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Vorwort

Der Jahresbericht der milchwissenschaftlichen Forschungseinheiten am Zentralinstitut fiir Er-
ndhrungs- und Lebensmittelforschung Weihenstephan (ZIEL) verfolgt das Ziel, iiber For-
schungsarbeiten auf dem fiir die gesamte Lebensmittelwirtschaft so wichtigen Bereich Milch
zu berichten. Der Bericht schliefit 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 iiber ihre Aktivititen geben und vor allem
der Milch- und Molkereiwirtschaft einen Uberblick iiber abgeschlossene und laufende For-
schungsarbeiten bieten. Dariiber 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 Miinchen in Freising-
Weihenstephan im Sinne der milchwirtschaftlichen Praxis intensiviert werden. Die milchwissen-
schaftliche Arbeit an den Instituten wird von der ,,Vereinigung zur Férderung der Milchwissen-
schaft an der TU Miinchen* sehr engagiert unterstiitzt. Es ist das Ziel, sowohl der milchwissen-
schaftlichen Forschungseinheiten als auch der ,,Vereinigung zur Forderung der Milchwissen-
schaft an der TU Miinchen®, eine fiir die Milchwirtschaft essentielle, praxisrelevante For-
schung am und um das Substrat Milch nicht nur zu erhalten, sondern iiber alle beteiligten Dis-
ziplinen hinweg auszubauen.

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

Prof. Dr. Horst-Christian Langowski Dr. Johannes Schraml

1. Vorsitzender 1. Vorsitzender

Verband Weihenstephaner Milchwirt- Vereinigung zur Forderung der Milch-
schaftler, Bio- und Lebensmitteltechno- wissenschaftlichen Forschung an der

logene.V. TUM in Freising-Weihenstephan e.V.
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Im Berichtsjahr waren folgende Doktoranden am Institut tiitig:

Tierdrzte: Christian Altenhofer (seit 01.12.2010)

Diplom-Biologen: Christine Kaufmann (seit 02.05.2011); Katharina Stécker (seit 23.07.12)
M.Sc. Biologie: Benedikt Kirchner (seit 01.06.2011); Melanie Spornraft (seit 14.11.2011)
M.Sc. Agrarwissenschaft: Christiane Schmautz (seit 01.10.12)

M.Sc. Genetik: Anna Henke (seit 01.03.13)

M.Sc. Erndhrungswissenschaft: Veronika Floter, geb. Pistek (seit 01.03.2010)

M.Sc. Molekulare Biotechnologie: Swanhild Urda Meyer (seit 01.02.2008); Corina
Schanzenbach, geb. Zorgiebel (seit 01.12.12); Dominik Buschmann
(seit 11.03.14)

M.Sc. Biochemie: Maria Hillreiner (seit 15.04.13)

Forschung

I. Laktationsphysiologie

Genexpressionsanalyse von Proteinsynthesepathways in bovinen Euterepithelzellen
gewonnen aus Milch wihrend der Laktation und wihrend einer kurzzeitigen
Futterrestriktion

Gene expression analysis of protein synthesis pathways in bovine mammary epithelial cells purified from milk
during lactation and short-term restricted feeding

Sigl, T.; Meyer, H.H.D.; Wiedemann, S.":J Anim Physiol Anim Nutr 98 (2014) 84-95

Das Ziel der Studie war die Untersuchung ausgewihlter Schliisselfaktoren der Milch-
proteinbiosynthese in priméiren bovinen Euterepithelzellen von Milchkiihen in den ersten 155
Laktationstagen. Erginzend wurden die Kiihe in verschiedenen Laktationsstadien (Woche 4
und 21 pp) einer kurzzeitigen Futterrestriktion ausgesetzt, um die Anpassungsprozesse der
molekularen Proteinbiosynthese an die metabolische Herausforderung zu untersuchen.
Morgengemelksproben von 24 Holstein-Friesian Kithen wurden wéhrend der Versuchs-
periode genommen (10 pro Tier). Die Euterepithelzellen aus Rohmilch wurden mittels einer
immunomagnetischen Separationstechnik gewonnen und fiir real-time quantitative PCR
Studien verwendet. Wie es in den Transkripten aller majoren Milchproteine gezeigt werden
konnte, nahmen die mRNA Levels von E74-like factor 5, ein Verstirker der Signal-
transduktion und Aktivator der Transkription (STAT), kontinuierlich bis zur Mittlaktation ab.
Die Expression von ELF5 sowie der Milchproteingene zeigten einen dhnlichen Anstieg
wihrend der Futterrestriktion in der Friihlaktation. Gelegentliche Verdnderung in der

! Institute of Animal Breeding and Husbandry, Christian-Albrechts-University Kiel, Kiel, Germany
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Expression konnten in anderen Faktoren der Janus Kinase (JAK)/STAT und in Elementen des
Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) Pathways gefunden werden. Aminosiure-,
Glukosetransporter und die Kasein Expression waren ebenfalls teilweise verdndert.
Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse eine Schliisselrolle des Trans-kriptionsfaktors
ELF5 bei der Milchprotein mRNA Expression mit gegenseitig ergdnzenden Signalen des
JAK/STAT und mTOR Pathways auf die Regulation der Proteinbiosynthese in der bovinen
Milchdriise.

