intact protein. These methods demonstrate potential for enzymatic
methods to aid in the purification of whey proteins. We wanted to find out whether caseins
could be selectively hydrolysed by trypsin. Before hydrolysis with trypsin, all the caseins
were detected (). Hydrolysis was performed under different pH (pH 7.0, 7.8 and 8.5) and
temperature (25°C, 37°C and 50°C) combinations. The experimental setup was randomised.
After hydrolysis, all the caseins were depleted by the enzyme in a manner that suggests that
the enzyme was not selective for any of the casein proteins. For example, the electrophoreto-
grams of casein substrate before and 120min after hydrolysis with trypsin at 25°C and pH 8.5,
37°C and pH 7.8 as well as 50°C at pH 8.5 shows that the enzyme was not selective for any
casein (Fig. 2) unlike the case of whey proteins which were shown in our previous work
(Cheison et al., 2012; Cheison et al., 2011; Lisak et al., 2012) to be selectively hydrolysed by
trypsin, chymotrypsin (hydrolysis of f-Lg) and Acid Protease A (hydrolysis of a-La).
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Fig. 1: RP-HPLC chromatogram showing the casein Fig. 2: SDS electrophoretogram of caseins before and
composition of substrate before hydrolysis after trypsin hydrolysis for 120 mins showing

complete hydrolysis of caseins by trypsin

In each case, trypsin digested all the caseins simultaneously, with no evidence of resistance to
the enzyme of any casein. Although this work did not evaluate the sizes of the peptides ob-
tained from hydrolysis, it is clear that native caseins were converted to various peptides.

Enzyme selectivity would provide an important opportunity for the avoidance of casein hy-
drolysis or for purification of one or more caseins from a mixture. In this work, it was demon-
strated that trypsin resistance is not a property possessed by the caseins, owing, probably to
their molecular structures in which the globular structure is missing unlike in the case of whey
proteins. Whether it is only the globular nature or both the globular conformation and the
amino acid sequence that account for the resistance in a-La remains unknown.

These results provide a basis for subsequent work in which we seek to separate the caseins
from the whey proteins before hydrolysis of whey proteins in order to avoid peptide bitterness
associated with casein hydrolysis. Unlike the case of whey protein hydrolysis which show that
some enzymes, under specific conditions, hydrolyse some proteins while some are resistant,
this property was not found with casein hydrolysis. These results mean that selective hydroly-
sis as a purification method within the studied range of conditions and enzymes is not possible.
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Einfluss des pH-Werts und des Ionenmilieus auf die Schiumungseigenschaften von

p-Lactoglobulin
Impact of pH and ionic milieu on the foaming properties of p-lactoglobulin
Jannika Dombrowski

Im Lebensmittelbereich spielen proteinstabilisierte Schdume u. a. im Bereich der milchbasier-
ten Produkte eine bedeutende Rolle. Es ist bekannt, dass die enthaltenen Proteine aufgrund
struktureller Unterschiede (z. B. globuldres B-Lactoglobulin vs. flexibles B-Casein) abhingig
von den Milieubedingungen unterschiedliche Grenzflachenaktivititen und somit auch Schiu-
mungseigenschaften aufweisen. Fiir den Schdumungsprozess resultiert daraus, dass sowohl
positive als auch negative Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Proteinen sowie ggf.
weiteren Rezepturbestandteilen auftreten konnen, welche die Eigenschaften der erzeugten
Schaume wesentlich beeinflussen. Ziel dieser Arbeit ist es, das majore Molkenprotein
B-Lactoglobulin hinsichtlich des Schdumungsverhaltens in Abhingigkeit der Proteinkonzent-
ration sowie verschiedener Milieubedingungen (z. B. pH-Wert und Ionen-stdrke) zu charakte-
risieren. Zur Schaumcharakterisierung dienen die Parameter Schaum-kapazitdt und Schaum-
stabilitdt. Die Schaumkapazitit ldsst sich iiber das Verhiltnis des maximalen Schaumvolu-
mens Vs =9 zum Ausgangsvolumen der Proteinlosung V; beschreiben. Die Ermittlung der
Schaumstabilitét erfolgt durch den Quotienten aus dem Volumen des Schaums zum Zeitpunkt
t=x und dem maximalen Schaumvolumen nach Ende des Aufschdumvorgangs (1=0). Wie
Abb. 1 zeigt, erfolgte die Schaumherstellung in einer Glassdule (d =4 cm). Ein definiertes
Gasvolumen (Vga,s=0,1 L min'l, 60 s) wurde durch eine Glasfritte (Porositit 9-16 um) in der
vorgelegten Proteinlosung (V =40 mL) dispergiert und die Verdnderung des Schaumvolu-
mens in Abhéingigkeit der Zeit (tgesamt = 30 min) zerstorungsfrei aufgezeichnet.

Vo=
Schaumkapazitit [%)] = % x 100
i
Ve =
} Vs,i-x  Schaumstabilitat [%] = —=% x 100
Vst=o

Abb. 1: Prinzip der zerstérungsfreien Bestimmung von Schaumkapazitit und Schaumstabilitét

Neben der Proteinkonzentration und der Temperatur spielen der pH-Wert und die Ionenstirke
der verwendeten Ausgangslosung eine wesentliche Rolle in Bezug auf die Grenzflichenakti-
vitdt und die Schaumungseigenschaften der enthaltenen Proteinmolekiile. Salze verdndern die
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Ladungsreichweite sowie die Loslichkeit von Proteinen, wogegen der pH-Wert in einer spezi-
fischen Nettoladung der Proteinmolekiile resultiert. Zusédtzlich veréndert sich die Struktur des
B-Lactoglobulins durch den pH-Wert. Im Sauren sowie im Neutralen liegt -Lactoglobulin
iiberwiegend als Dimer vor, wahrend es am isoelektrischen Punkt (pH 5,2) zur Bildung von
Oktameren kommt. Oberhalb von pH 8 verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung Mo-
nomere, bevor es schlieflich zu einer Auffaltung und Denaturierung des Proteins kommt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde B-Lactoglobulin zum einen in destilliertem Wasser und zum
anderen in UF Permeat gelost, um den Einfluss des Ionenmilieus in Abhédngigkeit des pH-
Werts zu evaluieren. Abb. 2 zeigt beispielhaft die Schaumkapazitit sowie die Schaumstabili-
tat einer 1 %-igen P-Lactoglobulin Losung (dest. Wasser bzw. UF Permeat) in einem pH-
Bereich von 2 bis 10.

Die Zunahme der Schaumkapazitit mit steigendem pH-Wert in einem Bereich von pH 2 bis
pH 5, sowohl fiir B-Lactoglobulin in Wasser als auch in UF Permeat, ist durch die Abschir-
mung der positiven Ladung der Proteinmolekiile erkldrbar, die eine geringere Energiebarriere
liberwinden mussten, um an die positiv geladene Grenzfldche zu adsorbieren. Oberhalb des
isoelektrischen Punktes (IEP, pH 5,2) kam es in Abhéngigkeit des pH-Wertes bis pH 7 auf-
grund der allgemein geringeren Energiebarriere (negative Ladung der Proteine) zu keiner
weiteren signifikanten Verdnderung der Schaumkapazitit. Der Anstieg der Schaumkapazitit
von 400 % (pH 8) auf 580 % (pH 10) kann durch die Auffaltung des Proteinmolekiils und der
damit verbundenen Freilegung hydrophober Bereiche aus dem Inneren der Struktur erklért
werden, wodurch es zur schnelleren Diffusion der Proteinmolekiile an die Luft/Wasser-
Grenzfliche kommt.
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Abb. 2: Finfluss des lonenmilieus auf die Schaumkapazitit (links) und die Schaumstabilitit (rechts) von
B-Lactoglobulin

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten wurde bei allen Schaumversuchen
mit einem konstanten Ausgangsvolumen der Proteinlosung von 40 mL gearbeitet. Im Bereich
von pH 3 bis pH 8 war die Losung aus B-Lactoglobulin in UF Permeat allerdings bereits vor
Beendigung der Gaseinbringung verschdumt, weswegen die Versuche mit einem hoheren
Ausgangsvolumen wiederholt wurden. Die dazugehorigen Ergebnisse sind im Diagramm fiir
die Schaum-kapazitit (Abb. 2, links) durch die gestrichelte Linie dargestellt.

In Bezug auf die Schaumstabilitét lieB sich fiir f-Lactoglobulin in UF Permeat eine Zunahme
mit steigendem pH-Wert feststellen. Wahrend sie bei pH 2 bei 10 % lag, erreichte sie im
Bereich des isolelektrischen Punktes bzw. bei pH 10 ein Maximum von 90 %. Im direkten
Vergleich zum destillierten Wasser konnte fiir die Proben mit UF Permeat bei pH 3 und pH 7
eine Erhohung der Schaumstabilitéit festgestellt werden. Im Bereich des IEP hatte das Lo-
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sungsmittel hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die Schaumstabilitit. Die erhohte
Stabilitdt der Schdume aus B-Lactoglobulin in UF Permeat gegeniiber derer mit destilliertem
Wasser als Losungsmittel ldsst sich auf die Abschirmung der Nettoladung durch die enthalte-
nen lonen sowie die mogliche Ausbildung von Ionenbindungen zwischen benachbarten Prote-
inmolekiilen an der Grenzfldche zuriickfiihren. Am IEP war keine Verdnderung der Schaum-
stabilitdit zu beobachten, da hier aufgrund der pH-bedingten reduzierten elektrostatischen
Abstoflung der Proteinmolekiile bereits eine sehr hohe Belegungsdichte an der Grenzfldche
und somit ein stabiler, hoch viskoelastischer Film erreicht wurde.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Schaumungseigenschaften von B-Lactoglobulin
stark vom pH-Wert und dem verwendeten lonenmilieu der Ausgangslosung abhédngen.

Dank: Dieses Projekt wurde aus Mitteln der industriellen Gemeinschaftsforschung (Bundesministerium fiir
Wirtschaft und Technologie/AiF) iiber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.
Projekt-Nr. AiF-FV 17124 N.

Steigerung der emulgierenden Eigenschaften von B-Lactoglobulin durch enzymatische
Hydrolyse

Improving emulsifying properties of f-Lactoglobulin by enzymatic hydrolysis

Elena Leeb, Melanie Marx, Seronei Cheison

Molkenproteine werden aufgrund ihrer guten technologisch-funktionellen Eigenschaften zur
Stabilisierung verschiedener Lebensmittelstrukturen eingesetzt. Die Funktionalitdt der Mol-
kenproteine basiert auf deren chemisch-physikalischen Eigenschaften (z.B. Loslichkeit,
Hydrophobizitdt, Grenzflichenadsorption), welche wiederum durch das umgebende Milieu
und der daraus resultierenden Proteinkonformation beeinflusst werden. In Abhéngigkeit von
der rdumlichen Anordnung werden grenzfldchenaktive Regionen des Proteins unterschiedlich
stark exponiert, so dass die funktionellen Eigenschaften nicht immer ideal genutzt werden
konnen. Da die Konformation einen maf3geblichen Einfluss auf die funktionellen Eigenschaf-
ten besitzt, konnen diese durch eine enzymatische Hydrolyse des Proteins verdndert werden.
Neben einer Verringerung des Molekulargewichtes und einer Steigerung der Anzahl ionisier-
barer Gruppen werden dabei hydrophobe Gruppen aufgedeckt. Die so erreichte zusétzliche
Exposition grenzfldchenaktiver Gruppen ermdglicht den gezielten Einsatz dieser Proteinfrag-
mente in Lebensmitteln.

Ziel dieser Untersuchung war es daher, den Einfluss einer tryptischen Hydrolyse auf die
emulgierenden Eigenschaften von B-Lactoglobulin (B-Lg) zu ermitteln. Um ein Hydrolysat
mit definierter Peptidzusammensetzung einsetzen zu kénnen, wurde natives B-Lg unter fiir
das Enzym optimalen Bedingungen (38 °C, pH 8) mit Trypsin hydrolysiert (Enzym-Substrat-
Verhéltnis: 0.1 %). Der Einfluss der Milieubedingungen wihrend des Emulgierprozesses
wurde durch Variation des pH-Werts (5.1, 6.8, 8.0) und der Proteinkonzentration (0.25 %,
1 %, 5 %) bestimmt. Die Ol-in-Wasser-Emulsionen (10 % Olanteil) wurden unter Zugabe von
nativem sowie hydrolysiertem B-Lg stabilisiert. Die emulgierenden Eigenschaften des intak-
ten sowie hydrolysierten B-Lg wurden schlielich anhand der PartikelgroBenverteilung der
Emulsionstropfen bewertet.

In Abb. 1 sind zunichst die PartikelgroBenverteilungen der mit intaktem B-Lg stabilisierten

Oltrépfchen anhand des d,g 3> dso; und d, ; in Abhéngigkeit der Proteinkonzentration und des

pH-Werts der Emulsion dargestellt.



ZIEL — Abteilung Technologie 91
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Abb. 1: Einfluss des pH-Werts auf die Partikelgréfen (dl-:-_3= d:._:,__,.z dg_:,__,,) Erhéhung des pH-Wertes

der Emulsionstropfen in Abhingigkeit von der f-Lactoglobulin-Konzentration

(ohne vorherige Hydrolyse) von 5.1 auf 6.8 bzw. 8.0

sowie durch Steigerung der
Proteinkonzentration kénnen dennoch stabile Emulsionen erhalten werden, indem eine Auf-
rahmung der kleinen Tropfchen mit Durchmessern von etwa 1 pm deutlich verringert wird.
Jedoch ist unabhéngig von der Proteinkonzentration ein deutlicher Einfluss des umgebenden
pH-Werts auf die Stabilitit der Emulsionen zu verzeichnen, der maf3geblich durch pH-
bedingte Konformationsdnderungen sowie elektrostatische Wechselwirkungen bedingt ist.
Wihrend bei pH-Werten der Emulsionen am IEP des B-Lg die OltropfchengrdBe als auch die
PartikelgroBenverteilung deutlich am grof3ten ist, werden bei hoheren pH-Werten von 6.8 und
8.0 kleinere Tropfchen stabilisiert.

Um den Effekt des umgebenden Milieus auf die Molekiilstruktur und somit auch auf die
Grenzflachenbesetzung zu vermindern, wurde ein Abbau des Proteins zu Peptiden durch
enzymatische Hydrolyse durchgefiihrt. Es wurde hydrolysiertes f-Lg als Emulgator, im Ver-
gleich zum nicht hydrolysierten B-Lg eingesetzt. Neben der Verringerung des Molekularge-
wichts und einer damit verbundenen schnelleren Adsorption der Molekiile an der Grenzflache
werden durch die enzymatische Hydrolyse grenzfldchenaktive Regionen des Molekiils freigelegt.

Durch die tryptische Hydrolyse
von B-Lg konnte der Einfluss des
umgebenden pH-Werts auf die
5l emulgierenden Eigenschaften des
Proteins verringert werden. In
e | Hn Abb. 2 sind der d10’3, d50,3 und
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der Emulsionstropfen in Abhingigkeit von der Konzentration an

hydrolysiertem p-Lactoglobulin
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Es wird deutlich, dass im Vergleich zum Einsatz von nativem B-Lg die Tropfchengroflenver-
teilung der Emulsionen unter Einsatz des hydrolysierten B-Lg deutlich niedrigere Werte auf-
zeigen. Um die Unterschiede zwischen den verschiedenen pH-Werten deutlicher zu machen,
wurde die Skala in Abb. 2 im Vergleich zu Abb. 1 gespreizt. Wihrend durch die Steigerung
der Peptidkonzentration die Tropfchengroe merklich beeinflusst wird, besitzt der pH-Wert
der Emulsion einen deutlich geringeren Einfluss. So konnten bei niedrigen Proteinkonzentra-
tionen von 0.25 % und einem pH von 5.1 mittlere Tropfchengréfen von 4.6 pm ermittelt
werden, die durch eine Steigerung des pH-Werts bis hin zu 8.0 einen mittleren Durchmesser
von 1.7 um aufwiesen. Bei hohen Proteinkonzentrationen von 5 % konnte eine mittlere
Partikelgrofle von etwa 0.5 um unabhingig vom umgebenden pH-Wert ermittelt werden.

Durch die tryptische Hydrolyse konnte eine Steigerung der emulgierenden Eigenschaften des
B-Lactoglobulins erreicht werden, welche zudem den Einfluss des umgebenden pH-Werts auf
die Grenzflachenstabilisierung vermindert.

Dank: Dieses Projekt wird aus den Mitteln der industriellen Gemeinschaftsforschung (Bundesministerium fiir
Wirtschaft/AiF) tiber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert. Projekt-Nr: AiF-FV
16541 N.

Aggregation von Molkenproteinen bei Erhitzung und Scherung — Einfluss der Protein-
konzentration
Aggregation of whey proteins under heating and shearing conditions — effect of protein concentration

Magdalena Merkl

Funktionelle Eigenschaften von Proteinen konnen durch kontrollierte Aggregation gezielt
modifiziert werden. Eine solche Partikelbildung kann durch eine kontrollierte mechanische
und thermische Behandlung erreicht werden. Im industriellen MaBstab bestehen verschiedene
Moglichkeiten, um einen kombinierten Erhitzungs- und Scherprozess zu realisieren. Es kann
beispielsweise die Heilextrusion eingesetzt werden. Im Vergleich zum Schabewérmetauscher
konnen im Extruder wesentlich hohere Trockenmassen eingesetzt werden, so dass weniger
Volumen behandelt werden muss und der Prozess dadurch energieeffizienter wird. Da aber
die Verweilzeit und die Scherrate bei der Extrusion sowohl von der Schneckenkonfiguration
und der Drehzahl sowie von den rheologischen Eigenschaften der Proteinlosung abhingen,
konnen sie im Extruder nicht unabhéngig voneinander untersucht werden. Um den Einfluss
einzelner Parameter zu untersuchen, wurde daher zunichst im Labormal3stab mit einem Rota-
tionsrheometer gearbeitet. Damit konnen Effekte durch Scherung, Temperatur und Verweil-
zeit voneinander entkoppelt werden. Fiir die Untersuchungen wurde die Proteinkonzentration
von 5 bis 30 % (w/w) variiert. Der Einfluss der Proteinkonzentration auf den Anteil an aggre-
giertem Protein (AaP) bei 70 °C, einer Heihaltezeit von 30 min und einer Scherrate von 500
s ist in Abb. 1 dargestellt. Der AaP wird hier vereinfacht als Differenz zwischen Gesamtpro-
tein und nativem Protein definiert. Nach gleicher Behandlungszeit steigt der AaP mit der
Proteinkonzentration.
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Damit wird bei hoherer Prote-
inkonzentration schneller ein
hoherer AaP erreicht. Nach 30
min HeifBhaltezeit sind alle
Proteine aggregiert und der
Konzentrationseinfluss kann
unabhédngig vom AaP betrachtet
werden. Durch Erhéhung der
Proteinkonzentration entstehen
kleinere Aggregate (Abb. 2).
Dies ist auf die hohere Viskosi-
tit und die damit verbundene
hohere auf die Partikel wirken-
de Schubspannung zuriickzu-
fiihren.

Allerdings nimmt mit hoherer Proteinkonzentration auch der Span, ein MaB fiir die Breite der

PartikelgroBenverteilung, zu (Abb. 2).
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Abb.2: Emnfluss der Protemk onzentration auf die mittlere PartikelzrdBe und Span der
PartikelgréBenverteilung bei 80 °C, y'=14352 sl und einem AaP > 98 %

Zudem ist die Kontakthaufigkeit
grofler, die Partikel wachsen
schneller. Der Einfluss der Mol-
kenproteinkonzentration auf die
Struktur der gebildeten Aggregate
ist anhand der Lichtmikroskop-
aufnahmen bei 100-facher Ver-
groBerung in Abb. 3 dargestellt.

Die Struktur und das Aussehen
der Aggregate dnderten sich mit
steigender  Proteinkonzentration
von einer verzweigten, pordsen
Erscheinung zu einer runden und
kompakten Form.

Abb. 3: Struktur der Aggregate nach 30 min Heifhaltezeit bei 80 °C und einer Scherrate von 300 s "1 bei ver-
schiedenen Molkenproteink onz entrationen (w/w) (2} 3 %6 (b) 10 % (c) 20 % und {d) 30 %
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Dies kann durch die unterschiedliche Schubspannung, die auf die Partikel wirkt, erklért wer-
den. Bei einer geringen Proteinkonzentration ist die Viskositdt der Suspension gering und
damit auch die wirkende Schubspannung, dadurch kdnnen sich die Proteine an vielen Ober-
flaichen-Kontaktpunkten anlagern und Verzweigungen ausbilden.

Bei hoheren Konzentrationen ist dies aufgrund der hoheren Schubspannung dagegen nicht
moglich. Folglich erhalten die Aggregate eine sphirische Form und eine glattere Oberfldche.
Die gebildeten Aggregate werden zusétzlich durch die hohere Kraft (bzw. Schubspannung),
die auf die Partikel wirkt verdichtet.

Da die Struktur und Grofe mafgeblich die funktionellen Eigenschaften der Proteinaggregate
mitbestimmen, konnen diese Ergebnisse als Basis fiir die Auslegung von Extrusionsprozessen
zur Herstellung von mikropartikulierten Molkenproteinen dienen.

Fraktionierung von Eigelb und technologisch-funktionelles Potential der Eigelb-

hauptfraktionen Granula und Plasma

Fractionation and separate utilisation of the techno-functional potential of egg yolk’s main fractions plasma
and granules

Thomas Strixner

Eigelb ist ein komplexes System zahlreicher Lipide, Proteine und Lipoproteine mit einem
Trockenmassegehalt von ca. 50 %, das sich durch die gezielte Verdnderung von Milieu- und
Prozessbedingungen in seiner Funktionalitit beeinflussen lasst. Natiirliches Eigelb besteht zu
80 % aus einer Plasma-Fraktion und zu 20 % aus Eigelbpartikeln, den so genannten Granula.
Plasma ist die wasserldsliche Lipid-Fraktion des Eigelbs und besteht zu 85 % aus Low-
Density-Lipoproteinen (LDL). Die sedimentierbaren Granula-Bestandteile bestehen aus High-
Density-Lipoproteinen (HDL) und Phosvitin, die durch Calcium-Phosphat-Briicken miteinan-
der verbunden sind. Bei der Verwendung von Gesamt-Eigelb lassen sich zwar physikalisch
stabile Emulsionen erzeugen, jedoch technologische, sensorische und organoleptische Eigen-
schaften nur in begrenztem Rahmen steuern. Das Forschungsvorhaben AiF/FEI 16009 N
beschiftigte sich daher mit der Fraktionierung von Eigelb und der gezielten Nutzung des
funktionellen Potentials der Eigelbhauptfraktionen, Granula und Plasma. Ergebnisse hierzu
wurden umfassend dargestellt [1; 2], nachfolgend sollen die Kernaspekte diskutiert werden.

Bisher war es noch nicht gelungen, erwartbare Unterschiede im technologisch-funktionellen
Potenzial der einzelnen Eigelbhauptfraktionen zu nutzen, da kein Prozess zur Trennung etab-
liert war. In der vorliegenden Arbeit wurde daher zunichst die Mdglichkeit der kontinuierli-
chen zentrifugalen Fraktionierung von Eigelb in eine Granula- und Plasma-Fraktion evaluiert.
Abb. 1 zeigt die erzielten Abscheidegrade n in Abhéngigkeit von den angewandten g-Zahlen
und fiir verschiedene Prozessparameter. Dabei ist der Abscheidegrad n definiert als Verhiltnis
von sedimentiertem Granula zu Gesamt-Granulabestandteilen. Wie erwartet, fiihrt eine erh6h-
te TM in der Eigelblosung zu deutlich schlechteren Abscheidegraden. Bei einem TM-Gehalt
von 34 % wird ab 5.000 g ein nahezu konstanter Abscheidegrad erreicht. Eine weitere Erho-
hung der g-Zahl fiihrt zu keiner verbesserten Sedimentation. Unabhingig von der g-Zahl war
ein Abscheiden der Granulapartikel bei 34 % TM nur zu 50 % moglich.

Gleichzeitig zeigt Abb. 1, dass bei TM-Gehalten von 22 % erhdhte Produkttemperaturen von
50 °C zu einer wesentlich besseren Sedimentation fiihren, bedingt u. a. durch eine verringerte
Viskositdt. Mit vorangeschalteter Verdiinnung, Temperierung und bei zentrifugalen Be-
schleunigungen bis 10.000 g in einer speziell entwickelten Dekantierzentrifuge (Sedicanter,
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Flottweg AG, Vilsbiburg) konnte eine vollstindige Trennung der Plasma- und Granula-

Fraktionen erreicht werden.
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Abb. 1: Abscheidegrad n von Granula aus Eigelblosungen in Abhén -
gigkeit der anliegenden g-Zahl fiir verschiedene Verdiinnungs
stufen (22% und 34% TM) und Produkttemperaturen (4°C und
50°C).
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Abb 2: Mittlere Partikelgrofle dso; von Emulsionen (30 % Fett) herge-
stellt mit einer sprithgetrockneten und fakultativ enzymatisch
modifizierten Plasma-Fraktion bei variablen Milieubedingun
gen.

In Arbeiten zum funktionel-
len Potential von Gesamtei-
gelb konnte gezeigt werden,
dass verdnderte Milieubedin-
gungen bei der Produktappli-
kation zu sehr unterschiedli-
chen emulgierenden Eigen-
schaften fithren. Diese Varia-
bilitdit macht es schwierig,
vorhersagbare Produkteigen-
schaften mit Gesamteigelb im
Hinblick auf Emulsionsstabi-
litdt und Textur zu generie-
ren. Eine Ursache dafiir liegt
in der Sensitivitit der Granu-
la-Bestandteile gegeniiber
pH-Wert-Anderungen  und
Salzzugaben. Vier Milieube-
dingungen haben sich heraus-
gestellt, jeweils einen be-
stimmten  Aggregat-Zustand
der Granula zu bedingen: pH
6,5 und 1 % NaCl (natiirliches
Eigelbmilieu,  Granula-Pro-
teine zu etwa 30 % loslich);
pH 6,5 und 3 % NaCl (Granu-
la dissoziiert, 100 % loslich);
pH 4 und 1 % NaCl (Granula
komplett aggregiert, 0 % 10s-
lich); pH 4 und 3 % NaCl
(Granula aggregiert, 0 % 16s-
lich, Aggregate aber scherin-
stabil). Die Loslichkeit der
Plasma-Bestandteile ist hin-
gegen unabhdngig von pH-
Wert und Salzgehalt.

Um diese Unterschiede beider Fraktionen bei der Emulsionsherstellung zu nutzen, wurden
Modellemulsionen (30 % Fettgehalt) hergestellt und anhand von Parametern wie Partikelgro-
Benverteilung und Viskositédt charakterisiert. Fiir die mikrobiologische Sicherheit wurde mit
sprithgetrockneten Fraktionen gearbeitet, wobei der Einfluss einer Spriihtrocknung auf die
funktionellen Eigenschaften beider Fraktionen umfassend charakterisiert wurde [3].

Abb. 2 zeigt die mittlere PartikelgroBe von Oltropfchen in Emulsionen hergestellt mit Ge-
samteigelb oder einer reinen Plasma-Fraktion. Wie aus Abb. 2 hervorgeht ist die Plasma-
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Fraktion in der Lage initial sehr kleine Partikelgroen mit durchschnittlich 1,3 um zu stabili-
sieren. Ebenfalls ist keine signifikante Verdnderung in der erzeugten Tropfchengrofie mit
variierendem pH-Wert und Salzgehalt zu erkennen. Die Emulgieraktivitit der Plasma-
Fraktion ist somit unabhingig von den produktspezifischen Milieubedingungen. Ein variabler
Einsatz bei schwankenden Produkteigenschaften ist daher mdoglich. Weiter konnte gezeigt
werden, dass in Emulsionen mit sprithgetrockneten Plasma-Fraktionen anstelle von Gesamt-
eigelb der Geschmack, der Ei-typische Charakter sowie die Farbintensitit deutlich verbessert
werden konnte. Im Gegensatz zur Verwendung einer reinen Plasma-Fraktion unterliegen die
stabilisierten OltropfchengroBen in Emulsionen beim Einsatz von Gesamteigelb starken mi-
lieuabhiangigen Schwankungen. Dies ist auf den intakten/dissoziierten Zustand der Granula-
Mizellen im Gesamteigelb zuriickzufiihren. Im dissoziierten Zustand nach einer NaCl-Zugabe
zeigen die granuldren HDL-Apoproteine eine schnelle Auffaltung und hohe Flexibilitit an der
O/W Grenzflache. Dieser Effekt wird durch einen sauren pH-Wert am Isoelektrischen Punkt
(IEP) der Granula-Proteine noch zusitzlich verstirkt. Im intakten Zustand der Granula-
Mizellen hingegen ist aufgrund der eingeschrankten diffusiven Mobilitdt nur eine unzurei-
chende Grenzflichenbesetzung moglich. Zusammenfassend ist in Abb. 2 zu erkennen, dass
die emulgierenden Eigenschaften von Gesamteigelb und folglich auch der Granula-Fraktion
geringer ausgepragt sind als die der Plasma-Fraktion.

Der spezifische Nutzen der Granula-Fraktion als wertgebende Komponente im Eigelb liegt
vielmehr in den texturierenden und strukturierenden Eigenschaften. Die Granula-Fraktion
zeigt im Vergleich zu Plasma iiberragende Strukturbildungseigenschaften. Besonders im
sauren Milieu und bei Salzzugabe (Dissoziation der granuldren Mizellstruktur) kann mit einer
Granula-Fraktion die Struktur/Textur im Produkt maBgeblich gesteigert werden, die Emulsio-
nen (30 % Fett) gelieren (Abb. 3). Geschmacklich und geruchlich sind Mayonnaisen stabili-
siert mit sprithgetrocknetem Granula neutral, farblich weiB3-triib. Dies bietet ideale Vorausset-
zungen fiir den Einsatz als Stabilisator, ohne dass eine weitere Gabe von Hydrokolloiden
notig ist.
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Abb. 3: Thixotropie [Pa*s-1] (Hysteresefliche) von Emulsionen (30 % Fett) in Abhingigkeit der Milieube-
dingungen (pH-Wert und NaCl-Konzentration) fiir eine sprithgetrocknete Granula- und Plasma
Fraktion.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das entwickelte Fraktionierungsverfahren und
die adaptierten Modifikationen einen wesentlich effektiveren und breiteren Einsatz von Ei-
gelbkomponenten bei der Herstellung von Emulsionen wie Dressings, So3en, Mayonnaisen,
Konserven oder Feinkostprodukten ermoglichen.

Zudem kann die Wertschopfung von Eigelb deutlich verbessert werden. Zusétzlich bietet das
Verfahren zahlreiche Ansdtze zur Entwicklung neuartiger Produkte von fraktionierten Eigelb-
komponenten.
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Neue mechanische Methoden zur Viskosititssenkung und Erméglichung der Filtrier-

barkeit von Eiklar
New mechanical methods for decreasing the viscosity of egg white as well as enabling its filtration
Janina Brand

Eiklar ist in mehreren Schichten aufgebaut. Direkt unterhalb der Schale und um das Eigelb
herum befindet sich eine diinnfliissige Eiklarschicht, dazwischen eine hochviskose Schicht,
welche fast 60 % des gesamten Eiklars ausmacht. Diese charakteristische Struktur wird durch
den hohen Gehalt des strukturgebenden Glykoproteins Ovomucin verursacht, welches im
hochviskosen Teil ungeféhr in vierfach hoherer Konzentration enthalten ist als im niedrigvis-
kosen Teil des Eiklars. Der hochviskose und gelartige
Charakter dieses Proteins resultiert aus einem hohen
Molekulargewicht von 5.5 - 8,3*10° kDa sowie dem
iiber Disulfidbriicken stabilisierten Fibrillennetzwerk
(Abb. 1). Aufgrund der hohen Viskositdt und der stark
inhomogenen Struktur ist fiir die gute Verarbeitbarkeit
des Eiklars eine gezielte Vorbehandlung erforderlich.
; Der Ansatz, welcher in der Literatur meist verwendet
Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme wird, ist die isoelektrische Fallung des strukturgeben-
des Ovomucin-Fibrillennetzwerkes den Proteins Ovomucin. Allerdings resultiert diese
(Férbung: Toluidinblau) (Solomon 1983) Féllungsmethode zum einen in einer unerwiinschten
g

Verdiinnung des Eiklars mit einer Natriumchlorid-
16sung und zum anderen in einem Verlust des Proteins Ovomucin sowie der kopréizipitierten
Proteine (v.a. Lysozym, Ovalbumin). Ziel dieser Arbeit war es folglich, die Viskositit des
Eiklars durch mechanische Methoden zu senken sowie eine homogene Struktur zu erzielen.
Zusitzlich sollte die Filtrierbarkeit mit einer PorengréBe von 0,45 um ermoglicht werden.
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Dies sollte ohne eine Verdiinnung der Ldsung oder Proteinverluste erreicht werden. Die
Hypothese war, dass es moglich ist, die fibrilldre Struktur des Ovomucins mittels Hochdruck-
homogenisator (HH) zu zerkleinern ohne einen Funktionalitdtsverlust der wertgebenden
Eiklarproteine zu verursachen.

Hierzu wurde die
Eiklarlosung mittels
N m —m = = Ausemmasen verschiedener Druck-
stufen (0 - 1000 bar)
sowie unter Variation
der Anzahl an Durch-
laufen (einfach, drei-
40 1 fach) behandelt. Die
unterschiedlich  vor-
behandelten Eiklar-
proben wurden an-
schlieBend physika-
lisch-chemisch  cha-
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Abb_2: Viskositat der Eiklarproben in Abhangigkeit des Homogenisierdruckes
und der Behandlungshaufigkeit

Abb. 2 zeigt sowohl die Viskositit der unbehandelten Eiklarprobe (70 mPas) als auch die
Viskositatswerte, welche aus der Behandlung mittels HH in Abhéngigkeit des Homogenisier-
druckes und der Behandlungshéufigkeit resultierten. Es wurde fest-gestellt, dass die Vis-
kositit durch die Be-handlung deutlich sinkt.

Durch die Verwendung hoherer Driicke kommt es zu einer kontinuierlichen Abnahme der
Viskositét, wobei bei der einmaligen Behandlung ab 750 bar und bei der dreimaligen Behand-
lung ab 250 bar ein Plateau erreicht wird. Im niedrigen Druckbereich fiihrt die dreimalige
Behandlung zu deutlich geringeren Werten, wobei dieser Unterschied mit steigenden Driicken
kleiner ist. Die resultierenden niedrigen Viskosititen lassen vermuten, dass die Proteinfibril-
len durch die hohen Krifte im Hochdruckhomogenisator zerkleinert wer-den konnen. Die
mechanische Methode stellt somit eine erfolgreiche und einfache Mdoglichkeit zur Viskositits-
senkung dar. Zur Bestétigung der Zerkleinerungswirkung wurden die PartikelgroBen mittels
Laserbeugung bestimmt (Abb. 3).

Die resultierenden Partikelgren konnen in drei Bereiche eingeteilt werden. Bei der einmali-
gen Behandlung mit 0 - 20 bar sowie bei der dreimaligen mit O bar lagen die Partikel im
Bereich von 5-1800 um, was lediglich marginaleZerkleinerungseffekte im Vergleich zum
unbehandelten Eiklar darstellt.
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Abb. 3: PartikelgroBenbereiche der behandelten Eiklarproben im Vergleich
zum unbehandelten Eiklar

Bei 1x50 - 250 bar bzw. 3x10 - 100 bar konnte bereits eine deutliche Zerkleinerungswirkung
festgestellt werden. Der groffte Zerkleinerungseffekt wurde bei 1x500 - 1x1000 bar bzw.
3x250 - 1000 bar erzielt. Da fiir weiterfiihrende Anwendungen eine Vorfiltration des Substra-
tes oft unabdingbar ist, war es von Interesse zu iiberpriifen, ob die erzielte Fibrillenzerkleine-
rung ausreicht, um die vorbehandelten Eiklarlosungen mittels einer Porengrofle von 0,45 pm
zu filtrieren. Hierfiir wurde das Volumen bestimmt, welches mittels 0,45 pm-Filter filtriert
werden kann, bevor dieser verblockt.

Abb. 4 zeigt, dass die Filtration bei der einmali-
2.0 1 O 0 3x gen Behandlung ab 500 bar bzw. bei der dreima-
: ligen ab 250 bar moglich war. Die Betrachtung

%b der PartikelgroBBen zeigt, dass ab diesen Druck-
§ L0 stufen jeweils 95 - 100 % der Partikel kleiner als
0.5 0,45 pm sind (Abb. 3) und somit der Zerkleine-
0.0 B S rungseffekt ausreicht, um die Filtrierbarkeit zu

0 200 400 600 800 1000 erzielen.
Homogenisierdruck [bar] Es wurde gezeigt, dass das fibrillire Netzwerk
Abb. 4: Filtrierbarkeit der behandelten Eiklar- des Eiklars mittels HH gebrochen und somit die
proben mittels eines 0,45 pm-Filters Viskositdt ohne Verdiinnungseffekte oder Prote-

inverluste gesenkt werden kann. Bei Driicken
<500 bar wurde kein Einfluss auf die Nativitit der funktionellen Proteine Ovalbumin, Lyso-
zym sowie Ovotransferrin detektiert. Die Ergebnisse sind relevant fiir die Weiterverarbeitung
von Eiklar wie bspw. fiir die Fraktionierung der Proteine liber Membran- bzw. chroma-
tographische Trennverfahren, bei welcher die hohe Viskositdt des Eiklars einen begrenzenden
Faktor darstellen wiirde.
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Energieeinsparung durch haltbare Milch- und Molkekonzentrate
Energy saving by the use of stable milk and whey concentrates

Joseph Dumpler, Melanie Marx

In Deutschland werden jdhrlich etwa ein Drittel der gesamten Milchmenge (9 Mio. t von
insgesamt 28 Mio. t) und etwa die Hélfte der produzierten Molke (8 Mio. t von ca. 15 Mio. t)
zu Pulvern verarbeitet. Beim konventionellen Herstellungsprozess von Milch- und Molkepul-
vern, der in Abb. 1 dargestellt ist, werden Milch bzw. Molke zunéchst mittels Eindampftech-
nik auf Trockenmassen von 45 % bzw. 60 % konzentriert und anschlieBend getrocknet. Um
die Energieeffizienz des Konzentrierungsschrittes zu steigern, wird als zusétzlicher Verfah-
rensschritt vermehrt eine dem Eindampfen vorgeschaltete Umkehrosmose zur Vorkonzentrie-
rung der Milch bzw. Molke auf Trockenmassen von bis zu 30 % angewendet. Der spezifische
Energiebedarf der Umkehrosmose liegt mit 40 - 80 kJ/(kg H,O) deutlich unterhalb des Ener-
giebedarfs des Eindampfens, der ca. 200 kJ/(kg H,O) betridgt. Beim Trocknen sind dagegen
ca. 6000 kJ/(kg H,O) aufzuwenden. Zwischen den einzelnen Verfahrensschritten bestehen
also erhebliche Diskrepanzen in Bezug auf ihren jeweiligen Primédrenergiebedarf.