Effekte des Durchmelkens in einem Feldversuch auf die Produktivitit, Milchprotein-
ertrag und Gesundheit von Milchkiihen

Effects of continuous milking during a field trial on productivity, milk protein yield and health in dairy cows
Kopf, M.; Gellrich, K.; Kiichenhoff, H.Z; Meyer, H.H.D.; Kliem, H.: Animal 8:7 (2014) 1130-
1138

Das Ziel dieser Feldstudie mit einem automatischen Melksystem war, zu untersuchen, ob das
Weglassen der Trockenstehphase Auswirkungen auf die Gesundheit und Produktivitit von
Milchkiihen in der darauffolgenden Laktation hat. Insgesamt wurden 98 Fleckviehkiihe von 6
siiddeutschen landwirtschaftlichen Betrieben zufillig in 2 Versuchsgruppen eingeteilt: Die
erste Gruppe wurde 56 Tage vor der Abkalbung trocken gestellt (Gruppe D, n = 49), die
zweite Gruppe wurde wihrend dieser Zeit bis zur Abkalbung durchgemolken (Gruppe CM, n
= 49). Aus dieser Gruppe bildete sich eine dritte Gruppe von Kiihen, die sich selbst spontan
trockenstellten (Gruppe DS, n = 14). Glukose, B-Hydroxybutyrat (BHBA), nicht veresterte
Fettsduren (NEFA) und IGF-1 im Blut zeigten sehr ausgeprigte Schwankungen in der Gruppe
D. Wihrend der gesamten Versuchsdauer waren die Konzentrationen von BHBA und NEFA
merklich geringer in den Gruppen CM und DS. Aullerdem hatte die Gruppe D die niedrigste
IGF-1 Konzentration und zeigte auch einen stirkeren Abbau der Riickenfettdicke als die
anderen Gruppen. Die Milchproteinkonzentration war merklich hoher in den Gruppen CM
und DS (3,70 % und 3,71 %) im Vergleich mit der Gruppe D (3,38 %). Wegen der geringeren
305-Tagesleistung (-15,6 %) und der geringeren totalen Milchleistung (-3,1 %) war die totale
Milchproteinmenge in der darauffolgenden Laktation um 2,5% (6,8 kg) geringer, obwohl die
zusdtzliche Milchproteinmenge der Gruppe CM von Woche -8 bis zur Abkalbung 35,7 kg
betrug. Der grofite Gewinn resultierte aus den positiven Effekten auf die Fruchtbarkeit und die
geringere Krankheitsanfilligkeit: Die Kithe der Gruppe CM hatten ihren ersten Ostrus 1
Woche frither im Vergleich zu den Kiihen der Gruppe D. Sie nahmen auch frither auf und
hatten ein signifikant geringeres Risiko, an Hypokalcdamie, Ketose und Nachgeburtsverhalten
zu erkranken. Die Studie zeigte auflerdem, dass die tierdrztlichen Behandlungskosten und der
Milchverlust in der Gruppe D zweimal so hoch waren als in den Gruppen CM und DS. Somit
iberwogen die geringeren Kosten aufgrund besserer Gesundheit der CM und DS Kiihe den
finanziellen Verlust durch die geringere Milchleistung um + 18,49 € pro Kuh und Laktation.

2 Statistisches Beratungslabor, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen, Germany
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Zusammensetzung der Hauptproteine in Milch von Kiihen mit unterschiedlicher
mittlerer Proteinkonzentration wihrend der ersten 155 Tage der Laktation und unter
Einfluss der Jahreszeit sowie kurzfristiger restriktiver Fiitterungen in Friih- und

Mittlaktation
Composition of major proteins in cow milk differing in mean protein concentration during the first 155 days
of lactation and the influence of season as well as short-term restricted feeding in early and mid-lactation

Gellrich K.; Meyer H.H.D.; Wiedemann S.*: Czech J. Anim. Sci., 59 (2014): 97-106

Eine Vielzahl von Proteinen trégt stark zur einzigartigen Stellung von Kuhmilch in der
Erndhrung und der Weiterverarbeitung bei. Besonders Gehalt und Zusammensetzung von
Kasein haben betrdchtlichen Einfluss auf die Moglichkeiten der Verarbeitung. In der
vorliegenden Studie wurde die Milch von 23 mehrkalbigen Holstein-Friesian Kiihen,
gruppiert in hoch- (3.49 + 0.05%; n = 11) und niedrig-Protein-Kiihe (3.03 £ 0.05%; n = 12),
ungefihr einmal die Woche wihrend der ersten 155 Tage der Laktation beprobt, um den
Verlauf der relativen Milchproteinkonzentration (a-Lactalbumin; B-Lactoglobulin; a-, -, und
k-Kasein) zu bestimmen. Des Weiteren wurden Futterrestriktionen (-30% der Trocken-
masseaufnahme) in der Frith- und Mittlaktation sowie Gewebebiopsien durchgefiihrt, um
deren Effekt auf die Milchproteinzusammensetzung zu beobachten. Die Zusammensetzung
der Milchproteine war relativ konstant und zeigte wihrend des Versuchszeitraums &hnliche
Konzentrationsverldufe in beiden Gruppen. Die durchschnittlichen relativen Konzentrationen
von o-, B-, k-Kasein, a-Lactalbumin und B-Lactoglobulin waren 34,2, 31,4, 16,0, 2,1 und
9,7% des totalen Proteingehalts. Durch die Futterrestriktionen anderte sich die
Milchproteinzusammensetzung nicht, wahrend die Jahreszeit a- und B-Kasein sowie -
Lactalbumin beeinflusste. Auflerdem wurde in beiden Gruppen ein Effekt zu Zeiten
ungewohnt stressiger Situationen durch die Entnahme von Leber- oder Muskelgewebeproben
beobachtet. Als Ergebnis erhohte sich die relative Konzentration von f-Kasein. Demzufolge
scheinen akute Stressfaktoren zu einer Verdnderung der Milchproteinzusammensetzung zu
fithren und sollten vermieden werden.

Microfluidic high-throughput reverse-transcription quantitative PCR Analyse der
Genexpression in der Leber von laktierenden Tieren

Microfluidic high-throughput reverse-transcription quantitative PCR analysis of liver gene expression in
lactating animals

Viturro, E.; Altenhofer C.; Zolch, B.; Burgmaier, A.; Riedmaier, I.; Pfaffl, M.W.:
Microchimica Acta October 181 (2014) 1725-1732

Wir haben eine microfluidic lab-on-chip quantitative reverse transcription (RT) quantitative
PCR (gqPCR) Methode evaluiert, indem wir die Genexpression von Schliisselgenen des
Lebermetabolismus von laktierenden Kiithen gemessen haben. Es wurden Tiere in der frilhen
und in der spiten Phase der Laktation ausgewdhlt, da hier extreme Anpassungen der
Genexpression erwartet wurden. Wéhrend des Laktationszyklus waren 28 von 48 Genen
signifikant reguliert, wobei erwihnenswert ist, dass sie identisch reguliert waren, wie bereits
zuvor mit anderen Analysemethoden gezeigt wurde. Das zeigt, dass die high-throughput
Plattform wegen ihrer Einfachheit, Schnelligkeit und geringeren Kosten eine attraktive

Institut fiir Tierzucht und -haltung, Christian-Albrechts-University Kiel, Kiel



6 Abteilung Physiologie

Alternative zu Microarrays darstellt. Mit Hilfe des dynamischen PCA Algorithmus konnte ein
Set aus 13 Genen eingegrenzt werden, welches es moglich machte, die beiden physiologisch
verschiedenen Gruppen voneinander zu unterscheiden. Somit wurde der Weg bereitet, Tiere
in verschiedenen metabolischen Situationen mit einem zuverldssigen microfluidic RT-gPCR
Assay zu detektieren.

Effekte einer Raps- und Sojaol erginzten Ration auf den bovinen Fett Metabolismus
sowie Fettsduremuster und Cholesteringehalt in der Milch.

Effects of rapeseed and soybean oil dietary supplementation on bovine fat metabolism, fatty acid composition
and cholesterol levels in milk

Altenhofer, C.; Spornraft, M.; Kienberger, H.4; Rychlik, M.4; Herrmann, J. ; Meyer, HH.D.;
Viturro, E.: Journal of Dairy Research 81 (2014) 120-128

Das Hauptziel dieses Experiments war es, die Effekte einer Milchfettdepression, induziert
durch eine mit pflanzlichen Olen erginzten Ration, auf den bovinen Fettmetabolismus, mit
besonderem Interesse an dem Cholesteringehalt, zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden
39 Kiihe in drei Gruppen eingeteilt, in denen verschiedene Rationen gefiittert wurden: eine
Kontrollgruppe (C) ohne Olergéinzung und zwei Gruppen mit zugesetztem Soja (SO) oder
Rapsdl (RO). In beiden Gruppen mit Olzusitzen konnte eine bedeutendere Reduzierung des
Milchfetts (1,14% in der SO Gruppe und 0,98% in der RO Gruppe) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (0,15%) erreicht werden. Es konnte kein signifikanter Unterschied des Protein
und Laktosegehalts festgestellt werden. Der Milchcholesteringehalt war geringer in den
Rationen mit Olerginzung verglichen mit der Kontrollration, wogegen der Blutcholesterin-
gehalt in diesen Rationen deutlich erhoht war. Das Fettsduremuster zeigte bei den
Versuchsgruppen mit zugesetzten Olen eine deutliche Reduktion von iiber 10% bei den
gesittigten Fettsduren und einen hochsignifikanten Anstieg bei den einfach- und mehrfach
ungesittigten Fettsduren inklusive konjugierten Linolsduren. Die Ergebnisse dieses
Experiments deuten darauf hin, dass zur Ration zugesetzte Ole einen hohen Einfluss auf die
Milchfettzusammensetzung und damit eine grole Bedeutung fiir die menschliche Gesundheit
haben, indem Fette mit potentiellen negativen Effekten, wie gesittigte Fettsduren und
Cholesterin, gesenkt werden und gleichzeitig solche mit positiven Eigenschaften wie einfach-
und mehrfach ungesittigte Fettsduren und konjugierte Linolsduren erhdht werden.

Effekte einer einjihrigen Gefrierlagerung mit verschiedenen Konservierungsmitteln auf
die Milchcholesterin-, Progesteron- und Laktoferrinbestimmung

Effects of one year long-term freezing with different preservatives on milk cholesterol, progesterone and
lactoferrin determination

Altenhofer, C.; Pfaffl, M.W.; Viturro, E.: International Journal of Dairy Technology
67 (2014) 490494

Diese Studie wurde durchgefiihrt, um Effekte einer Langzeitgefrierlagerung auf die Milch-
zusammensetzung zu erheben und mdgliche Einfliisse von vier verschieden Konservierungs-
mitteln (Azidiol, Kathon CG, NaOH und Thiomersal) auf die Bestimmung von Milch-
cholesterin, Progesteron und Laktoferrinkonzentration zu untersuchen. Milchproben wurden

4 Bioanalytik Weihenstephan, ZIEL — Research Center for Nutrition and Food Sciences, Technische

Universitdt Miinchen, 85354 Freising, Germany
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gesammelt, in Aliquote aufgeteilt und bei -20°C in 10ml Plastikrohrchen gelagert und nach 1,
6 und 12 Monaten aufgetaut und analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass Konser-
vierungsmittel nicht fiir jede Analysemethode geeignet ist. Konservierungsmittel und
Lagerungsbedingungen von Milchproben miissen fiir jedes Studiendesign sorgfaltig bestimmt
werden - abhdngig von den Parametern, die gemessen werden sollen.

II. Wachstumsphysiologie und Anabolika

Griines Licht fiir Small RNA Sequencing: Optimisierung der Extraktion von
zirkulierenden RNAs aus Plasma

Optimization of Extraction of Circulating RNAs from Plasma — Enabling Small RNA Sequencing

Spornraft, M.; Kirchner, B.; Haase, B.%; Benes, V.5; Pfaffl, M.W.; Riedmaier-Sprenzel, I.:
PLOS ONE 9(9) (2014):e107259