So birgt eine Haltbarmachung der konzentrierten Milch bzw. Molke und der dadurch ermog-
lichte Verzicht auf den energieintensiven Trocknungsschritt ein sehr grof8es Energieeinspar-
potenzial in sich.

Deshalb wird das Projekt ,,Neue ressourcen- und energiesparende Prozesse zur Herstellung,
Vertrieb / Logistik und Einsatz von Milch- und Molkekonzentraten als Ersatz fiir Milch- und
Molkepulver* vom Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
(BMELV) gefordert. Konkrete Ziele dieses Projektes sind die Haltbarmachung von Milch-
und Molkekonzentraten sowie die Gesamtbeurteilung der komplexen Verfahrensentwicklung
entlang der Wertschopfungskette.
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Abb. 1: Herstellungsprozess von Milch- bzw. Molkepulver und Primérenergiebedart
der einzelnen Verfahrensschritte

Durch den Einsatz und die Kombination sowohl membrantrenntechnischer als auch thermi-
scher Verfahren sollen Prozesse zur klimaeffizienten Produktion haltbarer Milch- und Molke-
konzentrate entwickelt werden. Fiir die Konzentrierung von Milch und Molke stehen als
mogliche membrantrenntechnische Verfahrensvarianten sowohl Umkehrosmose, Nanofiltrati-
on als auch Ultrafiltration zur Verfiigung. Auflerdem kann eine Mikrofiltration zur Fraktionie-
rung der Milchbestandteile sowie zur Keimabreicherung eingesetzt werden.
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Da der Entkeimungseffekt der Mikrofiltration fiir das Erreichen der angestrebten Haltbarkeit
der Konzentrate allerdings nicht ausreicht, soll diese in Analogie zur ESL-Technologie mit
einer Pasteurisierung kombiniert werden. Durch diese gezielte Kombination von mechani-
schen und thermischen Verfahren zur Keimreduktion kann die prozessbedingte Schidigung
der Konzentrate minimal gehalten werden. Weitere Verfahrensalternativen zur Entkeimung
der Konzentrate stellen die indirekte UHT-Behandlung mittels Rohrenwarmeiibertrager und
die direkte UHT-Behandlung mittels Dampfinjektion bzw. Dampfinfusion dar. Durch die
Installation einer neuen Membrananlage sowie einer UHT-Anlage, die sowohl indirekt als
auch direkt mittels Dampfinjektion bzw. -infusion betrieben werden kann, wird die Umset-
zung der geplanten Versuche zur Konzentraterhitzung ermoglicht. Fiir beide Versuchsanlagen
ist die Planung bereits abgeschlossen.

Die genannten Erhitzertechnologien sollen anhand von Untersuchungen zur Keiminaktivie-
rung, Proteindenaturierung, Lagerstabilitdt sowie Produktansatzbildung der Milch- und Mol-
kekonzentrate miteinander verglichen werden.

Es wird erwartet, dass die verstéirkt auftretende Ansatzbildung bei der Erhitzung von konzent-
rierter Milch bzw. Molke auf warmeiibertragenden Flichen durch den Einsatz direkter Erhit-
zungsverfahren wie Dampfinjektion und —infusion sowie durch gezielte Produktoptimierung
reduziert werden kann.

Der Einsatz haltbarer Milch- und Molkekonzentrate anstelle von Pulvern bringt neben der
Energieeinsparung auch eine vereinfachte Handhabung mit sich, die auf der funktionalen
Uberlegenheit von Konzentraten gegeniiber Pulvern beruht. So entfillt bei der Verwendung
von Konzentraten die mit hohem technischen Aufwand verbundene Redispergierung der
Pulver. Gleichzeitig werden durch den Einsatz von Konzentraten Probleme, wie das Ver-
klumpen von Pulver sowie das wihrend der Lagerung von Pulvern auftretende ,,Caking®,
umgangen.

Wihrend der Lagerung von konzentrierter Milch sowie Molke kommt es, vor allem bei
Milch, zu unerwiinschter Nachverdickung, der sogenannten ,,Age-Gelation®. In ersten Unter-
suchungen zeigten mittels Umkehrosmose hergestellte und direkt erhitzte Magermilchkon-
zentrate einen sprunghaften Viskosititsanstieg und eine damit einhergehende Gelbildung nach
fiinf bis zehn wochiger Lagerung. Einen wesentlichen Einfluss auf das Auftreten der Gelbil-
dung zeigte hierbei die Lagertemperatur. So setzte die Gelbildung bei einer Lagertemperatur
von 10 °C deutlich spéter ein als bei einer Lagertemperatur von 25 °C. Weiterhin soll neben
dem Einfluss der Lagertemperatur auch der Einfluss der Erhitzungsart und -temperatur auf
das Auftreten von Gelbildung in konzentrierter Milch bzw. Molke untersucht werden.

Die Bewertung der Klimaeftizienz gegeniiber Milchpulvern mittels Life Cycle Assessment
(LCA) und die erforderlichen Mallnahmen zur Integration der Konzentrattechnologie in die
Milchwirtschaft mittels Supply Chain Planning (SCP) {ibernimmt der Lehrstuhl fiir Producti-
on and Supply Chain Planning der TUM unter der Leitung von Prof. Martin Grunow. In enger
Zusammenarbeit mit zwei Unternehmen erfolgt anschlieBend das Upscaling der im Techni-
kumsma@stab etablierten Konzentrattechnologie in den industriellen Maf@stab.

Als erster Schritt zur Realisierung des Projekts wurde eine neue UHT-Anlages wowie eine
zusitzliche Membranversuchsanlage geplant, die in der ersten Jahreshélfte 2013 in Betrieb
genommen werden soll.
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Der Einfluss des Rahm-Waschens auf die Milchfettkugelmembran-Proteine
Impact on the proteins of the milk fat globule membrane during washing of cream

Wolfgang Holzmiiller, Magdalena Miiller

Bei der Sekretion aus Milchdriisenzellen werden Fettkugeln von einer 10-20 nm dicken
Membran, der sogenannten Milchfettkugelmembran (MFKM) umschlossen. Wéhrend des
Butterns von Rahm werden die Fettkugeln aufgebrochen, es kommt zu einer Phaseninversion

und die hydrophile MFKM geht in die wissrige

100 g~ Verhéltnis Rahm zu Waschwasser (vv)|  Buttermilch tiber. Die MFKM enthélt neben polaren
= —O— Molkenprotein Lipiden, welche die Grundstruktur bilden, je nach
'%' N\ --¥.... Casein Isolierungsmethode der Membran, einen
-E,) 103 % ‘w1 Proteinanteil von bis zu 70 %. Im Vergleich zu den
£ anderen Milchproteinen, welche bei der Butterung
g_ ; } i,. | von Rahm ebenfalls in die Buttermilch tbergehen,
E‘, , v. tragen d1§ MFKM-P.roteme ‘germgﬁlgl‘g zum Ge.-
S . samtproteingehalt bei. Trotz ihrem geringen Anteil
Z 0.4 . in der Milch werden viele Komponenten der MFKM
2 mit funktionellen Eigenschaften in Zusammenhénge
© LLBIRY gebracht. Um dieses Potential der MFKM-Proteine

0.01 genauer untersuchen zu konnen, ist deren

o 1 2 3 4 5 6 7 8

Waschschritte [-] Isolierung notwendig. Als Standard-methode wird

bisher das sogenannte Rahm-Waschen verwendet.
Abb.1: Einfluss der Anzahl von Waschschritten und Waschwasservolumen auf die Abtrennung von Magermilch-
Proteinen
Dabei wird Rahm mit einer bestimmten Menge an Waschlosung verdiinnt und anschlieBend
erneut in Magermilch und Fettphase separiert. Durch Wiederholen dieses Prozesses kdnnen
die wasserloslichen Caseine und Molken-proteine aus dem Rahm entfernt und bei anschlie-
endem Verbuttern ein MFKM-Isolat gewonnen werden. Je 6fter Rahm gewaschen wird,
desto mehr Magermilch-Proteine werden abgetrennt. Ebenfalls wirkt sich eine Erhéhung des
Waschwasservolumens positiv auf die Entfernung der Caseine und Molkenproteine aus. Der
Einfluss beider Parameter auf das Rahm-Waschen ist in Abb. 1 dargestellt. Nach zwei bzw.
vier Waschschritten (WS) sind je nach Rahm-Waschwasser-Verhéltnis ca. 99 % der Mager-
milchproteine abgetrennt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die mehrmalige Separation eine
geeignete Methode ist hinsichtlich der Isolierung von Fettkugeln und somit von MFKM-
Material. Gleichzeitig musste allerdings festgestellt werden, dass auch erhebliche Teile der
MFKM selbst mit ausgewaschen werden. Dieser Prozess der Isolierung der Fettkugeln von
den Magermilchbestandteilen wird seit Jahrzehnten vielfach publiziert. Mdgliche auftretende
Verluste der MFKM-Bestandteile wiahrend des Waschens sind nicht unbekannt, werden aber
bei der MFKM-Gewinnung zumeist vernachléssigt. Die Verluste an MFKM-Material wih-
rend des Isolierungsprozesses sind bisher unzureichend quantifiziert. Im Sinne der effektiven
Gewinnung von dem funktionellen Zielmaterial ist aber eine Quantifizierung des Verlustes
notwendig. Um den Effekt des Rahm-Waschens besser beurteilen zu kdnnen, wurde Rohrahm



ZIEL — Abteilung Technologie 103

mit der gleichen Menge Wasser vermengt und separiert. Durch fiinfmaliges Wiederholen
dieses Vorgangs konnten somit sechs unterschiedliche Rahmproben (0 WS = 5 WS) herge-
stellt werden. Nach dem Buttern dieser sechs Proben im Batch-Verfahren standen Butter-
milchproben aus unterschiedlich oft gewaschenem Rahm zur Verfiigung. Diese Proben wur-
den anschliefend mittels SDS-PAGE

100 - ° ;glsx‘;’; untersucht. Durch einen Vergleich der
v
Y ® BTN Farbintensitdt der jeweiligen Protein-

801 banden auf einer SDS-PAGE konnen

Unterschiede in den Proteingehalten
nachgewiesen werden.

60 -
401 In Abb. 2 sind die Intensitéiten der drei
MFKM-Proteine Lactadherin (PAS 6/7),
Xanthinoxidase bzw. Xanthindehy-
' ' ' ' ' ' drogenase (XO/XDH) und Butyro-
0 1 2 3 4 5 philin (BTN) in Abhéngigkeit des

Waschschritte [ jeweiligen Waschschritts dargestellt.

Abb. 2: Anderung der spezifischen MFKM-Protein-Ge- FEg zeigt sich deutlich, dass bereits
halte in Buttermilch in Abhéngigkeit des Wasch-
prozesses (Waschwasser-Rohrahm-Ratio 1:1)

Intensitat [%)]

20 -

nach wenigen Waschschritten ein
Verlust der MFKM-Proteine auftritt,
der mit zunehmender Anzahl an Waschschritten stirker wird. Nach vier Waschschritten,
welche fiir eine nahezu vollstindige Abtrennung (>99 %) der Magermilchproteine nétig sind
(vgl. Abb. 1), kommt es zu einem Proteinverlust, der sich in einem Intensitdtsabfall von 40 %
(PAS 6/7) bis hin zu 90 % (XO und

30 BTN) zeigt. Zu diesem Zeitpunkt ist
—@&—— Rohrah . .

25 | v 1 3\,: " zwar die Entfernung von Caseinen und
-—&-- 3WS . . .

»0 | o sws Molkenproteinen gewihrleistet,

gleichzeitig wird aber auch einer effi-
zienten Isolierung und Gewinnung der
MFKM-Proteine entgegengewirkt. Ein
Grund fiir das Auswaschen von
MFKM-Bestandteilen ist, dass einige
Proteine (z.B. PAS 6/7) nicht integral,
, , , , , , sondern eher peripher oder sogar nur
0 5 10 15 20 25 30 Jocker an die Membran gebunden sind
Partikelgrofia x [um] und somit mit dem Waschwasser ent-
Abb. 3: Partikelgrofienverteilung der Fettkugel im Rahm  fernt werden. Die Verwendung grof3e-
nach 0, 1, 3 und 5 Waschschritten (WS)
rer Mengen an Waschwasser (Rahm-
Waschwasser-Verhdltnis 1:3) flihrt zwar zur verbesserten Abtrennung der Magermilch-
Proteine, aber parallel auch zu erhohtem Verlust an MFKM-Protein. Bereits nach einem
Waschschritt konnte bei diesen Versuchen eine Reduktion der Intensititen fiir PAS 6/7 und
XO von iiber 70 % mittels SDS-PAGE detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren
wurde festgestellt, dass sich die PartikelgroBe der Fettkugeln wéhrend des Waschprozesses
erheblich verdndern. Dieser Effekt ist eine Erkldrung fiir den ebenfalls sehr hohen Verlust an
den integral verankerten Proteinen wie XO oder BTN.

15 4

10 A

Dichteverteilung q3(Inx) [pm'1]
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Abb. 3 zeigt die q3(Inx)-Verteilungen der Rahmproben nach dem jeweiligen Waschschritt. Es
ist unverkennbar, dass wihrend des Waschprozesses eine Anderung in der PartikelgroBe der
Fettkugeln auftritt. Wahrend nach dem 1. Waschschritt vergleichbare PartikelgroBen zum
Rohrahm detek-tiert wurden, sind nach dem 3. Waschschritt eine deutliche Verbreiterung der
Dichteverteilung sowie eine Verschiebung des Medians zu groBBeren Partikeln klar sichtbar.

Nach fiinf Waschschritten sind beide Effekte zunehmend verstérkt. Diese Ergebnisse lassen
darauf schlielen, dass es wihrend des Rahm-Waschens zu einer Koaleszenz der Fettkugeln
kommt. Diese Entwicklung zu groferen Fettkugeln fiihrt zwangsldufig zu einer kleineren
spezifischen Oberfliache. Folglich wird weniger Membranmaterial bendtigt, um die Fettkugeln
zu umhiillen und der Verlust an MFKM-Material, inklusive peripherer und integraler Proteine
nimmt zu. Eine Aggregation der Fettkugeln kann ausgeschlossen werden, da die gemessenen
Proben zuvor mit 2 % SDS versetzt wurden, welches mogliche Aggegate vor der Partikelgro-
Benmessung 16st. Die Scherkréfte welche zwischen den Trenntellern im Separator auf die
Fettkugeln wirken, spielen ebenfalls eine nicht unbedeutende Rolle beziiglich der Fettkugel-
stabilitdt und einem Ablésen von MFKM-Material.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Prozess des Rahm-Waschens zwar fiir die Ab-
trennung von Caseinen und Molkenproteinen sehr gut geeignet ist. Nachteilig wirkt sich
jedoch der in keiner fritheren Arbeit in diesem Ausmal} berichtete hohe Verlust an MFKM-
Material aus, welcher eine effiziente Gewinnung der Zielproteine nicht ermdglicht. Die Isolie-
rung lediglich geringer Mengen an MFKM ist hinsichtlich weiterer Untersuchungen der funk-
tionellen Eigenschaften unzureichend. Alternative Gewinnungsmethoden wie beispielsweise
die Membrantrenntechnik sollen folglich in weiteren Arbeiten herangezogen und etabliert
werden.

Dank: Das Forschungsvorhaben (AiF 16226 N) wurde im Programm zur Forderung der ,,Industriellen Gemein-
schaftsforschung (IGF)“ vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den For-
schungskreis der Erndhrungsindustrie e. V. (FEI) gefordert.

Reverse osmosis, a step in the cascade filtration for the production of highly concen-

trated whey concentrates
Umkehrosmose, ein Schritt in der Kaskadenfiltration zur Herstellung von hochkonzentriertem Molkenkon-
zentrat

Sabine Husby

Milk and whey powders are today produced through a series of different steps. Convention-
ally, the whey is concentrated through a reverse osmosis (RO) process, followed by an evapo-
ration step and finally spray dried. The latter requires much higher energy consumption com-
pared to the other operational steps, i.e. RO. From an energy perspective, there is therefore a
need for an optimization of the filtration step in order to take advantage of the most energy
saving unit operation to as great extent as possible. The aim of the filtration step is thus to
increase the dry matter by extracting as much water as possible, in order to shorten the energy
demanding drying operations. The RO is however limited by the formation of a thick deposit
layer and concentration polarization. This reduces the transmembrane pressure to up to 50%,
hence decreasing the flux significantly. The osmotic pressure of the filtered solution is a
further limitation, requiring high energy demanding operational pressures. Filtration of whey
by RO is therefore limited to a volume reduction factor of 3,5. An alternative cascade filtra-
tion procedure has therefore been developed to be able to reach higher concentration levels
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(than with RO only). This concentration process is divided into 2 major parts. The first in-
cludes a cross-flow ultrafiltration (UF) with a resulting protein rich retentate fraction. This is
followed by a RO of the UF-permeate to recover the lactose and minerals. With the applica-
tion of the cascade filtration, the problem caused by the protein deposit layer formation is
transferred from the RO with high pressure running conditions (40 bar) to the UF with low
working pressures, 2-5 bar for UF. The RO of the solute fraction, obtained through the UF of
whey, has to be optimized. The operating temperature is one of the parameters tested in this
project, to find the limitations of the system. The chosen temperatures are 10°C, 30°C and
45°C. The standard conditions used are: UF-permeate of unpasteurized sweet whey
(Edelpilzmolke), a transmembrane pressure of 40 bar, and a pH of 6,5.

T

| i The influence of the temperature is shown in
""’J - figure 1. As predicted, the temperature has a
= {§ - great impact on the filtration process. There is
:mflx E%c a notable difference in the initial flux values
; ' ul' | for the various temperatures which is explained
R o3 by a difference in viscosity. The difference in
1 ‘* \ﬂ,‘. € o CBusg B0 dynamic viscosity of the filtered UF-permeate
10 1 é‘“;:_e—-\:_{ - mmm\ J{ with 10°C and 45°C is a factor of 2. However,
o i =C==S ST SV this deviation is not  enough to maintain the
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flux difference during the filtration.
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Fig.1: Flux as a function oftime to reach a
concentration factor of 3 (CF 3).

Particularly, it can be noticed that the deepest flux drop occurs at the highest temperature
45°C, closely followed by 30°C. According to Kessler (and references therein) [1], the solu-
bility of calcium phosphate decreases with increased temperature, a so called inverse solubil-
ity. When the saturation limit is exceeded, the salts precipitate out, in some cases leading to
crystal formation.