Es existieren mehrere Protokolle und Kits fiir die Extraktion von zirkulierenden RNAs aus
Plasma mit dem Ziel einer anschlieBenden Quantifizierung von spezifischen Genen mittels
RT-gPCR. Wegen sehr geringen Konzentrationen an zellfreien RNAs in Plasmaproben, ist die
RNA Ausbeute nicht ausreichend, um Next-Generation Sequencing (NGS) Experimente
durchzufithren. Diese Technologie ermoéglicht eine ganzheitliche Hochdurchsatz-
Charakterisierung des ganzen Transkriptoms und gilt als (kiinftige) Goldstandardmethode.
Das Screening des kompletten Transkriptoms nach spezifischen Signaturen beschleunigt die
Identifizierung von Biomarkern in den Bereichen molekulare Diagnostik, Krankheits-
frilherkennung und auch Lebensmittelkontrolle. Daher galt es als Ziel, eine Methode zur
RNA-Isolierung zu optimieren, um ausreichend hohe Mengen an RNAs aus bovinem Plasma
zu extrahieren, sodass small RNA Sequencing (small RNA-Seq) erméglicht wird. Ein
erhohtes Plasmavolumen (9ml) wurde mit einem adaptiven Protokoll fiir das Qiagen
miRNeasy Serum/Plasma Kit in Kombination mit dem Vakuumsystem QIAvac24 Plus
isoliert. 35ng Total-RNA wurden in der Library Preparation fiir die Sequenzierung mit der
Ilumina HiSeq2000 Plattform verwendet. Die Rohdaten wurden mittels einer Datenanalyse-
Pipeline aus nicht-kommerziellen Software Losungen ausgewertet. Die Sequenzierungs-Daten
wurden auf ihre Qualitit kontrolliert, gemdB richtigen Sequenzldngen ausgewdhlt und
anschliefend mit small RNA Referenzdatenbanken zur Annotation verglichen. Somit konnte
der Gehalt an microRNAs und piRNAs im bovinem Plasma ermittelt werden. Die
Extraktionsmethode und Datenauswertung ermdglichen zukiinftige Studien, die es erlauben,
die Zusammensetzung an microRNAs und piRNAs in verschiedenen Korperfliissigkeiten zu
erforschen.

Genomics Core Facility, EMBL European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Germany
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Identifizierung eines potenziellen Genexpressions-Biomarker Musters in boviner Leber

zum Nachweis des Missbrauchs von Wachstumsforderern
Identification of a potential gene expression biomarker signature in bovine liver to detect the abuse of growth
promoters.

Riedmaier, I.; Spornraft, 1.; Pfaffl M.W.: Food Addit Contam Part A - Chem Anal Control
Expo Risk Assess, 2014 (4): 641-649

Der Missbrauch anaboler Substanzen in der Tiermast ist ein allgegenwértiges Problem. Das
Verbot der Anwendung von Wachstumsforderern wird innerhalb der EU streng kontrolliert.
Aber es gibt immer noch Verabreichungsmethoden, wie z.B. neu entwickelte Substanzen oder
Hormon Cocktails, welche schwer zu detektieren sind. Deshalb ist die Idee zur Identifizierung
von molekularen Biomarkern, welche auf die physiologischen Effekte der Behandlung
basieren, in den Fokus der Wissenschaft getreten.

In einer vorherigen Studie konnten wir mRNA Biomarker Kandidaten in Leberproben
identifizieren, welche es ermoglichten, unbehandelte Tiere von Tieren, welche mit einer
Kombination aus Androgenen plus Ostrogenen behandelt wurden, zu unterscheiden. In der
aktuellen Studie sollten diese Kandidaten in Kélbern, welche entweder mit einer
wachstumsfordernden Kombination aus Progesteron plus Ostradiol oder mit Clenbuterol
behandelt wurden, bestétigt werden.

Hierfiir wurde die Expression der Kandidatengene in der Leber dieser behandelten Kélber
mittels RT-qPCR quantifiziert. Mit Hilfe der dynamischen Hauptkomponentenanalyse konnte
eine Signatur von 11 Genen herausgefiltert werden, welche eine Unterscheidung behandelter
Tiere von unbehandelten Tieren, unabhéngig von der applizierten Substanz, ermdglichte. Die
Anwendung dieser Gensignatur in einem zusétzlichen Set unbehandelter Tiere resultierte in
einer Hauptkomponentenanalyse, welche ebenfalls zu einer Separierung behandelter von
unbehandelter Tiere fiihrte.

Diese Studie zeigt, dass Genexpressions-Biomarker ein groles Potenzial haben
physiologische Verdnderungen, welche durch die applizierte Substanz verursacht werden,
unabhéngig von der verabreichten Substanz zu detektieren. Es sind aber noch zusitzliche
Studien nétig, um das Spektrum anaboler Substanzen zu erhohen, fiir welche diese Biomarker
angewendet werden kdnnen.
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AbbD. 1: Hauptkomponentenanalyse zur Unterscheidung behandelter und unbehandelter Tiere
welche einen zusétzlichen Pool an Kontrolltieren beinhaltet. Kontrolltiere sind durch
einen weiBen Kreis, Tiere welche mit einer Kombination aus Progesteron plus Ostradiol
behandelt wurden sind durch eine griine Raute, und Tiere welche mit Clenbuterol
behandelt wurden sind mit einem roten Dreieck dargestellt.

Transkriptionelle Biomarkersignaturen in der Lebensmitteliitberwachung

Transcriptional Biomarker Signatures in Food Safety

Spornraft, M.; Riedmaier-Sprenzel, I.; Pfaffl, M.W.: Proceedings, LGL 5. Fachtagung
Gentechnik, p41 — 52, published August 2014, ISBN 978-3-945332-07-8

Die Erforschung des Zusammenhangs zwischen Erndhrung und dem Gesundheitsstatus, sowie
des Einflusses der Nahrung auf die Entwicklung von Krankheiten, ist fiir die Wissenschaft
und fiir die Lebensmittelindustrie von zentraler Bedeutung. Notwendig ist es, dabei nicht nur
die gesunden Inhaltsstoffe und deren Wirkungen zu untersuchen, sondern auch die
Auswirkungen von gesundheitsschidlichen Substanzen und Lebensmittelkontaminationen. In
der Fleischproduktion werden in vielen Landern hormonelle Wachstums- und Leistungs-
forderer verwendet. Die Kontrollanalysen sind bisher substanzspezifisch. Um neue Wege in
der Uberwachung zu beschreiten, wird ein Nachweissystem bendtigt, das unabhiingig der
verwendeten anabolen Substanzen funktioniert. Eine Alternative zu den substanzspezifischen
Nachweisen ist die Untersuchung der physiologischen Verdnderungen eines Organismus nach
der Gabe von anabolen Agentien auf molekularer Ebene. Das Ziel ist nicht linger der direkte
Nachweis, sondern das Erfassen der zelluliren Reaktionen auf die Substanzen. Diese
exogenen Einfliisse verursachen eine Modifikation auf der Genexpressions-Ebene und zeigen
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dadurch physiologische Effekte. Eine neue Herangehensweise bei der Suche nach alternativen
Nachweisverfahren ist das Screening eines Individuums auf die physiologische Antwort auf
Transkriptomebene.

In diesem Artikel wird aufgezeigt, dass Omik-Technologien die Erforschung von
Genexpressionsverdnderungen ermdglichen und dass sich die Anwendbarkeit von
transkriptionellen Biomarkern in der Lebensmittelsicherheit bereits bestitigt hat. Auf der
Suche nach Biomarkern helfen stets die neuesten Analysemethoden und biostatistischen
Auswertungen. AbschlieBend wird beleuchtet, dass die Kontamination von Fleisch durch
Anabolika trotz Verbot auch in Deutschland eine ernst zu nehmende Gefdhrdung darstellt,
dass aber der vorgestellte Forschungsansatz der transkriptionellen Biomarkersignaturen
genutzt werden kann, um gesundheitsgefahrdende Praktiken in der Tiermast aufzudecken und
so Lebensmittel sicherer zu machen.

I11. Bioanalytik

Posttranskriptionale regulatorische Netzwerke: Vom Expressionsprofilerstellen zur

integrativen Analyse der mRNA und microRNA Daten.
Posttranscriptional Regulatory Networks: From Expression Profiling to Integrative Analysis of mRNA and
MicroRNA Data.

Meyer, S.U.; Stoecker,K.; Sass, S.° Theis, F.J.% Pfaffl, M.W.: Methods Mol Biol. 1160
(2014) 165-188

Protein-kodierende RNAs werden post-transkriptional durch microRNAs, eine Klasse der
kleinen nicht-kodierenden RNAs, reguliert. Erkenntnisse zu messenger RNA (mRNA) und
microRNA (miRNA) regulatorischen Interaktionen unterstiitzen das Verstdndnis der
Feinregulierung der Genexpression und vermogen moglicherweise eine bessere Abschitzung
der Proteinsynthese. Jedoch beriicksichtigen in silico Vorhersagen der mRNA-microRNA
Interaktionen nicht den spezifischen Status des Transkriptoms des biologischen Systems und
werden durch falsch positive verzerrt. Eine mogliche Losung, um verlédsslichere Vorhersagen
fiir die mRNA-miRNA Beziehungen im spezifischen biologischen Zusammenhang zu treffen,
ist es, sowohl echte mRNA und miRNA Transkriptomdaten als auch in silico Zielmolekiil-
Vorhersagen zu integrieren. Dieses Kapitel adressiert den Arbeitsablauf und Methoden, die
man anwenden kann fiir sowohl die Erstellung des Expressionsprofils und die integrative
Analyse der mRNA und miRNA Daten als auch die Interpretation der Ergebnisse und
Modellerstellung der post-transkriptionalen regulatorischen Netzwerke.

6 Helmholtz Zentrum Miinchen, Institute of Computational Biology, Germany



ZIEL - Abteilung Physiologie 11

Abb. 2: Pfad-abhéngige Veranschaulichung der miRNA-mRNA Bezichungen mit Cytoscape
2.8.3. Die Anreicherungen schlieBen sowohl die TargetScan-basierten miRNA-—
Zielmolekiilvorhersagen als auch mRNA and microRNA Expressionsdaten mit ein. Die
blauen Knoten repridsentieren microRNAs, wohingegen die griinen, gelben und roten
Knoten die Gene darstellen. Die Farbintensitét (rot = signifikant, griin = nicht-signifikant)
zeigt die Signifikanz eines Netzgebietes an, dass dies iiberrepriasentiert ist in einem
bestimmten Pfad oder biologischen Zusammenhang. (a) Die Ergebnisse des
Neurotrophin-Signalpfads sind beispielhaft dargestellt.

mRNA und microRNA Reinheit und Integritiit:

Der Schliissel zum Erfolg beim Erstellen von Expressionsprofilen

mRNA & microRNA Purity and Integrity: The Key to Success in Expression Profiling

Kirchner, B.; Paul, V.”; Riedmaier-Sprenzel, 1.; Pfaffl, M.W.: (2014) Chapter 5 - Quantitative
Real-Time PCR, edited by Roberto Biassoni and Alessandro Raso, lab protocol series
Methods in Molecular Biology, published by Humana Press, USA, ISBN-10: 1493907328
Methods Mol Biol. 1160 (2014) 43-53

7 National Research Centre on Yak (ICAR), Dirang, Indien
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RNA Qualititskontrolle ist ein mafBgeblicher Schritt um intakte, nicht degradierte RNA zu
garantieren und aussagekriftige Ergebnisse aus Microarray, RT-qPCR (Reverse Transkription
quantitative PCR) oder Next-Generation-Sequencing (RNA-Seq oder small RNA-Seq) Gen-
Expressions-Experimenten zu erhalten. Entsprechend ist das Bestimmen der RNA Integritét
und Reinheit vor Gen-Expressionsanalysen der Proben RNA essentiell, um die Genauigkeit
jeglicher nachfolgender Anwendungen zu garantieren. RNA Proben sollten weder degradiert
noch fragmentiert und sowohl frei von Proteinen als auch von genomischer DNA, Nukleasen
und enzymatischer Inhibitoren sein. Der Artikel beschreibt den aktuellen Stand der Technik
zur Bestimmung der RNA Qualitét unter Verwendung von UV/Vis Spektrophotometrie und
Kapillar-Gelelektrophorese.