This precipitation is an important factor in the fouling formation during filtration. Moreover,
according to Schraml [2], the loss in solubility at higher temperatures is amplified by a raise
in pH. He observed reduced calcium concentrations when varying the pH from 5,1 to 6,5.
Rice et al. [3] also noticed a steep decrease in flux at high temperatures (50°C) and high pH
(>6) due to calcium precipitation. The drop in flux observed in figure 1 is therefore also am-
plified by the high pH (6,5). When heating up the UF permeate to a temperature of 45°C, an
increase in turbidity, from being clear and slightly yellow, was visually noticed. This is an-
other indication of the calcium precipitation. The decreased solubility and thus the precipita-
tion of calcium is directly connected to an increase in the deposit layer formation. This ex-
plains the abrupt decrease in flux for the RO when run at 45°C. At fixed dry matter content,
big differences in flux are observed (Fig. 2). This leads to a variation in time needed to reach
a certain dry matter content, i.e. a specific concentration factor (CF). CF3 is namely reached
much faster (58 min) when the filtration is run at 10°C compared to when run at 30°C (235
min) or 45°C (194 min) (Fig. 1).
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A ~~=] The final goal is, with minimized energy
o] wwee input, to achieve a whey concentrate with a
i was higher degree of concentration, i.e. with a
"_ o higher dry matter content, in comparison to

} "1 the one achieved with conventional RO.

T This will further be investigated for each

filtration step by varying different parame-
e ters such as transmembrane pressure, wall
o e e s | shear stress efc.
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Fig. 2: Flux as a function of dry matter.
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Einfluss der Drehzahl beim Einsatz der dynamische Ultrafiltration von Magermilch
Impact of rotation speed on the dynamic ultrafiltration of skim milk
Patricia Meyer

Teilweise wird der Eindampfung von Milch und Molke bereits eine Konzentrierung mittels
Umkehrosmose vorgelagert. Diese zeichnet sich gegeniiber thermischen Verfahren dadurch
aus, dass die Konzentrierung ohne Phasenwechsel des Wassers und damit auf einem deutlich
niedrigeren Energieniveau stattfindet.

Aufgrund der fluxlimitierenden Phidnomene Konzentrationspolarisation und Deckschichtbil-
dung ist der dabei erreichbare Konzentrierungsfaktor jedoch auf 2,5 limitiert. Danach fillt der
Flux auf ein nicht mehr wirtschaftliches Niveau und die Filtration wird abgebrochen. Ein
moglicher Ansatz zum Erreichen hoherer Konzentrierungsgrade bei der Vorkonzentrierung ist
eine Kaskadenschaltung mehrerer Membrantrennverfahren. Hierbei wird der Umkehrosmose
eine Ultrafiltration vorgeschaltet. Das Anreichern der Proteinfraktion wird damit auf ein
geringeres Druckniveau verlagert und kann ohne Konzentrationspolarisation erfolgen. Im
nichsten Schritt kann das Permeat der Ultrafiltration, das proteinfreie Milchserum, in der
Umkehrosmose deckschichtfrei konzentriert werden. Durch Riickverschneiden der Retentate
konnten so hohere Konzentrierungsgrade erreicht werden als durch alleinige Vorkonzentrie-
rung mittels Umkehrosmose. Zur Erzeugung der hochangereicherten Proteinkonzentrate soll
die klassische Cross-Flow-Ultrafiltra-tion eingesetzt werden. Dies ist ein weitverbreitetes
Verfahren in der Milchindustrie und wird beispielsweise zur Erhohung des Proteingehaltes
oder zur Proteingehaltstandardisierung eingesetzt. Die Erzeugung der Proteinkonzentrate
erfolgt meist unter Einsatz von Spiralwickelmodulen und ist auf Grund der steigenden Visko-
sitdt des Retentates auf einen maximalen Konzentrierungsfaktor von 6 limitiert. Eine Alterna-
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tive zu diesem konventionellen Verfahren stellen dynamische Filtrationssysteme mit rotieren-
den Membranen dar. Durch die Rotation der Membran wird eine Differenzgeschwindigkeit
zum Fluid aufgebracht und so die erforderliche Wandschubspannung, die der Bildung einer
Deckschicht entgegenwirkt, erzeugt. So kann, anders als bei klassischen Cross-Flow-
Anwendungen, bei denen die Wandschubspannung durch das Uberstrdmen der Membran mit
dem Filtrationsfluid hervorgerufen wird, mit deutlich geringeren Feedvolumenstromen gear-
beitet werden. Damit zeichnen sich dynamische Filtrationssysteme durch einen deutlich nied-
rigeren spezifischen Energiebedarf aus. Des Weiteren konnen Retentate mit sehr hohen Vis-
kosititen prozessiert werden. Sie weisen damit ein hohes Potenzial zur Herstellung von
Milchproteinkonzentraten (mit Konzen-trierungsgraden > 6) bei vergleichsweise geringem
spezifischem Energiebedarf auf.

Vagermich Abb. 1 ist der Flux als Funktion der
8 A1 bar Zeit fir die untersuchten Drehzah-
len zu entnehmen. Es ist zu erken-
nen, dass die initialen Fluxwerte
fir Drehzahlen zwischen 750 und
1375 rpm Werte zwischen 55 und

80 L-m>h"' annehmen und dann

Flux [LA(mrPh)]

v im Lauf der Filtration auf stationi-

1675 rom re Werte zwischen 20 und 30 L-m’

0 rpm 2h! abfallen. Der initiale Flux der

5 2 o 0 8 w00  Filtration ohne Rotation der Memb-

Zeit [min] ran liegt mit 20 L-m>h" deutlich

Abb. 1: Flux als Funktion der Zeit fiir verschiedene Drehzahlen unter den Werten der Filtrationen

mit rotierender Membran. Des
Weiteren fallt der Flux bereits zu Beginn stark ab und nimmt einen sehr geringen stationéren
Werte von <5 L-m>h" an. Dies ist auf das verstirkte Fouling bei stillstehender Membran
zuriickzufithren. Die fiir einen ausreichenden Deckschichtabtrag erforderliche Wandschub-
spannung kann durch die langsame Uberstrdmung der Membran nicht aufgebracht werden.
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Abb. 2: Flux als Funktion der Drehzahl nach 60 Minuten
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In Abb. 2 sind die Fluxwerte zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Filtration (30, 60 und
90 Minuten) als Funktion der Drehzahl dargestellt. Es wird ersichtlich, dass alle drei Kurven
ein Optimum im mittleren Drehzahlbereich aufweisen. Dies entspricht zunichst nicht der ge-
stellten Hypothese, wonach mit zunehmender Drehzahl ein besserer Deckschichtabtrag und
damit ein hoherer Flux zu erwarten gewesen wire, stimmt jedoch mit experimentellen Befn-
den aus der Literatur iiberein. So fand beispielweise auch Kersten (2001) bei der Mikrofiltra-
tion von Magermilch ein wandschubspannungsabhidngiges Fluxmaximum und erkldrte den
Fluxriickgang ab einer bestimmten kritischen Wandschubspannung durch den verstdrkten
erosiven Abtrag grofler Partikel. Die Liftkraft, die als MaB fiir den erosiven Abtrag herange-
zogen werden kann, ist in der dritten Potenz von der PartikelgroBe abhidngig. Aus diesem
Grund wirken bei gleicher Wandschubspannung auf grof3e Partikel stiarkere Liftkrifte als auf
kleinere Fluidbestandteile. Ubersteigt die Wandschubspannung ihren kritischen Wert, kann
dies in einem verstdrkten Abtrag grofer Partikel resultieren. Die Deckschicht setzt sich dann
vor allem aus kleineren Fluidbestandteilen zusammen und kann eine kompaktere Struktur und
damit einen hoheren Widerstand aufweisen. Dies konnte den Fluxabfall durch Steigerung der
Drehzahl auf Werte > 1000 rpm erkléren.

Auf Basis der vorliegenden Ergebnisse kann gefolgert werden, dass eine Erhohung der Dreh-
zahl nicht in jedem Fall in einer Fluxsteigerung resultiert. Vielmehr kann ein kritscher Dreh-
zahlbereich identifiziert werden, bei dessen Uberschreitung ein Fluxriickgang zu beobachten
ist. Eine weitergehende Untersuchung des Einflusses einer Drehzahlvariation im Bereich zwi-
schen 0 und 750 rpm steht noch aus.

Literatur:
Kersten M (2001), Proteinfraktionierung mittels Membrantrennverfahren, VDI-Fortschr.Bericht 3/709, VDI
Diisseldorf
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Dechschichtbildung bei der Ultrafiltration (UF): Wechselwirkung zwischen einzelnen

Molkenproteinen
Deposit formation at ultrafiltration processes (UF): Interaction reactions between single whey protein frac-
tions

Tim Steinhauer

Studien zum spezifischen molekularen Foulingverhalten wihrend Filtrationsprozessen haben
gezeigt, dass alle Molkenproteine infolge ihrer pH-abhingigen Proteinoberflichenladung
miteinander in Wechselwirkung treten. Bei gleichsinniger Ladung ist dabei die AbstoBung
umso grofer, je mehr Ladungen das Protein trigt. Je weiter der pH-Wert vom isoelektrischen
Punkt (IEP) der Molkenproteine (pH 5,2) entfernt ist, desto geringer ist demnach das
Membranfouling.Eine Besonderheit stellen Molkenproteine wie B-Lactogrlobulin (B-Lg) und
bovines Serumalbumin (BSA) dar, die eine freie Thiolgruppe besitzen. Werden diese auf
einer Membran abgelagert, so kommt es zur Exposition freier Thiolgruppen infolge einer
partiellen Auffaltung. Dadurch konnen die Proteine via Thioloxidations- und Disulfi-
daustauschreaktionen kovalent in den Deckschichtverband integriert werden. Diese
Foulingreaktion wird stirker, je mehr freie Thiolgruppen der in Suspension befindlichen
Proteine deprotoniert und folglich negativ geladen vorliegen. Bei pH-Werten oberhalb des
IEP von Molkenproteinen ist diese Reaktivitit gegeben. Unterhalb des isoelektrischen Punk-
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tes konnen infolge der Protonierung der freien Thiolgruppe keine Thioldisulfidreaktionen
ablaufen. Vergleichbar mit Molkenproteinen ohne freie Thiolgruppe dominieren in diesem
pH-Bereich daher ladungsbedingte Abstofungsreaktionen, das Membranfouling. Fiir die
Herstellung von Molkenproteinkonzentraten mittels Ultrafiltration aus SiiBmolke (pH~6,4)
und Idealmolke (pH~6,8) ist daher mit Fouling infolge von Thioldisulfidreaktionen zu rech-
nen, wohingegen die Thiolgruppen von B-Lg und BSA in Sauermolke (pH 4,6) protoniert und
damit unreaktiv vorliegen. Aufgrund der Diversitit der molekularen Prozesse reicht die mole-
kulare Charakterisierung des Foulingverhaltens einzelner Molkenproteinfraktionen nicht aus,
um den Foulingprozess komplexer Molkenproteinmischungen wie Molke, bei der Ultrafiltra-
tion zu beschreiben. Deshalb wurde untersucht, welche Deckschichtbildungseigenschaften
Mischungen des Hauptmolkenproteins B-Lg mit dem majoren Molkenprotein a-Lactalbumin
(0-La) und dem reaktiven minoren Molkenprotein BSA haben. Die Molkenproteine wurden in
dem natiirlichen Mischungsverhéltnis von Milch und Molke, in proteinfreiem Milchserum
resuspendiert.

Durch Einstellung verschiedener pH-Werte wurden dabei die intermolekularen Wechsel-
wirkungen gezielt verdndert. Die Versuche wurden in einer Dead-End-Filtrationszelle durch-
gefiihrt. So konnten hydrodynamische Effekte, die den molekularen Foulingvorgang wéhrend
Querstromfiltrationen {iberlagern, auf ein Minimum reduziert und molekulare Partikel-
Partikel- bzw. Partikel-Deckschicht-Wechselwirkungen aufgezeigt werden. Als MaB fiir die
Foulingreaktion wurde bei allen Untersuchungen der (spez.) Deckschichtwiderstand be-
stimmt.

Werden zundchst Zweikomponentensysteme betrachtet (Abb.1), kann festgestellt werden,
dass der spez. Filtrationswiderstand von B-Lg/ a-La-Mischungen (Abb. 1a) und B-Lg / BSA-
Mischungen (Abb. 1b) zum IEP von Molkenproteinen (pH 5,2) hin zunimmt.

a) b)

250 == 250
whey protein suspension [3,0 %]

in protein free milk serum
[5 kDa UF-permeate]
Apyy =2 bar

whey protein suspension [3,0 %]
in protein free milk serum

[5 kDa UF-permeate]

200 { AP =2 bar

200 -

150 4 150 +

IEP
IEP

B-LG:o-LA4:A p-LG:BSA1:20
(native) (native)
100 1 ...

100

50 4

spec. foulingresistance a,, " 10'® [1/m?]
spec. foulingresistance a,, - 10'® [1/m?]

pH pH

Abb. 1: Spezifischer Foulingwiderstand wahrend der UF von Mischungen von B-Lg und a-La (a) / BSA (b) in
proteinfreiem Milchserum bei verschiedenen pH-Werten

Am IEP der Molkenproteine (pH 5,2) selbst konnten aufgrund der dort auftretenden Aggrega-
tion keine Filtrationsuntersuchungen durchgefiihrt werden, da die Feststofthohe der Deck-
schicht fiir diesen Fall nicht zu ermitteln ist. Daher ist der Kurvenverlauf in den Abb.1-3 in
diesem Bereich nir indikativ. Im Bereich des IEP ist jedoch zu erwarten, dass dort der maxi-
male Foulingwiderstand erreicht wird. Bei pH 6,4 ist der spez. Foulingwiderstand auf einem
dhnlichen Niveau wie bei pH 3. Tendenziell nimmt der spez. Foulingwiderstand zu basischen
pH-Werten fiir B-Lg / a-La- Mischungen leicht ab (Abb.1a), wihrend er in Anwesenheit von
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BSA leicht zunimmt. Die Abnahme ist auf abstoBende Wechselwirkungen infolge der Zu-
nahme der Proteinoberfldchenladung zuriickzufiihren. Die leichte Zunahme des spez. Fouling-
widerstands in Anwesenheit von BSA zu neutral/basischen pH-Werten hin ist auf die Uberla-
gerung abstoBender Kréfte durch Thioldisulfidreaktionen zuriickzufithren. BSA ist besonders
reaktiv, da es neben 1 freien Thiolgruppe 17 Disulfidbriicken besitzt, die in Disulfi-
daustauschreaktionen involviert sein konnen. Aufbauend auf diese Ergebnisse wurden Drei-
stoffsysteme aus B-Lg, a-La und BSA in natiirlichem Mischungsverhéltnis (Abb. 2) unter-
sucht. Dabei wurde festgestellt, dass sich bei komplexeren Mischungen aus verschiedenen
Molkenproteinen ein komplexer Foulingmechanismus aus den verschiedenen Einzelmecha-
nismen einstellt.

In Richtung des IEP der Molken-

250

" whey protein suspension [3.0 % proteine nimmt der Foulingwider-
o« in protein free milk serum . . .
E _. (5 kDa Upermearel stand zu, wihrend er in Richtung des
= 200 ™ . .
2 neutral/basischen pH-Bereiches ober-
h 7 halb des IEP abnimmt. Im sauren pH-
2 e N Bereich sind demnach ladungsbe-
g = dingte AbstoBungskrifte dominant,
g 197 [ R die zum IEP der Molkenprotein-
2 . v3 . .
3 mischung hin abnehmen und zu
g 07 pLG:a-lA:BSA einem verstirkten Fouling fiihren.
<y 78:18:4 (native) . .
® Im neutral/basischen pH-Bereich
) . A . . 7 . we.rder? ladungsbe.:dlngte Krifte von
oH Thioldisulfidreaktionen  iiberlagert,
Abb. 2: Spezifischer Foulingwiderstand wéhrend der UF jedoch nicht dominiert.

von Mischung von B-Lg und a-La in proteinfreiem
Milchserum bei verschiedenen pH-Werten

Ladungsbedingte = AbstoBungskrifte
fiihren daher zu einer Reduktion des
Foulingwiderstandes fiir pH-Werte,

TAMI SpiraLab die weiter vom IEP entfernt liegen.
I e | Um die Ergebnisse auf industrielle
g ] ': Filtrationsprozesse mit Molke im
2 Querstrommodus  iibertragen  zu
; ’ ' kénnen, wurde in einem letzten
E i * Schritt SiiBmolke mit modifiziertem
g2 pH-Wert in einer Laborfiltrationsein-
§ , heit untersucht. Vergleichbar zu den
g1 e Ergebnissen mit komplexen Drei-
stoffmischungen (Abb. 2) ergab sich
0 : : . : . ; : ein von ladungsbedingten Wechsel-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 . . .
o wirkungen dominiertes pH-

abhingiges Foulingprofil (Abb. 3).

Abb. 3: Filtrationswiderstand fiir die Crossflowfiltration von
StiBmolke bei unterschiedlichen pH-Werten
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Dies bestitigt die These, dass sich die unter Laborbedingungen ermittelte Hypothese zum
Foulingmechanismus direkt auf industriell anfallende Sii3-molken iibertragen lasst.

Durch Dead-End-Filtrationsuntersuchungen mit einfachen und komplexen Molkenprotein-
mischungen konnte somit der Foulingmechanismus realer Molken nachgebildet, erklart und
auf Querstromanwendungen iibertragen werden.

Fiir die Ultrafiltration von Molke in der industriellen Verarbeitung zu Molkenkonzentraten
bedeutet dies, dass das starke Membranfouling neben der Ablagerung von Partikeln auch auf
Thioldisulfidreaktionen zuriickzufiihren ist. Die damit verbundene Reduktion der Stofftrans-
mission bei SiiBmolke (pH 6,2-6,7) wird infolge der sich iiber die gesamte Prozesszeit fortset-
zenden Foulingreaktion zusétzlich begrenzt.

Dank:
Dieses Projekt wird aus den Mitteln der industriellen Gemeinschaftsforschung (Bundesministerium fiir Wirt-
schaft/AiF) liber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert. Projekt-Nr: AiF-FV 16300 N.

Herstellung von mikropartikuliertem Molkenprotein mittels Hochdruckhomogenisation
Production of microparticulated whey protein using a high pressure homogenizer
José Toro-Sierra, Jens Schumann, Ulrich Kulozik

Zur Mikropartikulierung von Molkenproteinen kdonnen zwei verschiedene Ansétze verwendet
werden: (a) eine simultane thermisch-mechanische Behandlung im Schabewédrmetauscher
(SWT), oder Extruder, bzw. (b) eine sequentielle Behandlung im Réhrenwéarmetauscher mit
anschlieBender Hochdruckhomogenisation. Ziel dieser Arbeit war es, die sequentielle Mikro-
partikulierung von Molkenproteinkonzentrat (WPC) mit einem Hochdruckhomogenisator zu
untersuchen und zu etablieren. Die Besonderheit der Mikropartikulierung mit dem
Hochdruckhomogenisator liegt daran, dass die Erhitzung der Molkenproteinlésung nicht in
einem Schabewirmeaustauscher vollzogen wird und somit keine intensive Scherbeanspru-
chung wihrend der Erhitzung vorliegt, sondern die Mikropartikulierung der Losungen erst
nach der Erhitzung durch zweistufige Homogenisierung erfolgt. Die Homogenisierung soll in
moglichst kleinen PartikelgroBen mit einer engen Verteilungsbreite resultieren.

Hiermit soll eine weitere prozesstechnologische Alternative fiir die Mikropartikulierung von
Proteinen zur Verfiigung gestellt werden.