Diplom-, Masterarbeiten und Bachelorarbeiten

Diplomarbeiten und Masterarbeiten

Johannes Knubben, Agrarwissenschaften: ,,Amino acids in the porcine uterine lumen during
preimplantation development”

Paulina Bedkowski, Molekulare Biotechnologie: ,,Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung
synthetischer Estrogen-Derivate in endometrialer Zellkultur in vitro und im isolierten
perfundierten Uterus”

Julia Wiesner, Molekulare Biotechnologie: ,,MicroRNA expression analysis in muscle cell
differentiation”

Dominik Buschmann, Molekulare Biotechnologie: ,Functional analysis of bovine
exosomes”

Jara Obermann, Molekulare Biotechnologie: ,,Umhiillung magnetischer viraler Komplexe —
Optimierung der viralen Transduktion von Endothel- und Muskelzellen unter statischen und
FlieBbedingungen”

Veronika Sachsenhauser, Molekulare Biotechnologie: ,,Expression of the Vaccinia Virus
mRNA Capping Enzyme in Escherichia coli, capping of messenger RNA and determination
of capping efficiency”

Stephan Nothjunge, Molekulare Biotechnologie: ,,Analyse der Funktion ausgewdhlter
zirkuldrer RNAs (circRNAs) in neonatalen Rattenkardiomyozyten”

Marcel Sebastian Bouché, Molekulare Biotechnologie: ,.Entwicklung von PCR-basierten
Methoden zur Uberpriifung von Reinheit, Identitit und Kontaminationen von Zellkulturen”

Isabel Schiemann, Molekulare Biotechnologie: ,Effect of anabolic agents on RNA
expression in bovine heart”
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Xiaomeng Yang, Molekulare Biotechnologie: ,,Global occurrence of 5-hydroxymethyl-
cytosine in DNA — Establishing and applying different methods to improve the understanding
of DNA hydroxymethylation in different porcine tissues”

Alexander Piechatzek, Pharmazeutische Bioprozesstechnik: ,,Mafnahmen zur Optimierung
von Einfrierbedingungen bei der Herstellung hochdichter Zellbanken tierischer Zellen”

Milica Maier, Technologie und Biotechnologie der Lebensmittel: ,,Induzierung der
Milchproteinsekretion an einem 3D-Zellkulturmodell aus bovinen Euterepithelzellen”

Bachelorarbeiten

Eva Grabisch, Molekulare Biotechnologie: ,,Untersuchung der Immunantwort von bovinen
Leukozyten des peripheren Blutes nach einer wiederholten Immunisierung mit Clostridium
difficile”

Lena Ball, Molekulare Biotechnologie: ,,Vergleich der RNA-Qualititen aus Erythrozyten und
Vollblut nach Extraktion mittels PAXgene”

Svenja Lorenz, Molekulare Biotechnologie: ,,Expression of genes involved in milk fat
globule structure in bovine mammary epithelial cells”

Maria Schlattl, Agrarwissenschaften und Gartenbauwissenschaften: ,,Vergleich der Milch-
fettzusammensetzung alter und moderner Schafrassen”

Lehre/internationale Kooperationen

Das EU Tempus Project ,,PhD in Food Science & Technology & Creating Capacities for PhD
Reform at the University of Prishtina / Kosovo” (PhD@UP) http://www.phdatup.org/

wurde ins Leben gerufen um an der Universitét Pristina, Kosovo (UP) ein neues, mit den
Bologna Richtlinien konformes PhD Programm im Bereich Lebensmittelwissenschaften und
Lebensmitteltechnologie zu etablieren. Hierbei waren drei Fakultiten der Universitét Pristina
involviert: die Fakultdt fiir Medizin, die Fakultit fiir Landwirtschaft und Veterindrwesen
sowie die Fakultit fir Naturwissenschaften.

Zusammen mit internationalen EU Partnern wurde dieses Tempus Projekt (ein
Finanzierungsprogramm der EU) entwickelt. Vertragspartner des Projektes war die
Universitit Graz (Osterreich) und die Projektkoordination wurde von WUS Austria (Graz,
Osterreich) iibernommen. Hauptinitiatoren war neben der Universitit Pristina und der
Universitdt Graz die TU Miinchen, genauer der Lehrstuhl fiir Physiologie, Weihenstephan.
Weitere EU Partner waren die Universitit von Granada (Spanien), die Universitit von Vaasa
(Finnland), der Austrian Exchange Service (Osterreich), die Unabhingige Union von
Studenten an der Universitit Pristina (Kosovo), das Ministerium fiir Bildung, Wissenschaft
und Technologie des Kosovo und die Studentenliste Reforma (Kosovo). Zusammen mit
diesen Partnern wurden verschiedene Arbeitspakete entwickelt um ein neues PhD Programm
an der Universitit Pristina, Kosovo zu etablieren und es den ersten 15 Studenten zu
ermoglichen innerhalb dieses Programmes zu promovieren.
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Die Technische Universitdt Miinchen war mit Herrn Prof. Heinrich Meyer und spéter mit
Herrn Prof. Michael Pfaffl fiir die Entwicklung und Akkreditierung eines interdisziplindren
PhD Pilot Projektes an der UP und die Bildung von Kapazititen fiir die Durchfiihrung des
Pilotprojektes an den drei beteiligten Fakultdten der UP verantwortlich.

Innerhalb dieses dreieinhalb Jahre dauernden Projektes (Januar 2011 — Oktober 2014) wurden
verschiedene Workshops von Seiten der TU Miinchen organisiert. Hierbei stand zum einen
die Entwicklung einer Liste von Vorlesungen und Seminaren, welche die Studenten
absolvieren sollten auf dem Programm. Ausserdem wurde innerhalb dieser Workshops eine
Analyse der lokalen Bediirfnisse an der UP durchgefiihrt, wobei unter anderem eine Liste von
Laborgeriten zu erstellen war, welche innerhalb dieses Projektes an der UP angeschafft
werden sollten, um den beteiligten Studenten die Durchfiihrung von Analysen fiir ihre
Doktorarbeit zu ermdglichen. Nach der Einrichtung zweier neuer Labore wurden von TU
Wissenschaftlern noch 2 Praktika organisiert um einigen Wissenschaftlern und Studenten an
der UP die Moglichkeiten der Anwendung der angeschafften Gerdte néher zu bringen.

Im letzten Teil des Projektes kamen die PhD Studenten aus Pristina fiir einen Monat an
verschiedene Lehrstithle der TU Miinchen (Lehrstuhl fiir Tierhygiene, Lehrstuhl fiir
Tiererndhrung, Lehrstuhl fiir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkereitechnologie und
Lehrstuhl fiir Physiologie), um dort neue biotechnologische Technologien, welche fiir ihre
Doktorarbeit relevant sind zu erlernen und eventuell einen Co-Mentor fiir ihre Arbeit zu
finden.

Das Projekt wurde im Oktober 2014 beendet. Innerhalb des Projektes konnten alle Studenten
die ersten beiden Semester mit Vorlesungen und Seminaren aus den verschiedensten
Bereichen der Lebensmittelwissenschaften und Lebensmitteltechnolgie absolvieren. Zu diesen
Lehrveranstaltungen wurden auch Gastdozenten der TU Miinchen nach Pristina eingeladen.
Die Planung und Durchfithrung der einzelnen Doktorarbeiten dauert noch an und sollte
innerhalb der ndchsten 2 Jahre abgeschlossen sein.

Vortrage

Altenhofer, C.:

,Einfluss von Futterergdnzungen auf den bovine Cholesterinstoffwechsel und die
Cholesterinmenge in Milch”

Landesfachausschuss fiir Milch, Miinchen, 28.04.2014

,Einfluss von Futterergdnzungen auf den bovine Cholesterinstoffwechsel und die
Cholesterinmenge in Milch”
Weihenstephaner Milchwirtschaftliche Herbsttagung”, Freising, 10.10.2014

Dominik Buschmann

»Exosome research at TUM Physiology”

EMBL Advanced Course: Exosome Purification, Identification and Translation, EMBL
Heidelberg, Germany, 26.11.2014
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Kirchner, B.:
» T ransfer of colostral exosomes during early calf development”

International Symposium on Agricultural, Food, Environmental and Life Sciences in Asia
(AFELiSA), Chuncheon Siid-Korea 29.10.2014

»Small RNA in Milk”
Kyushu University, Fukuoka Japan, 4.11.2014

Pfaffl, M.W.:

,-MIQE challenges and solutions in expression profiling”

AGBIO — 1% European Animal and Plant Symposium, Amsterdam, Netherlands, 25. - 26.
February 2014

,»MRNA and microRNA Expression Profiling using RNA Seq.”

Project meeting: Prof. Steve Harakeh & Prof. Afif Abdel Nour , Microbiota Biomarkers in
Obese patients in Saudi Arabia*“; Kooperation TUM mit King AbdulAziz University, Jeddah,
Saudi Arabia, Hotel Majestic Tower, Dubai, Vereinigte Arabische Emirate, 20. - 21. March
2014

,New surveillance concepts in food safety — The use of —omic technologies”
TAEA Workshop, Natal, Brazil, 14. - 18. April 2014

MIQE challenges and solutions — The use of omic technologies for transcriptional biomarker
discovery”
INRA, Génétique Animale et Biologie Intégrative, Paris, France, 14.Mai 2014

»Exosome isolation and holistic expression profiling using RNA-Seq and RT-qPCR”
Microgenomics Conference 2014, Cordeliers Campus of the Pierre and Marie University,
Paris, France, 15. - 16. Mai 2014

,,ZAntibodies for Proximity Ligation Assay (PLA) and more ...”

EMBO Workshop "Simultaneous profiling of RNA and protein using proximity ligation
assay", Postgraduate Medical Institute, Cambridge — Chelmsford - Peterborough, United
Kingdom, 7. Juli 2014

,»The use of -omic technologies for transcriptional biomarker discovery”
Seminar MLL Miinchner Leukdmielabor GmbH, Miinchen, Germany, 22. Juli 2014

,»MIQE Guidelines and their impact on single-cell”
EMBO Practical Course “Single-Cell Gene Expression Analysis”, EMBL Heidelberg,
Germany, 19. - 24. September 2014

,,Data normalization — absolute and relative qutification in qPCR”
EMBO Practical Course “Single-Cell Gene Expression Analysis”, EMBL Heidelberg,
Germany, 19. - 24. September 2014

,,Exosome isolation and holistic expression profiling of small RNAs using RNA-Seq and RT-
qPCR”

EMBO Symposium “Unravelling Biological Secrets by Single-Cell Expression Profiling”,
EMBL Heidelberg, Germany, 25. - 26. September 2014

,,MIQE Richtlinien - Standardisierung und Qualitétssicherung bei der quantitativen RT-PCR”
GMS Meeting 2014, Freising Weihenstephan, Germany, 8. Oktober 2014
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,Exosome isolation and holistic expression profiling of small RNAs using RNA-Seq and RT-
qPCR”

EMBL Advanced Course “Exosome Purification, Identification and Translation”,
EMBL Heidelberg, Germany, 26. — 28. November 2014

MIQE challenges and solutions — The use of omic technologies for transcriptional biomarker
discovery”
BRFAA, Athens, Greek, 11th December 2014

Riedmaier-Sprenzel, 1.

,»Transcriptomic Biomarkers to detect the use of Growth Promoters — Recent Results unsing
High Throughput Sequencing Methods”

7™ International Symposium on Hormone and Veterinary Drug Residue Analysis, Ghent,
Belgien, 02.06. - 05.06.2014

Schams, D.

~Angiogenesis in the ovary - most important regulatory event for follicle and corpus luteum
development and function in cow”

ISSR — International Reproduction Meeting in Indien, 06. - 08.02.2014

,,FGF’s and angiogenesis — important regulatory event in reproduction”
Gordon Research Conference 2014 “Fibroblast growth factors in development & deseases”,
Ventura, Kalifornien, 02. - 07.03.2014

Spornraft, M.:

»-RNA Qualititskontrolle und Primerdesign als Basis fiir erfolgreiche qPCR Experimente”
Klinik fir Wiederkduer der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, Oberschleilheim,
25.08.2014

Schanzenbach, C.:
Production of poly- and monoclonal antibodies for IFNt detection using ELISA”
Lehrstuhl fiir Tierphysiologie der ETH Ziirich, 06.06.2014

ExKkursionen

Exkursion zum Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit am
30.04.2014 unter der Leitung von Frau Dr. Irmgard Riedmaier

Exkursion zur Besamungsstation Grub (Landshut) am 27.06.2014 unter der Leitung von Dr.
Ines Ballweg

Exkursion zum Milchpriifring Bayern, Wolnzach, am 04.06.2014 unter der Leitung von Dr.
Enrique Viturro
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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, Ziege,
Schwein und Kaninchen wurden Anatomie und Physiologie des ménnlichen und weiblichen
Genitaltrakts ausfiihrlich erldutert. Im Rahmen von praktischen Ubungen wurde Studierenden
das Rektalisieren an Kiihen der Milchviehherde gezeigt und sie erlernten die Prinzipien von
Zykluskontrolle und Brunstbeobachtung. Die verschiedenen Zyklus- und Tréchtigkeitsstadien
wurden mittels Ultraschall am lebenden Tier demonstriert.