Aus Untersuchungen fiir die Mikropartikulierung mit dem Schabewidrmetauscher wurden die
optimalen Bedingungen fiir das Verfahren mit dem Hochdruck-Homogenisator ibernommen:
pH 4,6 und eine Laktosekonzentration von 13 % bei einer Proteinkonzentration von 10 %
(w/w). Unter diesen Bedingungen kann sicher ausgeschlossen werden, dass die Anlagen
durch zu starke Aggregation des Proteins verstopft werden konnen. Die Losungen wurden im
kleinen MafBstab partikuliert, wobei ein 2 L-Batch nur unter leichtem Riihren (also bei mini-
malen Scherraten) erhitzt und dann mit einem Laborhomogenisator partikuliert und sofort
abgekiihlt wurde. Die Erhitzungsbedingungen wurden mithilfe der bekannten Linien gleichen
Effektes gewéhlt: Fiir einen Denaturierungsgrad hoher als 90 % fiir a-La sowie B-Lg in Lo-
sungen von handelsiiblichem WPC35 in Wasser, mit einer Proteinkonzentration von 10 %
w/w, ergab sich die Kombination 95 °C und 6 min. als ausreichend. Es wurde ein vierstufiger
faktorieller Versuchsplan aufgestellt, mit dem Druck (p;=[150; 270; 400]) und der Thomazahl
(Th=p2/p;=[0; 0,5]) als Einflussfaktoren. Die mittlere PartikelgroBe (dso3), die maximale
Partikelgrofe (doo3) und die minimale Partikelgrofe (d1o3) der entstandenen Aggregate wur-
den in Abhéngigkeit der genannten Variablen evaluiert.
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Einfluss der Homogenisierbedingungen bei der Behandlung von erhitztem WPC

Abb. 1 zeigt die PartikelgroBenverteilung in Abhingigkeit des Homogenisierdruckes und der
Thomazahl sowie die Medianwerte nach der Homogenisierung von mikropartikuliertem WPC
sowie die der erhitzten jedoch nicht homogenisierten Referenzlosung. Der jeweils untere
Rand des modifizierten Box-Plots entspricht dem d;o3-Wert. Der dgo3-Wert wird durch den
oberen Rand ausgedriickt. Die jeweiligen horizontalen Linien in der Mitte der Balken stellen
die Medianwerte (dso3) dar. Aus Abb. 1 geht hervor, dass die Homogenisierung und die Ho-
mogenisierparameter einen untergeordneten Einfluss auf den djo3-Wert der Partikelgréfen-
verteilung haben. Der Medianwert der erhitzten, jedoch nicht homogenisierten Losung betragt
4,73 um und ist damit um etwa eine Zehnerpotenz groBer als die Werte der Losungen, die
einer intensiven Scherbeanspruchung im Homogenisator ausgesetzt waren. Die mittleren
PartikelgroBen (dso3) der homogenisierten Proben unterscheiden sich nur minimal voneinan-
der. Sie bewegen sich zwischen 0,3 pm bei hohen Scherintensititen (Homogenisatordruck
400 bar) und einer Thomazahl von 0,5 und 0,7 pm bei niedrigen Scherintensititen von
150 bar und einer Thomazahl von 0,3. Erhebliche Differenzen liegen jedoch in der Breite der
PartikelgroBenverteilung und somit in den dgg3-Werten vor. Generell bewirkt die Scherbean-
spruchung nach der Erhitzung eine deutliche Verengung der Partikelgroenverteilung, was
darauf beruht, dass hauptsdchlich Partikel mit einem volumenspezifischen Durchmesser von
iiber 4 um durch die Homogenisierung zerkleinert worden sind. Ein Homogenisierdruck von
150 bar in der ersten Homogenisierstufe resultiert {iber alle Thomazahlen in einer breiteren
PartikelgroBenverteilung.
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Abb. 1: PartikelgroBenverteilung von mikropartikuliertem WPC in Abhangigkeit der Thomazahl (links) und des
Homogenisierdruckes (rechts). Milieubedingungen: 100 g-L™" Protein, 130 gL' Laktose, pH 4,6, Ca:Protein 1:15.

Die engsten Verteilungen wurden bei einer Thomazahl von 0,1 festgestellt. Bei diesen Tho-
mazahlen ist mit Kavitation nach der ersten Homogenisierstufe zu rechnen, die durch das
Erzeugen von Schockwellen aufgrund von implodierenden Dampfblasen entsteht und somit
eine intensive mechanische Belastung der Proben. Die rechte Seite der Abb. 1, in der die
Abhingigkeit der PartikelgroBe vom Homogenisierdruck dargestellt ist, verdeutlicht, dass
tendenziell hohere Driicke zu engeren Verteilungen fithren. Eine Erhéhung der Thomazahl
fiihrt im Allgemeinen zu einer Absenkung des maximalen Durchmessers.

Die mittels sequentieller Behandlung erzeugten Aggregate konnen durch Wahl der Scherin-
tensitdt (Homogenisierdruck) im Grunde auf beliebige PartikelgroBen eingestellt werden. Es
konnen grundsitzlich deutlich kleinere Mikropartikel erzeugt werden als beim simultanen
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Verfahren. Stellt man aber die Partikelgrofie bei beiden Verfahren auf gleiche Werte ein, so
ergeben sich auch dhnliche funktionelle Eigenschaften. Aus den Ergebnissen leitet sich ein
weiterer Beitrag von praktischer Relevanz ab: Durch die Darstellung der relevanten Parameter
zur Mikropartikulierung mittels Hochdruck-Homogenisator eroffnet sich die Moglichkeit,
dieses Verfahren in Betrieben anzureichern, die keinen Schabewdrmetauscher zur Verfligung
haben, aber trotzdem aus betriebseigener Molke Mikropartikulate herstellen wollen.

Dank:
Dieses Projekt wird aus den Mitteln der industriellen Gemeinschaftsforschung (Bundesministerium fiir Wirt-
schaft/AiF) liber den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert. Projekt-Nr: AiF-FV 15834 N.

Abreicherung von fB-Lactoglobulin aus unbehandelter SiiBmolke mittels Membranad-

sorptionschromatographie im Pilotmafistab
Depletion of f-Lactoglobulin in cheese whey using membrane adsorption chromatography at pilot scale
Linda Voswinkel

Die Fraktionierung von Molkenproteinen unter schonenden Prozessbedingungen wurde be-
reits mehrfach untersucht, z.B. [1-3]. Die Herstellung von B-Lactoglobulinarmer bzw. mit a-
Lactalbumin (a-La) angereicherter Molke ist von groflem Interesse fiir die Babynahrungsin-
dustrie und Allergiker [4]. Ein geeignetes Verfahren fiir diesen Zweck ist die lone-
naustauschchromatographie, da unter milden Prozessbedingungen Proteine sehr selektiv
voneinander getrennt werden konnen. Die Entwicklung von Ionentauschern als Membranwi-
ckelmodule ermoglicht zudem einen hohen Durchsatz, die auch eine sehr robuste Matrix
darstellen. Es kann sogar mit unbehandelter Molke gearbeitet werden. Das bedeutet, dass
keine Vorfiltration oder Phospholipidfiallung vorgeschaltet werden muss, wie das bei etablier-
ten Verfahren der klassischen Chromatographie mit gepackten Siulen der Fall ist.

Als stationdre Phase wurde ein
0 Sartobind® direct capture-
Modul mit einer Membran-
flache von 9000 cm? und einem

ey
% Modulvolumen von 250 ml
£ B-Lactoglobulin B+A ——= verwendet. Es handelt sich
g 1 i hierbei um einen starken
g : Anionentauscher ~mit  qua-
=32 [pR—— ; terniren Ammonium-Liganden.

Fir die Adsorption von [-
I A% _ _ Lactoglobulin (B-Lg) wird der
0 i 6 6 10 Anionentauscher mit 0.03 M

time (min) Phosphatpuftfer auf pH 7 equili-
briert. AnschlieBend wird die
Molke aufgegeben und das

Abb. 1: RP-‘HPLC-ApaIlyse von Flov?thil’ough (FT: durchgezogepe Linie) und gebundene Protein wird mit
Eluat (gestrichelte Linie) zur Quantifizierung der Molkenproteine 1 M NaCl-L& luiert
aCl-Losung eluiert.

Die Molke nach der Beladung, mit allen nicht adsorbierten Bestandteilen, wird als
Flowthrough (FT) bezeichnet und stellt die B-Lg-abgereicherte Molke dar.




114 ZIEL — Abteilung Technologie

SiiBmolke aus industrieller Kdseproduktion wurde mittels Molkeseparator entstaubt. Der pH-
Wert lag bei pH 6.5, hier ist B-Lg negativ geladen und bindet somit an einem Anionentau-
scher. Die Molke wurde bei 50 °C eingesetzt, um mikrobiologisches Wachstum zu verhin-
dern. Das Modul wurde mit 500 ml Molke in Rezirkulation beladen, bis eine Séttigung der
Liganden eintrat. AnschlieBend wurde das gebundene Protein eluiert. Die Proteinzusammen-
setzung der beiden Prozessstrome (FT und Eluat) wurde mit RP-HPLC quantifiziert (Abb. 1).
Der Flowthrough (durchgezogene Linie) zeigt das Elutionsprofil einer Molke mit einem sehr
geringen Anteil an B-Lg. Das Eluat (gestrichelte Linie) besteht {iberwiegend aus B-Lg und
einem minimalen Anteil an a-La.

Um die Wirtschaftlichkeit des Prozesses zu erhohen, sollte das Elutionsmittel wiederver-
wendet werden. Der hohe Salzgehalt von 1 M NaCl verursacht Kosten fiir die Entsorgung
bzw. Aufbereitung des Elutionsmittels. Ein wiederholter Einsatz der Elutionsldsung senkt
damit die Prozesskosten und den zeitlichen Aufwand erheblich. Es soll daher untersucht
werden, ob der steigende Proteingehalt mit jeder weiteren Elution einen Einfluss auf das
Elutionsprofil hat. Dazu wurde der Beladungs-Elutions-Zyklus dreimal hintereinander durch-
geflihrt und zur Elution dieselbe Losung verwendet.

Auf eine Reinigung der Membran mit Sdure und Lauge zwischen den einzelnen Zyklen wird
zugunsten der Prozesseffizienz verzichtet. Die eluierte Menge an -Lg nimmt bei Wiederver-
wendung des Puffers linear zu, jedoch absolut von Schritt zu Schritt etwas ab (Abb. 2). Das
lasst auf eine geringere Bindungskapazitit aufgrund von Deckschichtbildung durch hydro-
phobe Substanzen schlieBen. Die Zeit- und Kostenersparnis iiberwiegt dadurch, dass weder
eine Vorbehandlung der Molke noch eine Reinigung der Membran durchgefiihrt wurde, um
ein Vielfaches gegeniiber dem Verlust an Bindungskapazitit, der durch Reinigung und Vor-
behandlung evtl. minimiert werden konnte.
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Abb. 2: Linear zunehmender Gehalt an -Lg im Abb. 3: Anteil an B-Lg und a-La im FT bei drei-
Elutionspuffer bei dreifacher Wieder- maliger Beladung und Elution ohne Zwischen-
verwendung reinigung

Das Ziel, den Anteil an a-La in der nativen Molke zu erh6hen, wurde erreicht. Die Proteinan-
teile der drei Molken nach der Beladung sind in Abb. 3 dargestellt. Parallel zur abnehmenden
B-Lg-Menge im Eluat, nimmt sie im FT etwas zu. In allen Fillen ist der Anteil an o-La mit
ca. 50 % signifikant erhoht im Vergleich zur Ausgangsmolke. Hier lag a-La bei 17 %.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass der Gehalt an B-Lg in nativer Molke drastisch redu-
ziert werden konnte. Die Reinheit des B-Lg im Eluat liegt bei 99.5 %, ein Verlust anderer
Molkenproteine in der Molke ist demnach nicht zu verzeichnen. Zu diesem Vorhaben werden
zukiinftig auch andere stationdre Phasen eingesetzt, die ebenfalls einen beschleunigten Stoff-
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austausch zwischen Liganden und Proteinen erlauben, im Gegensatz zu diffusionslimitierten
Prozessen der klassischen Chromatographie. Es soll dabei untersucht werden, ob andere
Materialien und Bauweisen Vorteile gegeniiber Sartobind® direct-Modulen haben.
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Forschungsgebiet Molekulare Strukturen und Biogrenzflichen
Workshop Molecular and Interfacial Structures
Leitung: Dr. rer. nat. Ronald Gebhard

Strukturinderungen von Kasein-Mizellen in Deckschichten induziert durch Filtrations-
krifte

Structural changes of casein micelles in deposits induced by filtration forces

Ronald Gebhardt

Kaseine verdandern ihre Struktur, wenn sie wihrend eines Filtrationsprozesses auf Membranen
abgelagert werden (1). In Losung liegen die Kaseine in kugeligen Mizellen vor. Wéhrend der
Filtration lagern sie sich auf der Membran in einem Haufwerk ab, in dem die Struktur sowohl
sterischen wie auch hydrodynamischen Kréften ausgesetzt ist. Wie bereits in (1) beschrieben,
haben wir Grazing-Incidence Small angle X-ray Scattering (GISAXS) and Atomkraftmikro-
skopie (AFM) eingesetzt, um die dadurch bewirkten strukturellen Verinderungen sichtbar zu
Ve ~ machen. Im Detail nimmt die kugelige

a) b) Kasein-Mizelle die Form eines prola-
ten Ellipsoids in einer Ablagerungs-
schicht an, wenn diese vorher mit

¢t einem transmembranen Druck von AP
|:> <:| = 400 mbar erzeugt wurde. Fiir die
Forméinderungen sind Kompressions-
kriafte, die senkrecht zur Oberfldche
der Kasein-Mizelle stehen und Dehn-
in Lésung in der Membrandeckschicht kréfte, die parallel wirken, verantwort-

lich (sieche Abb. 1). In Experimenten

N ~ wurde der Einfluss der Kompressions-

Abb. 1: Schematische Abbildung der duBeren Form von krafte ndher untersucht, indem die
Kasein-Mizellen: a) kugelige Mizellen-Struktur in Lésung;

b) Form eines prolaten Ellipsoids in Ablagerungsschichten, . ..
die durch parallele Scherkriifte (senkrechte Pfeile) der Ablagerungsschicht erhdht und der

bzw. normale Kompressionskrifte (waagerechte Pfeile) transmembrane Druck konstant gelas-
bewirkt wird. sen wurde.

Konzentration an Kasein-Mizellen in
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Es wurde gezeigt, dass mit zunehmender Konzentration die Kasein-Mizellen stirker kompri-
miert wurden. Die ellipsoide Forminderung hat eine Vergroferung der Partikeloberfldche zur
Folge. Im Vergleich zur Oberfliache der kugeligen Mizellen konnten wir je nach Konzentrati-
on Oberflachenvergroferungen zwischen 16 und 51 % abschétzen.

Daraus ergeben sich Konsequenzen fiir die Filtration, da mit der Partikeloberflachenvergrofe-
rung auch eine VergroBerung der Reibungsfliche mit dem umgebenden Fluid einhergeht.
Weiterhin konnten Donev et al. zeigen, dass die Packungsdichte von Ellipsoiden groBer ist als
die von Kugeln (3). Beide Effekte flihren zu einer zusétzlichen VergroBerung des Filtrations-
widerstands. Unsere Experimente geben Einblick in das komplexe Wechselspiel zwischen
Fluidmechanik und intermolekularen Kréften beim Aufbau von Membrandeckschichten. Die
getesteten strukturellen und mechanischen Eigenschaften konnten zur Uberpriifung einer
Reihe von Kasein-Mizellen-Modellen verwendet werden. Unsere Ergebnisse konnten weiter-
hin herangezogen werden, um gegenwértige Filtrationsmodelle zu erweitern bzw. allgemein
die Physisorption von kolloidalen Systemen unter fluidmechanischen Bedingungen besser zu
verstehen.
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Einfluss von hohem hydrostatischen Druck auf den oligomeren Zustand von B-Lactoglo-
bulin
Influence of high hydrostatic pressure on the oligomeric states of S-Lactoglobulin

Ronald Gebhardt

)

- /)

Oligomere Proteinkomplexe dissoziieren unter Druck in ihre monomeren Bestandteile, da
diese in der Summe ein kleineres Volumen einnehmen als der Ausgangszustand. Nahe des
isoelektrischen Punkts bei pH 4.5, liegen B-Lactoglobuline in einem oktameren Zustand
s ~ (Anzahl der Untereinheiten, n = 8) vor, der bisher
wenig untersucht wurde. FEine hochauflosende
Kristallstruktur existiert nicht, es konnte aber eine
‘ ‘ Struktur in Losung aus Kleinwinkelstreumessungen
abgeleitet werden (1), die in Abb. 2 dargestellt ist.
» Zur Erfassung des Dissoziationsverhaltens von
Proteinkomplexen, zur Charakterisierung von Zwi-
schenzustinden bzw. zur Untersuchung intermole-
kularer stabilisierender Wechselwirkungen ist die
in-situ Lichtstreuung unter Druck die Methode der
Wahl. Statische Lichtstreumessungen erlauben es
Molekulargewichtsinderungen von Biomolekiilen
zu erfassen, wihrend der hydrodynamische Radius

Abb. 2: Oktamere Struktur in Losung, aus der Lichtstreudynamik ermittelt werden kann.

wie sie aus Kleinwinkelstreuexperimenten fiir
B-Lactoglobulin abgeleitet wurde (4)
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Wir haben bereits berichtet, dass sowohl die statischen als auch die dynamischen Lichtstreu-
messungen einen zweistufigen Dissoziationsprozess belegen, der auf ein Oktamer-Dimer-
Monomer Gleichgewicht hindeutet (2).

Im Detail hat nun eine genauere thermodynamische Analyse der druckabhingigen Dissoziati-
onsexperimente gezeigt (3), dass

1. bei Normaldruck und Raumtemperatur 40 % Oktamere und 60 % Dimere in Losung
vorliegen,

2. das Dimer-Monomer Gleichgewicht reversibel, das Oktamer-Dimer-Gleichgewicht
dagegen nur quasi-reversibel ist, da Dimere bei Normaldruck auch zu groflen Aggre-
gaten (n>>8) assoziieren,

3. die mit der Hydratisierung von Monomer-Monomer-Kontaktflichen einhergehende
Volumenverkleinerung die Triebkraft fiir den Zerfall der Dimere unter Duck ist und
dass

4. die Oktamere ein offene, flexible Struktur besitzen, die wahrscheinlich durch Carbo-
xyl-Carboxylat-Bindungen stabilisiert wird.

Unsere Untersuchungen haben zum ersten Mal die Druckdissoziation von oktamerem
B-Lactoglobulin demonstriert. Die Resultate erlauben neue Einblicke in das Assoziationsver-
halten des Proteins und die Stabilitdt der gebildeten Oligomere. Dies kdnnte besonders fiir die
Gelbildung oder Mikropartikulierung von oktamerem oder dimerem [-Lactoglobulin von
Interesse sein.
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Toro-Sierra, J., Tolkach, A., Kulozik, U.: Neue funktionelle Eigenschaften von mikroparti-
kulierten Proteinen, Technologieseminar Weihenstephan ,,Verfahrens- und Strukturoptimie-
rung in der Lebensmittelherstellung®, Freising, 25.-26.10.2012

Voswinkel, L., Kulozik, U.: Separation of Whey Proteins with Fast Flow Ion Exchange
Chromatography, 8" International PhD Seminar on Chromatographic Separation Science,
Freudenstadt-Lauterbad, 4.-6.03.2012

Voswinkel, L., Kulozik, U.: Fractionation of whey proteins with chromatographic mem-
branes at lab and pilot scale, ProcessNet Jahrestreffen der Fachgruppen Lebensmittelver-
fahrenstechnik, Rheologie und Trocknungstechnik, Hohenheim, 19.-21.03.2012

Voswinkel, L., Kulozik, U.: High-throughput chromatographic processes for the separation
of dairy proteins and peptides, DLG-Symposium Innovative Products and Processes for the
Dairy Industry, ANUGA FoodTec, Kéln, 28.03.2012

Voswinkel, L., Kulozik, U.: Cascaded anion and cation exchanger monolithic columns for
the fractionation of major and minor whey proteins, 5" Monolith Summer Symposium 2012,
Portoroz, Slovenien, 4.-6.06.2012

Voswinkel, L., Kulozik, U.: Direct Capture Chromatography at Pilot Scale: Fractionation of
Whey Proteins with Cascaded Ion Exchangers, 6™ International Congress on the Food Factory
for the Future, Laval, Frankreich, 04.-06.07.2012

Voswinkel, L., Kulozik, U.: Comparative study of fast flow whey protein fractionation with
membrane and monolith based ion exchange chromatography, PREP, International Sym-
poisum on Preparative and Process Chromatography, Boston, USA, 16.-18.07.2012

Voswinkel, L., Kulozik, U.: Gewinnung von Einzelproteinkomponenten aus komplexen
Systemen wie Milch, Molke und Ei, Technologieseminar Weihenstephan ,,Verfahrens- und
Strukturoptimierung in der Lebensmittelherstellung®, Freising, 25.-26.10.2012
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Wiirth, R., Kulozik, U., Forst, P.: Einsatz der Spriihtrocknung zur Mikroverkapselung von
Probiotika, ProcessNet Jahrestreffen der Fachgruppen Lebensmittelverfahrenstechnik, Rheo-
logie und Trocknungstechnik, Hohenheim, Germany, 19.-21.03.2012

Wiirth, R., Kulozik, U., Forst, P.: Microencapsulation of probiotics in milk protein matrices
by spray drying, 6" International Symposium on Food Rheology and Structure - ISFRS,
Ziirich, Schweiz, 10.-13.05.2012

Wiirth, R., Kulozik, U., Forst, P.: A novel spray-drying process for the microencapsulation
of probiotics, 5" International Symposium on Spray Dried Dairy Products (SDDP), St. Mal¢,
Frankreich, 19.-21.06.2012

Wiirth, R., Kulozik, U.: Schonende Erzeugung von mikroverkapselten mikrobiellen Kultu-
ren durch Spriihtrocknung. Technologieseminar Weihenstephan ,,Verfahrens- und Strukturop-
timierung in der Lebensmittelherstellung®, Freising, 25.-26.10.2012.

Wiirth, R., Kulozik, U., Forst, P.: AIF-FV 16537 N, ,,In-vivo-Untersuchungen der probioti-
schen Effekte von in Milchproteinen mikroverkapselten probiotischen Keimen®, Sitzung des
Projektbegleitenden Ausschusses, Freising, 06.12.2012.

Posterpriasentationen

Bauer, S. A. W,, Kienberger, H., Kulozik, U., Forst, P.: Influence of fermentation media
and pH on drying resistance of L. paracasei F19 in low temperature vacuum drying, 15®
European Congress on Biotechnology, Istanbul, Turkey, 23.-26.09.2012

Dombrowski, J., Kulozik, U.: Foaming properties of bovine caseinomacropeptide and binary
mixtures of its glycosylated and non-glycosylated fractions, ProcessNet Jahrestreffen der
Fachgruppen Lebensmittelverfahrenstechnik, Rheologie und Trocknungstechnik, Hohenheim,
19.-21.03.2012

Gebhardt, R., Steinhauer, T., Meyer, P., Sterr, J., Perlich, J., Kulozik, U.: Shape changes
of casein micelles induced by filtration forces, HasyLab-Users" Meeting, DESY, Hamburg,
2012

Gebhardt, R., Meyer, P., Steinhauer, T., Reynolds, M., Kulozik, U.: Structure of casein
deposits plugging pores of micro-sieve. ESRF Users Meeting, Grenoble, Frankreich, 2012

Gebhardt, R., Steinhauer, T., Meyer, P., Sterr, J., Perlich, J., Kulozik, U.: Shape changes
of casein micelles induced by filtration forces, ICREA Symposium 2012 Nanofluidics,
Colloids, and Membranes, Barcelona, Spanien, 16.-18.07.2012

Holzmiiller, W. Kulozik U.: Influence of changes in washing and heating conditions of
cream on the isolation of milk fat globule membrane proteins, ProcessNet Jahrestreffen der
Fachgruppen Lebensmittelverfahrenstechnik, Rheologie und Trocknungstechnik, Hohenheim,
19.-21.03.2012

Leeb, E., Kulozik, U., Cheison, S. C.: Fraktionierung komplexer Peptidgemische mittels
Membranadsorptionschromatographie am Beispiel des tryptischen B-Lactoglobulin Hydroly-
sats, ProcessNet Jahrestreffen der Fachgruppen Lebensmittelverfahrenstechnik, Rheologie
und Trocknungstechnik, Hohenheim, 19.-21.03.2012

Leeb, E., Kulozik, U., Cheison, S. C.: Innovative approaches to realize the production of
dairy based, pharmaceutical active peptides, 2™ Kiel Food Science Symposium, Kiel, 22.-
23.05 2012
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Merkl, M., Mersch, M., Kulozik, U.: Thermal aggregation of whey protein under defined
shearing conditions, Annual General Meeting des International Fine Particle Research Insti-
tutes (IFPRI), Ludwigsburg, 27.06.2012

Meyer, P., Kulozik, U.: Structure of casein deposit layers as influenced by particle size,
ICREA Symposium Nanofluidics, Colloids and Membranes, Barcelona, Spanien, 16.-
18.07.2012

Steinhauer T., Kulozik U.: Einfluss kolloidaler Interaktionen von Molkenproteinen auf das
Membranfouling wihrend Mikro- und Ultrafiltrationen von Molke, ProcessNet Jahrestreffen
der Fachgruppen Lebensmittelverfahrenstechnik, Rheologie und Trocknungstechnik, Hohen-
heim, Deutschland, 19.- 21.03.2012

Steinhauer T., Kulozik U.: Upstream microfiltration of whey: Optimization of ultrafiltration-
performance and improvement of hygienic quality of whey protein concentrates, Food Fac-
tory, 6™ International Congress on the food factory for the future, Laval, Frankreich, 04.-
06.07.2012

Steinhauer T., Kulozik U.: Sequential dead-end filtrations: A tool for the determination of
the impact of colloidal protein interactions on deposit formation and physical cake properties
at the filtration of different model proteins. ICREA Symposium Nanofluidics, Colloids and
Membranes, Barcelona, Spanien, 16.-18.07.2012

Strixner, T., Kulozik, U.: Combined effects of spray drying and enzymatic treatment on the
techno-functional properties of the dried egg yolk main fractions granules and plasma, Food
Colloids 2012, Copenhagen, Dédnemark, 17.-19.04.2012

Strixner, T., Kulozik, U.: Neue Substratfunktionalititen durch Vorbehandlung und neue
Prozesse in der Emulgiertechnologie, ANUGA FoodTec 2012, K6In, 10.-13.03.2012

Toro-Sierra, J., Kulozik, U: Anwendung der selektiven thermischen Aggregation und Opti-
mierung eines Membrantrennverfahrens fiir die Fraktionierung von a-Lactalbumin und B-
Lactoglobulin aus Molkenproteinisolat im PilotmaBstab, ProcessNet Jahrestreffen der Fach-
gruppen Lebensmittelverfahrenstechnik, Rheologie und Trocknungstechnik, Hohenheim. 19.-
21.03.2012

Veroffentlichungen

Peer reviewed

Aschenbrenner, M., Kulozik, U., Forst, P.: Evaluation of the relevance of the glassy state as
stability criterion for freeze-dried bacteria by application of the Arrhenius and WLF model,
Cryobiology 65 (3), 308-318, 2012

Bauer, S. A. W., Schneider, S., Behr, J., Kulozik, U., Forst, P.. Combined influence of
fermentation and drying conditions on survival and metabolic activity of starter and probiotic
cultures after low-temperature vacuum drying, Journal of Biotechnology 159, 351-357, 2012

Betz, M., Garcia-Gonzalez, C. A., Subrahmanyam, R. P., Smirnova, 1., Kulozik, U.:
Preparation of novel whey protein-based aerogels as drug carriers for life science applications,
The Journal of Supercritical Fluids 72, 111-119, 2012

Betz, M., Hormansperger, J., Fuchs, T., Kulozik, U.: Swelling behaviour, charge and mesh
size of thermal protein hydrogels as influenced by pH during gelation, Soft Matter 8 (8)
2477-2485,2012
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Betz, M., Steiner, B., Schantz, M., Oidtmann, J., Mider, K., Richling, E., Kulozik, U.:
Antioxidant capacity of bilberry extract microencapsulated in whey protein hydrogels, Food
Research International 47 (1) 51-57, 2012

Cheison, S. C.: Selective hydrolysis of a-lactalbumin by Acid Protease A offers potential for
B-latoglobulin purification in whey proteins, LWT - Food Science and Technology 49 (1)
117-122,2012

Engelhardt, K., Rumpel, A., Walter, J., Dombrowski, J., Kulozik, U., Braunschweig, J.:
Protein Adsorption at the Electrified Air—Water Interface: Implications on Foam Stability,
Langmuir 28 (20) 7780-7787, 2012

Forst, P., Kulozik, U.: Modelling the Dynamic Inactivation of the Probiotic Bacterium
L. paracasei ssp. paracasei During a Low-Temperature Drying Process Based on Stationary
Data in Concentrated Systems, Food Bioprocess Technology 5 (6) 2419-2427, 2012

Forst, P., Kulozik, U., Schmitt, M., Bauer, S.A.W., Santivarangkna, C.: Storage stability
of vacuum-dried probiotic bacterium Lactobacillus paracasei F19, Food and Bioproducts
Processing 90 (2) 295-300, 2012

Gebhardt, R., Toro, J., Kulozik, U.: Pressure Dissociation of B-Lactoglobulin Oligomers
near its Isoelectric Point, Soft Matter 8, 11654-11660, 2012

Gebhardt, R., Steinhauer, T., Meyer, P., Sterr, J., Perlich, J., Kulozik, U.: Structural
changes of deposited casein micelles induced by membrane filtration, Faraday Discussions,
158, 77-88, 2012

Heidebach, T., Forst, P., Kulozik, U.: Microencapsulation of Probiotic Cells for Food Ap-
plications, Critical Reviews in Food Science and Nutrition 52 (4) 291-311, 2012

Lisak, K., Toro, J., Kulozik, U., Bozanic, R., Cheison, S. C.: Chymotrypsin selectively
digests B-lactoglobulin in whey protein isolate away from enyzme optimal conditions: Poten-
tial for native a-lactalbumin purification, Journal of Dairy Research, 80 (1) 14-20, 2012

Oidtmann, J, Schantz, M, Mider, K, Baum, M, Berg, S, Betz, M, Kulozik, U, Leick, S,
Rehage, H, Schwarz, K, Richling, E.: Preparation and comparative release characteristics of
three anthocyanin encapsulation. J. Agric. Food Chemistry, 60, 844-851, 2012

Ozer, B., Guyot, C., Kulozik, U.: Simultaneous use of transglutaminase and rennet in milk
coagulation: Effect of initial milk pH and renneting temperature, International Dairy Journal
24 (1) 1-7, 2012

Piry, A., Heino, A., Kiihnl, W., Grein, T., Ripperger, S., Kulozik, U.: Effect of membrane
length, membrane resistance, and filtration conditions on the fractionation of milk proteins by
microfiltration, Journal of Dairy Science 95 (4) 1590-1602, 2012

Schmidt, V. S. J., Kaufmann, V., Kulozik, U., Scherer, S., Wenning, M.: Microbial biodi-
versity, quality and shelf life of microfiltered and pasteurized extended shelf life (ESL) milk

from Germany, Austria and Switzerland, International Journal of Food Microbiology 154 (1-
2) 1-9,2012

Siegert, N., Tolkach, A., Kulozik, U.: The pH-dependent thermal and storage stability of

glycosylated caseinomacropeptide, LWT - Food Science and Technology 47 (2) 407412,
2012
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Congress Proceedings/Praxisorientierte Publikationen

Ambros, S., Kulozik, U.: The potential of the microwave-vacuum technique in drying of
probiotic and starter cultures, 18™ Symposium of International Drying Symposia (IDS), Xia-
men, Fujian, China, Proceedings (CD), 2012

Forst, P, Kulozik, U.: Modeling the microbial inactivation during vacuum drying, 18" Sym-
posium of International Drying Symposia (IDS), Xiamen, Fujian, China, Proceedings (CD),
2012

Forst, P., Wiirth, R., Kulozik, U.: Mikroverkapselung und Trocknung von Probiotika und
Starterkulturen, Biospektrum 18 (6) 676678, 2012

Gebhardt, R., Kulozik, U.: Structure of casein micelles in membrane deposits, International
Small-Angle Scattering Conference (SAS), ISBN 1 921268 15 8, 2012

Gebhardt, R., Steinhauer, T., Meyer, P., Kulozik, U.: Structure of protein deposits plug-
ging pores of micro-sieve, ESRF-Experimental report 1- 3, 2012

Gebhardt R., Steinhauer T., Meyer P., Perlich J., Kulozik U.: Structure of casein micelles
in filtered deposits investigated directly above the membrane. Annual Report - Photon Sci-
ence, DESY, 1-2, 2012

Schmitz, 1., Kulozik, U., Forst, P.. Controlling the loss of available lysine during spray
drying of model dairy powder, 18" Symposium of International Drying Symposia (IDS),
Xiamen, Fujian, China, Proceedings (CD), 2012

Steinhauer, T., Meyer, P., Husby, S., Kulozik, U.; Hochkonzentrieren und dabei weniger
Energie verbrauchen, DMZ - Deutsche Molkerei Zeitung 133 (24) 31-33, 2012

Steinhauer T., Kulozik U.: Membrane fouling during micro- and ultrafiltrations of whey
proteins: Assessment of a reaction mechanism for p-Lactoglobulin. 11™ World Filtration
Congress Graz, ISBN 978-3-941655-04-1, 2012

Steinhauer T., Kulozik U.: Membrane fouling during micro- and ultrafiltration of whey
proteins: Assessment of a reaction mechanism for p-Lactoglobulin, 11" World Filtration
Congress Graz, Proceedings, ISBN 978-3-941655-05-8 (CD), 2012

Strixner, T., Kulozik, U.: Fiir das Gelbe im Ei ideal! Neues Fraktionierungsverfahren ermog-
licht optimale Nutzung der natiirlichen Funktionen von Eigelb, Best-Practice-Projekt des
Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) zum Vorhaben AiF/FEI 16009 N, 2012

Strixner, T., Kulozik, U.: Combined effects of spray drying and enzymatic treatment on the
techno-functional properties of dried egg yolk main fractions granules and plasma, 18" Sym-
posium of International Drying Symposia (IDS), Xiamen, Fujian, China, Proceedings (CD),
2012

Toro, J., Tolkach, A., Kulozik, U.: Methode zur Isolierung von a-Lactalbumin und B-Lacto-
globulin, Deutsche Milchwirtschaft (5) 32-35, 2012

Buchkapitel / Sonstige Publikationen

Woonton, BW; Kulozik, U, De Silva, K, Smithers, GW.: Modern Chromatographic Separa-
tion Technologies for Isolation of Dairy Ingredients, Ch. 5 in: Advances in Dairy Ingredients,
MA Augustin, GW Smithers (eds), IFT Press, Wiley-Blackwell, 1. Auflage, 137-159, 2012
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Technologietransfer / Organisation von wissenschaftlichen Veran-
staltungen

Weihenstephaner Milchwirtschaftliche Herbsttagung des Verbandes Weihenstephaner Milch-
wirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. 11/12. Oktober 2012 in Weihenstephan

Technologie-Seminar ,,Verfahrens- und Strukturoptimierung in der Lebensmittelindustrie®
25./26.0ktober 2012 in Freising-Weihenstephan

AIF-FV 15611 N ,,Clustervorhaben: Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multi-
kapselsystemen®, Sitzung des Projektbegleitenden Ausschusses am 9. Oktober 2012 in Frei-
sing-Weihenstephan

AIF-FV 16009 N ,,Fraktionierung und getrennte Ausnutzung des technologisch-funktionellen
Potentials der Eigelbhauptfraktionen Plasma und Granula®, Sitzung des Projektbegleitenden
Ausschusses am 5. November 2012 in Neuenkirchen-Vorden

AIF-FV 16226 N ,Prozessentwicklung zur Fraktionierung der Milchfettkugelmembran®,
Sitzung des Projektbegleitenden Ausschusses am 13. September 2012 in Freising-Weihen-
stephan

AIF-FV 16300 N ,,Optimierung der Ultrafiltrationsleistung sowie Verbesserung der hygieni-
schen Qualitit bei der Herstellung von Molkekonzentraten durch vorgeschaltete Mikrofiltrati-
on (MF)“, Sitzung des Projektausschusses am 5. Juni 2012 in Freising-Weihenstephan

AIF-FV 16537 N ,,In-Vivo Untersuchungen der probiotischen Effekte von in Milchproteinen
mikroverkapselter probiotischer Keime®, Sitzung des Projektbegleitenden Ausschusses am
6. Dezember 2012 in Freising-Weihenstephan

AIF-FV 16540 N ,Fraktionierung von Proteinen aus Molke mit adsorptiven Membranen®,
Sitzung des Projektbegleitenden Ausschusses am 12. Dezember 2012 in Freising-Weihen-
stephan

AIF-FV 16541 N ,, Technologische Potenziale zur Fraktionierung von Milchproteinhydrolysa-
ten, Sitzung des Projektbegleitenden Ausschusses am 7. November 2012 in Hohenheim

AIF-FV 16836 N ,Integrierte Kaskadenschaltung von dynamischen und Cross.flow-
Membranverfahren zum Hochkonzentrieren von Magermilch und Molke*, Sitzung des Pro-
jektbegleitenden Ausschusses am 5. Juni 2012 in Freising-Weihenstephan

AIF-FV 17037 N Clustervorhaben: ,,Praparative Proteinfraktionierung zur Analyse und Tech-
nologieoptimierung beziiglich der Vollmundigkeit und Triibungsstabilitit in Bier*, Sitzung
des Projektbegleitenden Ausschusses am 3. Dezember 2012 in Freising-Weihenstephan

AIF-FV 17479 N ,Eiklarproteinfraktionierung zur Verbesserung der Verschdumungseigen-
schaften und Pasteurisierbarkeit der entstandenen Fraktionen®, Sitzung des Projektbegleiten-
den Ausschusses am 22. November 2012 in Freising-Weihenstephan

AIF-FV 17477 N: Entwicklung eines mirowellenunterstiitzten Vakuumtrocknungsverfahren
zur schonenden und effizienten Herstellung von mikrobiellen Kulturen, Sitzung des Projekt-
begleitenden Ausschusses am 5. November 2012
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Im Berichtszeitraum aktive Forschungsvorhaben

AIF-FV 16009 N ,Fraktionierung und getrennte Ausnutzung des technologisch-funktionellen
Potentials der Eigelbhauptfraktionen Plasma und Granula, Laufzeit 01.04.2011 — 30.09.2012
(beendet)

AIF-FV 16300 N Optimierung der Ultrafiltrationsleistung sowie Verbesserung der hygieni-
schen Qualitdt bei der Herstellung von Molkekonzentraten durch vorgeschaltete Mikrofiltrati-
on (MF), Laufzeit 01.01.2011 —30.09.2012 (beendet)

AIF-FV 16540 N Fraktionierung von Proteinen aus Molke mit adsorptiven Membranen,
Laufzeit 01.05.2011 — 31.12.2012 (beendet)

AIF-FV 15611 N Clustervorhaben: Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikap-
selsystemen, Laufzeit 01.05.2011 — 30.04.2014

AIF-FV 16226 N Prozessentwicklung zur Fraktionierung der Milchfettkugelmembran, Lauf-
zeit 01.03.2011 — 31.08.2013

AIF-FV 16537 N In-Vivo Untersuchungen der probiotischen Effekte von in Milchproteinen
mikroverkapselter probiotischer Keime, Laufzeit 01.05.2011 — 28.02.2013

AIF-FV 16541 N Technologische Potenziale zur Fraktionierung von Milchproteinhydro-
lysaten, Laufzeit 01.06.2011 —31.05.2013

AIF-FV 16836 N Integrierte Kaskadenschaltung von dynamischen und Cross-flow-Mem-
branverfahren zum Hochkonzentrieren von Magermilch und Molke, Laufzeit 01.12.2011 —
30.06.2014

AIF-FV 17037 N Clustervorhaben: Préparative Proteinfraktionierung zur Analyse und Tech-
nologieoptimierung beziiglich der Vollmundigkeit und Triibungsstabilitdt in Bier, Laufzeit
01.03.2011 - 31.08.2013

AIF-FV 17479 N Eiklarproteinfraktionierung zur Verbesserung der Verschiumungseigen-
schaften und Pasteurisierbarkeit der entstandenen Fraktionen, Laufzeit 01.04.2012 -
30.09.2014

AIF-FV 17477 N Entwicklung eines mirowellenunterstiitzten Vakuumtrocknungsverfahren
zur schonenden und effizienten Herstellung von mikrobiellen Kulturen, Laufzeit 01.04.2012 —
30.09.2014

AIF 17140 N Mikropartikulierung von Molkenproteinen mittels HeiBBextrusion.Laufzeit
01.01.2013 — 30.06.2015

BLE Vorhaben: Neues ressourcen- und energiesparende Prozesse zur Herstellung, Ver-
trieb/Logistik und Einsatz von Milch- und Molkekonzentraten als Ersatz fiir Milch und Mol-
kepulver, Laufzeit 15.07.2012 — 14.09.2015

DFG 2375/1-1: Struktur und Bildung von Kasein-Mizellen-Ablagerungen auf pordésen Ober-
flichen wihrend der Mikrofiltration, Laufzeit 01.10.2012 — 30.09.2014

BLE Verbundprojekt RESOCULT: Ressourcenschonende Produktion und Anwendung
mikrobieller Kulturen fiir Milcherzeugnisse, Beginn 01.02.2013 —31.03.2016

AIF-FV Einflussfaktoren auf die Inaktivierung von Mikroorganismen auf Packstoffoberfli-
chen mittels gasformigem H,O; geplanter Beginn 01.04.2013

sowie 3 weitere bilateral finanzierte Forschungsprojekte
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Typpriifungen

Typpriifung Umstellventil DN 50, Fa. Stidmo Components GmbH, Riesbiirg, 4. Juli 2012 in
Freising-Weihenstephan

Exkursionen

28.-30.03.2012 Fachexkursion zur ANUGA FoodTec 2012 mit 41 Studenten
der Studiengénge Technologie und Biotechnologie der Lebens-
mittel und Bioprozesstechnik

28.05.-01.06.2012 Fachexkursion mit 36 Studenten des Studiengangs Technologie
und Biotechnologie der Lebensmittel zu Lebensmittel- und Zu-
lieferbetrieben (Raum Berlin und Leipzig)

13.-14.08.2012 Fachexkursion mit 18 Studenten im Rahmen der Vorlesung

Technologie der Milch- und Milchprodukte nach Wasserburg,
Salzburg und Rott am Inn

Partnerschaft Technische Universitit Miinchen in bayerischen
Gymnasien

Im Rahmen des TUM-Programms ,,Partnerschaft Schule* werden betreut:
Dom-Gymnasium, Freising ( OStD Manfred Rdder)

Staatliches Gymnasium, Miinchen-Moosach (StD René Horak)
Katharinen-Gymnasium, Ingolstadt (OStD Dr. Reinhard Kammermayer)
Gnadenthal-Gymnasium, Ingolstadt (OStD Kurt Miiller)

Zusammenarbeit mit wissenschaftlichen Expertengremien und
Organisationen bzw. Mitarbeit in Hochschulgremien

Kulozik, U.

e Mitglied im Editorial Board von Int. Dairy Journal (IDJ) und Food Science and Technology
(LWT)

e Mitglied im Wiss. Ausschuss des Forschungskreises der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI)

e Mitglied im Wissenschaftlichen Beirat des Milchindustrieverbandes (MIV) e.V.

e Mitglied im Technologieausschuss des Verbandes Deutscher Marktmolkereien (VDM)

e Gewihltes Mitglied des Studienfakultétsrates Brau- und Lebensmitteltechnologie

e Berufenes Mitglied im ProcessNet Arbeitsausschuss ,,Membrantechnik® und im Arbeits-
ausschuss ,,Lebensmittelverfahrenstechnik*

e Gewihlter Gutachter der Allianz Industrie Forschung (AIF) "Otto von Guericke" e.V.
e Prodekan der Fakultit des Wissenschaftszentrums Weihenstephan der TU Miinchen



Verband Weihenstephaner Milchwirtschaftler,
Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V.

Adresse

WIiM

B|L

Geschaftsflihrung:

Thomas Strixner, Tim Steinhauer
Vorstand:

Prof. H.C. Langowski

Weihenstephaner Berg 1
D — 85354 Freising-Weihenstephan

Telefon:
Telefax:
Email:

Internet:

08161-71-2507

08161-71-4384
wmbl@wzw.tum.de
www.verband-weihenstephan.de

Struktur des Verbandes

Der Verband Weihenstephaner Milchwirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. ist
ein seit Gber 100 Jahren stetig wachsender unabhéngiger Berufsverband fir die Lebensmittel-
und Bioprozesstechnikbranche mit derzeit 1747 Mitgliedern (Stand 31.12.2012). Im Ge-
schéaftsjahr 2012 traten 60 Neumitglieder dem Verband bei.
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Der Verband setzt sich im Wesentlichen zur Halfte aus studentischen Mitgliedern verschiede-
ner Fachrichtungen (Lebensmittel- und Biotechnologie, Bioprozesstechnik, Brauwesen, Er-
nahrungswissenschaft, etc.) und Mitgliedern unterschiedlicher Industriezweige der Nahrungs-
mittel- und Pharmaindustrie zusammen. Der Mitgliedsbeitrag umfasst € 20,- pro Jahr.

Zielsetzungen des Verbandes

Der Verband Weihenstephaner Milchwirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V.
dient der Forderung und Unterstiitzung seiner studentischen Mitglieder und versteht sich als
Netzwerk- und Kontaktplattform zum Informationsaustausch zwischen Universitat und Industrie.

Der Verband bietet seinen Mitgliedern:

1. Finanzielle Unterstitzung bei Fachexkursionen

a.  Bezuschussung privat organisierter Exkursionen zu Messen, Tagungen 0.4.
b.  Bezuschussung universitarer Exkursionen

2. Hilfe bei der Suche nach Praktika und Arbeitsstellen
z.B. studienbegleitende Industriepraktika
Vermittlung von Stellenangeboten und -gesuchen

o

3. Preise flr herausragende wissenschaftliche Arbeiten
Bachelor: € 500,-
Master: € 1000,-
c.  Doktorarbeiten: € 2000,-

oo

4. Eine Netzwerk-Plattform

Uber 1700 Mitglieder (studiengangtibergreifend)
Ein jahrlich erscheinendes Mitgliederverzeichnis
c.  Jahrliches Ehemaligentreffen

oo

5. Informationsaustausch zwischen Industrie und Universitat

Wissenschaftlicher Jahresbericht tiber aktuelle Forschungsthemen

RegelméRig erscheinende Email-Nachrichten zum Campus Weihenstephan

c.  Weihenstephaner Milchwirtschaftliche Herbsttagung mit Fachvortragen,
Mitgliederversammlung und Kasebuffet (Ehemaligentreffen)

d.  Einladung zu Weihenstephaner Tagungen, Veranstaltungen und Messen

oo
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Versammlungen und geférderte Exkursionen

Versammlungen:

Vorstandssitzung am 22.03.2012
Vorstandssitzung am 10.10.2012
Mitgliederversammlung am 11.10.2012

Lehrstuhlexkursionen:

29.03.-31.03. unter Leitung des Lehrstuhls flr Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkerei-
technologie (Prof. Dr. Ulrich Kulozik) der TUM mit 34 (34 WMBL) Studenten zur ANUGA
FoodTech.

28.05.-01.06. unter Leitung des Lehrstuhls flr Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkerei-
technologie (Prof. Dr. Ulrich Kulozik) der TUM mit 37 (37 WMBL) Studenten zu Lebensmit-
tel- und Zulieferbetrieben im Raum Berlin-Leipzig.

28.05.-01.06. unter Leitung des Lehrstuhls fur Verfahrenstechnik disperser Systeme (komm.
Ltg. Prof. Dr. Petra Forst) der TUM mit 26 (24 WMBL) Studenten zu Lebensmittel- und Zu-
lieferbetrieben im Raum Niederbayern.

28.05.-01.06. unter Leitung des Lehrstuhls fiir Lebensmittelverpackungstechnik (Prof. Dr. H.-
C. Langowski) der TUM mit 40 (17 WMBL) Studenten zu Lebensmittel- und Zulieferbetrieben.

29.05.-01.06. unter Leitung des Lehrstuhls fur Lebensmittelverpackungstechnik (Prof. Dr. H.-
C. Langowski) der TUM mit 12 (12 WMBL) Studenten zur INTERPAC.

18.06.-21.06. unter Leitung von Prof. Dr. Dirk Rehmann mit 36 (9 WMBL) Studenten des
Studienganges Lebensmitteltechnologie der Fachhochschule Weihenstephan zu Lebensmittel-
und Zulieferbetrieben in Sachsen.

18.06.-21.06. unter Leitung von Prof. Dr. Dirk Rehmann mit 33 (5 WMBL) Studenten des
Studienganges Lebensmitteltechnologie der Fachhochschule Weihenstephan zu Lebensmittel-
und Zulieferbetrieben in Baden-Wurttemberg.

18.06.-21.06. unter Leitung von Prof. Dr. Dirk Rehmann mit 36 (1 WMBL) Studenten des
Studienganges Lebensmitteltechnologie der Fachhochschule Weihenstephan zu Lebensmittel-
und Zulieferbetrieben in Niederbayern.

19.06.-20.06. unter Leitung von Prof. Dr. Heiko Briesen mit 41 (17 WMBL) Studenten des
Studienganges Bioprozesstechnik zur ACHEMA.

13.08.-14.08. unter Leitung des Lehrstuhls fur Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkerei-
technologie (Prof. Dr. Ulrich Kulozik) der TUM mit 25 (14 WMBL) Studenten nach Wasser-
burg-Salzburg-Rott am Inn.

24.09.-28.09. unter Leitung von Prof. Dr. Dirk Rehmann mit 11 (7 WMBL) Studenten des
Studienganges Lebensmitteltechnologie der Fachhochschule Weihenstephan zu Lebensmittel-
und Zulieferbetrieben in Ostwestfalen-Lippe.
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Privatexkursionen:
Neben den universitér organisierten Fachexkursionen wurden im Jahr 2011 auch 19 eigen-
initiativ organisierte Exkursionen studentischer Mitglieder zu Fachmessen und —Tagungen
bezuschusst. Informationen zur Férderung sowie der Férderantrag finden sich auf der Home-
page des Verbandes.

Ehrungen anléasslich des Hochschultages und der
Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbstta-

gung

Preise fur herausragende wissenschaftliche Arbeiten

Zum funften Mal in Folge wurden in diesem Jahr zusétzlich zum Preis flr ,,herausragende
Diplom- und Masterarbeiten* Preise fur die beste Bachelorarbeit und die beste Doktorarbeit
verliehen.

Der mit € 500,- dotierte Preis fiir die beste Semester-/Bachelorarbeit wurde in diesem Jahr an
Frau Sandra Witzgall, B.Sc. aus GroRkarolinenfeld fur ihre mit der Note 1,0 bewertete Se-
mesterarbeit zum Thema ,,Kinetik der katalytischen Umsetzung von Sauerstoff mit Wasser-
stoff durch Palladium flr verpackungsrelevante Anwendungen®.

Der zum 17. Mal in Folge ausgeschriebene Preis des Verbands Weihenstephaner Milchwirt-
schaftler Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. fir die beste Diplom-/Masterarbeit, der mit
€ 1000,- dotiert ist, wurde anlasslich der Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbstta-
gung am 11. Oktober 2012 an Herrn Sebastian Kraus, M.Sc. aus Hirschau verliehen. In
seiner Arbeit (Note 1,0) beschéaftigte er sich mit dem ,,Konzepte nachhaltiger Landwirtschaft
aus Sicht einer Molkerei*“.

Den Preis fir herausragende Doktorarbeiten (€ 2000,-) erhielt Herr Dr.-Ing. Martin Hein-
rich aus Schweinfurt. Er schloss seine Dissertation mit dem Titel ,,Untersuchungen zum
hochdruckausgelosten Zerfall der Caseinmizelle* am Lehrstuhl fir Lebensmittelverfahrens-
technik und Molkereitechnologie mit magna cum laude ab.

Der Verband gratuliert allen Preistragern sehr herzlich und freut sich auch zuklnftig tUber
Studenten und Wissenschaftler die sich in der milchwirtschaftlichen, bio- und lebensmittel-
technologischen Forschung in Weihenstephan engagieren.

Ehrung langjahriger Verbandsmitglieder
Neben den studentischen Preistradgern werden bereits seit vielen Jahren langjéhrige Mitglieder
des Verbandes im Rahmen der Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbsttagung geehrt.

In diesem Jahr konnte Herrn Johann Gonaus zu seiner 40-jahrigen Mitgliedschaft sowie Herrn
Michael Ziervogl, Gunter Reuthlinger, Walter Pflaum und Erich Abler zu ihrer 50j&hrigen
Mitgliedschaft gratuliert werden. Herrn Martin Schuster, Herrn Helmut Proscholdt und Herrn
Karl Niederle konnte zu ihrer 60jahrigen Mitgliedschaft gratuliert werden.

Durch die langjahrige Treue haben die Jubilare Vorbildfunktion erworben. Professor Lan-
gowski Uberreichte den anwesenden Jubilaren einen Milchkrug mit der Aufschrift: ,,Zur Er-
innerung an Weihenstephan*.
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Verleihungsrichtlinien zum Preis fir Semester-, Bachelor- ,
Diplom-, Master sowie Doktorarbeiten von Verbandsmit-
gliedern

Praambel

Der Verband Weihenstephaner Milchwirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. ist einer
der traditionsreichsten Hochschulverbénde mit Gber 1700 Mitgliedern. Das stetige Wachsen des Ver-
bands ist eng mit den Erfolgen der Absolventen der Lebensmittelforschung in Weihenstephan verbun-
den. Der Verband mdchte durch die Vergabe eines Preises fir herausragende Studien-
[Forschungsleistungen die Verbundenheit zu den Forschungsinstituten noch starker zum Ausdruck
bringen und die studentischen Mitglieder dazu ermutigen, sich an den Einrichtungen der Lebensmittel-
forschung weiter zu engagieren.

Dotierung

Die Preise werden je nach Kategorie mit folgenden Betrdgen honoriert:
e Semester- oder Bachelorarbeit: 500 €
e Diplom- oder Masterarbeit: 1000 €

e Doktorarbeit: 2000 €
In jeder Kategorie wird jahrlich jeweils ein Preis verliehen.

Auswahlkriterien

e Der/die Ausgezeichnete muss Mitglied beim Verband Weihenstephaner Milchwirtschaftler Bio-
und Lebensmitteltechnologen e.V. sein.

e Es muss sich um eine herausragende Arbeit in Zusammenhang mit einer Uberdurchschnittlichen
Gesamtnote handeln.

e Die Arbeit muss thematisch aus einem milchwirtschaftlichen, bio- oder lebensmitteltechnologi-
schen Forschungsbereich kommen.

Bewerbung und Verleihungsverfahren

Die Arbeit muss vom betreuenden Institut bzw. Lehrstuhl nominiert werden. Die Arbeit wird zusam-
men mit einem Bewerbungsformular (erhaltlich unter www.verband-weihenstephan.de) bei der Ge-
schéftsstelle des Verbands Weihenstephaner Milchwirtschaftler Bio- und Lebensmitteltechnologen
e.V. zu folgenden Daten eingereicht:

e Semester- oder Bachelorarbeit: bis 30. Mai
e Diplom- oder Masterarbeit: bis 30. Juni
e Doktorarbeit: bis 30. Juni

Die Arbeit darf als &ltestes Datum (Abgabetermin beim Lehrstuhl) den 30. April/Juni des Vorjahres
tragen. Der Preis fur die Semester-/Bachelorarbeit wird am Weihenstephaner Hochschultag verliehen.
Die Preise fur Diplom-/Master- und Doktorarbeit werden vom Vorstand des Verbands jahrlich bei der
Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbsttagung verliehen. Nur der Verbandsvorstand ist berech-
tigt, die Preistréger offentlich bekannt zu geben.

Jury

Die Jury besteht aus 5 Professoren der TUM und der Fachhochschule Weihenstephans. Die Jury kon-
trolliert, ob die vorgeschlagenen Kandidaten den Bedingungen dieser Verleihungsrichtlinien entspre-
chen, pruft die eingereichten Unterlagen und benennt die Preistréger. Sie ist berechtigt, sich Beurtei-
lungen von dritter Seite zu beschaffen und Kandidaten zur persénlichen Beurteilung einzuladen. Die
Entscheidung der Jury ist unanfechtbar. Ein Rechtsanspruch auf Zuerkennung eines Preises besteht
nicht.

Antragsformulare finden sich auf der Homepage des Verbandes oder kdnnen beim Geschaftsfihrer
des Verbands angefordert werden.



Vereinigung zur Férderung der Milchwissenschaftlichen
Forschung an der TUM in Freising-Weihenstephan e.V.

Adresse c/o Lebensmittelverfahrenstechnik - WZW
Prof. Dr.-Ing. Ulrich Kulozik
Weihenstephaner Berg 1, 85354 Freising

Telefon: 08161-71-4205
Telefax: 08161-71-4384
Mail: foerderverein.weihenstephan@t-online.de

Vorstand

1. Vorsitzender Dr. Hans Schraml

Stellvertr. Vorsitzender Dr. Thomas Obersojer

Stellvertr. Vorsitzender Dr. Timo Winkelmann
Geschéftsfuhrer Univ. Prof. Dr.-Ing. Ulrich Kulozik

Zweck und Ziele der Foérdervereinigung

Die Fordervereinigung wird getragen von ca. 70 Mitgliedsunternehmen aus der Milch- und
Lebensmittelindustrie. Die Vereinigung hat die Aufgabe, insbesondere die milchwissenschaft-
liche Forschung an der TU Munchen in ihrer ganzen Breite zur Fortentwicklung der gesamten
Milch- und Lebensmittelwirtschaft zu férdern. Die Vereinigung verfolgt ausschliel3lich und
unmittelbar gemeinnitzige Zwecke im Sinne des Abschnitts steuerbeglnstigte Zwecke der
Abgabenordnung. Sie sucht dies zu erreichen durch:

e Bereitstellung von Mitteln fir Forschungsaufgaben auf dem Gebiete der Milch- und Le-
bensmittelwirtschaft, insbesondere der milchwissenschaftlichen Forschung,

e Forderung des Nachwuchses durch Stipendien,

¢ standigen Gedanken- und Erfahrungsaustausch mit der Milch- und Lebensmittelwirtschaft,
den land- und milchwirtschaftlichen Organisationen, wissenschaftlichen Gesellschaften,
Anstalten und Instituten des In- und Auslandes, durch Tagungen und Vortrége.

Unterstitzt werden die am Campus Weihenstephan milchwissenschaftlich forschenden Ein-
richtungen in Form von Mitteln flir neue Forschungsgebiete entweder direkt milchbezogen
oder auch auf die Lebensmitteltechnologie allgemein bzw. fir spezifische Ausstattungen.
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Oftmals werden dadurch Vorarbeiten initiierbar, die spater zu 6ffentlich geférderten, vorwett-
bewerblich durchgefiihrten Gemeinschaftsforschungsprojekten fiihren, so dass die bereit ge-
stellten Mittel mehrfach multipliziert werden. Die Vergabe der Forschungsmittel bzw. die
Auswahl der beantragten VVorhaben nimmt der Vorstand vor, wobei ein aus dem Mitglieder-
kreis gewdhltes Kuratorium mit 12 Industrievertretern den Vorstand berat. Die Kuratoriums-
mitglieder haben eine Amtszeit von 3 Jahren.

Die Mitgliedsunternehmen ermdglichen mit ihren nach der Unternehmensgrofle (Umsatz)
gestaffelten Beitrdgen eine substratspezifische Forschung in allen relevanten Disziplinen
(Physiologie, Mikrobiologie und Produktsicherheit, Analytik, Technologie und technische
Innovation, Betriebswirtschaft und Biofunktionalitat), die sich vorrangig mit zukunftsgerich-
teten Fragestellungen in der Milch- bzw. Lebensmittelwissenschaft befassen kann, die ohne
diese Forderung nicht zustande kommen konnten. Insofern Gbernimmt die Branche ein hohes
MaR an Verantwortung und Engagement in Bezug auf stetige Innovation eines Segments der
Lebensmittelindustrie, das seit jeher eine Leitfunktion in der gesamten Lebensmittelbranche
innehat.

Im laufenden Jahr geférderte Projekte sind nachfolgend aufgefihrt:
Lehrstuhl fur Wirtschaftslehre des Landbaues

o FErmittlung von Methoden der Bilanzierung von Treibhausgasemissionen und okono-
mischen Erfolgsgrofien unterschiedlicher Milchviehhaltungssysteme

Lehrstuhl fur Lebensmittelverpackungstechnik

o Ermittlung von Sauerstoff-Toleranzwerten von UHT-Sahne mit unterschiedlichen
Fettgehalten

Abteilung Mikrobiologie
e Hofspezifische Mikrobiota in Rohmilch

Abteilung Physiologie

o Charakterisierung von Exosomen in Rohmilch

Abteilung Technologie

o Teilfinanzierung eines Rheometers zur Verbesserung der analytischen Infrastruktur
am Lehrstuhl fiir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkereitechnologie und Abtei-
lung Technologie

o Techno-functional properties of glycosylated o-lactalbumin

Eine besondere Rolle spielen in diesem Zusammenhang die Offentlich durch das Bundes-
ministerium fur Wirtschaft und Technologie (BMWi) geférderten Forschungsprojekte im
Rahmen der ,,Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)“, die Uber den Arbeitskreis flr in-
dustrielle Gemeinschaftsforschung (AiF) bzw. den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie
(FEI) ausgeschrieben werden. An derartigen VVorhaben beteiligen sich Mitglieder der Forder-
vereinigung unter Einsatz von Mitgliedsbeitragen regelméafiig, so dass eine enge Anbindung
der Wissenschaft an industrierelevante Fragestellungen gewahrleistet ist.
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Beitragsordnung

1. Unternehmen

Mindestbeitrag 500,00 € bis 10 Mio. € Umsatz
1.000,00 € Uber 10 - 50 Mio. € Umsatz
2.500,00 € Uber 50 - 125 Mio. € Umsatz
3.750,00 € Uber 125 - 250 Mio. € Umsatz
5.000,00 € Uber 250 Mio. € Umsatz

2. Einzelmitglieder

Mindestbeitrag 100,00 €

Informationstransfer — Mitgliederinformation

Ein wichtiges Hilfsmittel zum Informationsaustausch ist der **Wissenschaftliche Jahresbe-
richt™, der mit Unterstiitzung der Vereinigung zusammengestellt wird. Neben diesem Bericht
sind auch regelmé&Rige Rundschreiben ein wesentlicher Beitrag zur Informationspolitik der
Vereinigung.

Ferner fuhrt die Fordervereinigung gemeinsam mit dem Verband Weihenstephaner Milch-
wirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. die ,Weihenstephaner Milchwirt-
schaftliche Herbsttagung* durch, die sich als Branchentreffpunkt mit ca. 200 Teilnehmern
einen festen Platz im Austausch zwischen Forschung und Industrie erarbeitet hat, jedoch Wert
auf branchenubergreifende Beitréage legt.

Im Rahmen von spezifischen Aktivitaten werden regelmaRig Transferseminare fur Techno-
logie- bzw. Wissenstibertragung angeboten, zu denen die Mitglieder und Interessierte geson-
dert eingeladen werden. Die Institute bieten jederzeit Beratung auch fur unternehmensspezi-
fische Fragestellungen (Technologie- bzw. Investitionsentscheidungen, Produktions- und Ab-
satzoptimierung, Krisenmanagement) an.

Ferner steht die Fordervereinigung in engem Kontakt mit Industrieverbéanden wie dem Milch-
industrie-Verband (MIV) und dem Verband Deutscher Maschinen- und Anlagenbau e.V.
(VDMA), die als Multiplikatoren wirken und Forschungsergebnisse in ihre jeweiligen Netz-
werke hineintragen.
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Interessierte Neumitglieder kénnen das nachstehend abge-
druckte Beitrittsformular verwenden.

c/o Lebensmittelverfahrenstechnik - WZW

Vereinigung zur Forderung der 85354 Freising, Weihenstephaner Berg 1
Milchwissenschaftlichen Forschung Leleforr 081 61 71 42 05
an der Technischen Universitat Miinchen Telefax.' 08161 /7143 84
in Freising-Weihenstephan e.V. Bankverbindung: Sparkasse Freising

Konto 171 876 - BLZ 700 510 03

BEITRITTSERKLARUNG

Ich (wir) erklare(n) meinen (unseren) Beitritt zur Vereinigung zur Férderung der Milchwissenschaftli-
chen Forschung an der TU Minchen in Freising-Weihenstephane.V. ab ........cccccccoveeine und werde(n)
gemaR Satzung/Beitragsordnung einen jahrlichen Forderungsbeitrag von € ........................ leisten.
Die Bedingungen der Mitgliedschaft sind mir (uns) aus den mir (uns) bermittelten Satzungen der

Vereinigung bekannt.

NI, e e et et ettt et et e ntn et e nrnarees

(0T =TT 41 - AT

P AN Q1o o 1 1 TSSOSO U RS PRPRPR

(Unterschrift)



Technischer Teil

Hinweise auf neue Techniken und Produkte

Der technische Teil des wissenschaftlichen Jahresberichtes will den Leserkreis auch in diesem
Jahr tiber Neuigkeiten in der milchwirtschaftlichen Technologie informieren und auf neue
Produkte und Angebote von Milch verarbeitenden Unternehmen hinweisen. Die Herausgeber
danken den im Folgenden aufgefiihrten Firmen, die zu diesem Zweck eine Anzeige zur
Verfiigung gestellt haben und den Druck des Jahresberichtes unterstiitzten.

Verzeichnis der Fachfirmen

A

A e

Bauer GmbH & Co. KG, Wasserburg/Inn
Bayerische Milchindustrie eG, Landshut
Biicker-Fachverlag GmbH & Co. KG, Bad Breisig
Goldsteig Kidsereien Bayerwald GmbH , Cham

Hofmeister Champignon Unternehmensgruppe /
Késerei Champignon Hofmeister GmbH & Co. KG, Lauben im Allgéu

Hochland AG, Heimenkirch

Milchindustrie-Verband e.V., Berlin

Molkerei Gropper GmbH & Co., Bissingen

OMIRA, Oberland-Milchverwertung Ravensburg GmbH, Ravensburg
GQM mbH, Landshut

. Zentis GmbH & Co. KG, Aachen

Zott GmbH & Co. KG, Mertingen

Seite
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Beste Qualitat fiir Thren Geschmack

Aus dem Land mit
Sonne, See und Bergen.

Vertragen Sie keine
Milch?
Wir haben die Lé6sung.

w @
FRISCHE -?'n,rg_l,%g
VOLL- M \\ﬂg/
MILCH MILCH
haltbar =
""""" 3,8% e
www.omira.de www.minuslL.de

Die Privatmolkerei

Die Privatmolkerei Bauer gibt es jetzt schon in der feinen Friichten einfach einen wunderbaren Joghurt
flinften Generation. Und mit der Zeit hat es sichwohl  machen. Der gute Bauer, der groBe Geschmack.
herumgesprochen, dass wir aus frischer Milch und
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Beste Milch Ideen

Frische

FR—AAHch

Regional und innovativ

Ob Mozzarella-Kugeln

oder unser neues Frankenland-
Regionalkonzept — eines durfen
Sie immer von uns erwarten:
Beste Milch Ideen!

-~

Bayerische Milchindustrie eG
E-Mail: bmi@bmi-eg.com - Internet: www.bmi-eg.com
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ZOTT SE & Co. KG * Dr.-Steichele-Str. 4 - 86690 Mertingen

www.zott.de + 09078 - 801 0 - Ii
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v Weichkise fiir den Grill
V Klebt nicht auf dem Rost
V Einfach und schnell zubereitet
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ROUGETTE=meébr'kann man aus Kdse nicht machen!

KASEREI CHAMPIGNON

Hofmeister GmbH & Co. KG ® Kemptener StraBe 17-24 e D-87493 Lauben / Allgau
Telefon: +49 / 83 74 / 92-0 e Telefax: +49 / 83 74 / 92-169 e info@champignon.de ® www.champignon.de
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N 1 Software
G Organisation 1
| Managementsysteme

Moderne Softwarelésungen der

GOM SUITE
Enterprise Resource Planning System / ERP Manufacturing Execution System / MES
Produktionsplanung
Schnittstellen Bausteine
Rezepturmanagement
“— ERP MES “—> Produktionsmanagement

Datenbank Datenbank

Lagerverwaltungssystem

I '\l OM & Labor

WLAN

\ Instandhaltung / INS
OPC Gateway  Visualisierung

¢ ¢ Mobile Datenerfassung / MDE
v

Prozessleitsystem / PLS - Hochregallager / HRL - Analysesysteme - Wiegesysteme

Als Spezialist bietet die GOM Know-how-basierte MES Software fiir den gesamten
Bereich der Lebensmittel- und Getrankeindustrie einschlieRlich der entsprechen-
den Einfiihrungsberatung zur flexiblen Anpassung an die Unternehmens-
anforderungen.

Das Produktportfolio der GOM umfasst: Produktionsplanung und Produktions-
management, Technisches Controlling, Mobile Computing, OM und LIMS,
Dokumentenverwaltung, Rezepturmanagement, Produktentwicklung,
Spezifikationen und Zertifikate, Chargenverfolgung und Chargenorientierte
Bestands-fiihrung,  Lagerverwaltungssysteme, = Kommissionierung und
Dispomanagement, Wartung und Instandhaltung, Reklamationsmanagement,
Energiedatenerfassung und Energiecontrolling.

Beratungsleistungen in den Bereichen QM, IFS, HACCP, Audits, UM und Prozess-
optimierung. Neben der Konzeption und Implementierung maRgeschneiderter
MES Losungen, werden auch komplett um MES erweiterte ERP System-
einfihrungen realisiert.

GOM mbH Tel.: 0871/924 00-0
GQOM System und Service GmbH Fax: 0871/ 924 0o-1
Innere Miinchener Str.10 info@gqm.de

84036 Landshut www.GOM.de
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Echt bayerischer Genuss vom
griinen Dach Europas - ohne Gentechnik.

GenieBen Sie jetzt noch mehr Aroma-Entfaltung mit .@ﬁ .ﬁ
den GOLDSTEIG Kdsespezialitaten garantiert ohne Gentechnik. & S

Der nussig Feine aus Bayern

Der Milde aus Bayers

Emmentaler Almdammer
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GOLDSTEIG Kasereien Bayerwald GmbH « Siechen 11, D-93413 Cham - Tel. 09971/844-0 - Fax 09971/844-1090 - E-Mail: info@goldsteig.de - www.goldsteig.de

Der Milchindustrie-Verband e.V. (MIV)
ist der Spitzenverband der deutschen Milchindustrie

e  Er vertritt tber 100 Unternehmen. m%ﬁgmﬁ
e 95 % der deutschen Milchanlieferung oder 28 Mio. t Milch und VERBAND

100 % des Exportvolumens werden von MIV-Mitgliedern erbracht.
e Mit rund 23 Milliarden Euro Jahresumsatz ist die Milchindustrie

MILCH

der grof3te Bereich der deutschen Erndhrungsbranche. mousTucl
e Erist Interessenvertreter und Dienstleister auf regionaler, nationaler, ‘ =
europaischer und internationaler Ebene. hz-2nd

Tatigkeitsfelder sind u.a. neben Agrarpolitik, Marktordnung und Wirtschaft, rechtliche
Fragestellungen, Wissenschaft, Forschung und Qualitat, auch Sozial- und Tarifpolitik sowie
AuRenhandel, Umwelt oder Logistik.

Der MIV férdert Forschung und Wissenschaft:

»  MIV-Kompetenznetzwerk-Milch: Milchindustrie und Wissenschaft als Partner

»  Wissenschaftlicher Beirat des MIV mit Experten der Natur-, Rechts- und
Wirtschaftswissenschaft

»  MIV-Ideenborse Forschung: Generierung praxisnaher Forschungsideen

»  MIV-Arbeitsgruppe Forschung: Initiierung, Prifung und Koordinierung von
milchspezifischen Projekten der Gemeinschaftsforschung,
die Milchindustrie ist die forschungsintensivste Lebensmittelbranche

»  Jahrliche Vergabe des Milch-Wissenschaftlichen Innovationspreises

Milchwissenschaft und —forschung: eine Chance fiir Milchindustrie und Wissenschaft

Milchindustrie-Verband e.V. | Jégerstralle 51 | 10117 Berlin
Ansprechpartnerin Wissenschaft: Dr. Gisela Runge
Tel.: +49 30 4030445-19 | Fax: +49 30 4030445-57 | E-Mail: runge@milchindustrie.de
www.milchindustrie.de & www.meine-milch.de
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Setzen Sie lhren Joghurt-, Milch- und Eis-
kreationen die Krone auf — mit den viel-
faltigen Fruchtzubereitungen von Zentis.
Ob bewdhrte Standards oder individuelle
Rezepturen: Jedes Produkt wird auf die
speziellen Bediirfnisse unserer Kunden
und auf die Vorlieben der Verbraucher
abgestimmt. Und taglich kommen neue
Innovationen hinzu. Schonende Herstell-
verfahren sorgen dabei fiir dauerhafte

Qualitat und Frische.

Erfolgsrezepte von Zentis — dem

innovativen Partner der Milchindustrie.

LD

VIEL FRUCHT. FEEL GOOD.

Zentis GmbH & Co. KG = Postfach 101637 = 52016 Aachen = Deutschland

Tel. +49(0)241/47 60-0 ® Fax +49(0)241/4760-369 m www.zentis.de m info@zentis.de
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Abonnieren Sie die molkerei-industrie!

CHY-MAX®M - S .
besserer Kise bei = Das Magazm fur

geringen Kosten! rveiung. unternehmerischen Erfolg

molkerei-industrie liefert die Fakten und
Informationen, die erfolgreiche Manager in
der Molkereiindustrie benotigen: inhalts-
reich und préazise - ohne unnotigen Ballast.

Lupraving fod & health

Kase-
stauby \
war/ =
gestern

Lebensmittel mit Lebensmitteln Frben

GNT | pocray

ifSehland | Kach Pumpentechnik GrmbH & 03 KB | www packnda

Das bietet lhnen
ein 240-Euro-Jahresabonnement:

1 12 Ausgaben mit fundierten Hintergrundberichten, Analysen, Reportagen
und Kommentaren

1 Uberblick zu aktuellen Entwicklungen der industriellen Milchverarbeitung

1 Prozesstechnik, Automation, Ingredients, Verpackung, Abftilltechnik,
Logistik und IT

1 Vollzugang zu allen brandaktuellen News auf moproweb.de
1 E-Mail Newsletter

1 Exklusiv: Marktinformationen — Spotmérkte, ZMB Marktbericht,
ife Rohstoffwerte Abopréimie*

1 Exklusive Informationen zur Arbeit des ZDM; Unterstiitzung bei der Aus-, ,Kleines Biiro“ bei Abschluss eines
Fort- und Weiterbildung Ihres Personals Abonnements:

1 Freien Eintritt zur Fachmesse InterMopro in Duisseldorf Kalender I Notizblock I Visitenkarten-

1 Chartservice fiir Grafiken in Milch-Marketing und molkerei-industrie box I Kugelschreiber 1 USB-Stick 4 GB

Coupon bitte senden an: B&L MedienGesellschaft mbH & Co. KG, Abo-Service ,molkerei-industrie’, Augustenstrafe 10, D-80333 Minchen
per Fax an: +49(0)89/37060-111 oder per E-Mail an: b.aktas@blmedien.de

Vorname, Name

Firma

O Ja, ich méchte molkerei-industrie abonnieren.
Der Jahresbezugspreis betragt im Inland 240 Euro T —
inkl. (bei entsprechendem Nachweis Rentner-/
Schiiler-/Studentenpreis betragt 92 Euro)

Vertriebsgebuhren zuzigl. 7 % MwSt,; im Ausland (B Ol
280 Euro inkl. Vertriebsgebihren
[ Bitte senden Sie mir erst einmal die néchsten beiden T
Ausgaben kostenlos zur Ansicht
E-Mail

[ Ja, ich abonniere zusatzlich den exklusiven News-
letter kostenlos dazu. Diesen kann ich jederzeit
abbestellen. Unterschrift
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Das markenubergreifende Zeichen
fur beste Milchprodukte

Die Molkerei Gropper ist Full-Service-Dienstleister des
Handels und Spezialist fiir die Herstellung von Eigenmarken.

Erfahren Sie mehr dazu unter www.gropperde

GROPPER

- QUALITAT & lDEF‘l‘LSEIT {‘929

Kompetenz fur Kase

Hochland SE - Kemptener Straf3e 17
88178 Heimenkirch/Allgau - www.hochland-group.com
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