Im Rahmen der Vorlesung , Laktationsphysiologie wurde anhand einer praktischen Ubung
die Anatomie des Rindereuters sowie die qualitative Beurteilung von Kolostrum demonstriert.
Fir den Studiengang Agrarmanagement wurde das Verfahren des Embryotransfers
demonstriert. Dabei konnten die Studenten einer Embryonenspiilung bei einer Kuh sowie der
anschlieBenden mikroskopischen Beurteilung und Kryokonservierung der gewonnenen
Embryonen beiwohnen.

Wihrend weiterer Praktika erlernten die Studenten im Milchviehstall die Beurteilung von
Korperkondition und Rationsgestaltung; zusitzlich wurden die Prinzipien zur Einschitzung
der Tiergerechtigkeit von Haltungssystemen und des Status der Tiergesundheit vermittelt.

Forschung

Etablierung einer Extraktionsmethode fiir small RNAs (miRNAs und piRNAs) sowie
Exosomen aus Blut und Milch.

Untersuchung zur Abwehr von Mastitiden verschiedener Rinderrassen mittels primérer
Euterepithelzellkulturen aus Milch.

Extraktion von Leukozyten aus der Milch wihrend der Friihtrachtigkeit.

Produktion von Antikdrpern in der Milch durch Immunisierung von Kiihen und molekulare
Untersuchung der Aktivierung des Immunsystems im Euter.

Untersuchung der Stressbelastung von Kiihen durch den Einsatz durch sich bewegende
Objekte in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Agrarsystemtechnik.

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

Gewinnung von Antikorpern gegen Medroxyprogesteronacetat, Methyltestosteron, Interferon
tau und Ostradiol-6-Carboxymethyloxime in Kaninchen sowie gegen Immunglobulin-G in
Ziegen zur Entwicklung von Enzymimmunoassays.

Milchentnahme zur Etablierung der Messung und Nachweis von p-Laktoglobulin in
Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Verfahrenstechnik.
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Forschung

Eine Analyse der Zahlungsbereitschaft fiir Tierwohl, Regionalitit und 6kologi-
sche Erzeugung
Johanna Lena Hasselbach, Jutta Roosen

EINLEITUNG/ THEORETISCHER HINTERGRUND

Beim Betreten eines Supermarktes stehen Konsumenten heute einer scheinbar unendlichen
Auswahl von Produkten gegeniiber, die mit einer Vielzahl von Kennzeichnungen beworben
werden. Viele dieser Kennzeichnungen beziehen sich auf Vertrauensattribute. Dabei handelt
es sich um Attribute, die vom Konsumenten weder vor noch bei oder nach Kauf oder Verzehr
wahrgenommen werden kdnnen. Im Lebensmittelbereich ist die dkologische Erzeugung ein
viel verwendetes Vertrauensattribut, aber auch Tierwohlkennzeichnung gewinnt zunehmend
an Bedeutung.

Auch eine steigende Anzahl wissenschaftlicher Studien widmet sich der Verbraucherwahr-
nehmung von Tierwohl. So fanden Lagerkvist et al. (2006) beispielsweise fiir Schweine-
fleisch heraus, dass Konsumenten Freilufthaltung, keine Anbindehaltung, Verhinderung von
Schwanzbeiflen und Immunokastration positiv bewerten. Dariiber hinaus konnten mehrere
Studien eine Mehrzahlungsbereitschaft fiir Produkte mit einer Tierwohl-Kennzeichnung fest-
stellen (Gracia et al. 2011; Nocella et al. 2010).

Allerdings betrachteten die zuvor genannten Studien Tierwohl als einziges Attribut und somit
isoliert von anderen Kennzeichnungen. Andere Studien hingegen konnten bereits zeigen, dass
verschiedene Attribute im Lebensmittelmarketing interagieren. Vor allem fiir Tierwohl und
okologische Erzeugung, aber auch fiir Tierwohl und regionale Erzeugung, wird eine tiberlap-
pende Wahrnehmung berichtet (Hjelmar 2011; Zanoli et al. 2012).

Nachdem gekennzeichnete Produkte im Vergleich zu konventionellen Produkten oft teurer
sind und die Vertrauensattribute nicht wahrnehmbar sind, stellt sich somit die Frage, wodurch
Konsumenten fiir die Kaufentscheidung motiviert sind. Es wird angenommen, dass ethische
Beweggriinde eine zunehmende Rolle bei der Kaufentscheidung spielen (Lotz et al. 2013;
Gracia et al. 2011). Demgegeniiber steht die Theorie, dass Konsumenten ausschlieflich egois-
tisch motiviert sind. Im Fall der Tierwohlkennzeichnung besagt diese Theorie, dass Konsu-
menten Tierwohlkennzeichnung nutzen, da sie sich von den Produkten eine hohere Lebens-
mittelqualitét oder -sicherheit versprechen (Napolitano et al. 2008).

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass wéhrend sich einige Studien bereits mit der Zah-
lungsbereitschaft fiir Vertrauensattribute oder Tierwohlaspekte beschiftigt haben, es kaum
produktiibergreifende Studien gibt. In der vorliegenden Studie wird daher fiir mehrere Pro-
dukte, mittels hypothetischer Choice-Experimente, die Bedeutung von Tierwohl im Vergleich
zu anderen Produktattributen betrachtet. Dabei liegt der Fokus auf der Analyse der Priaferenz-
stabilitét fiir die einzelnen Produktattribute, sowie der Mehrzahlungsbereitschaft. Die Frage
der Motivation wird ebenfalls im Experimentdesign aufgegriffen.



22 Lehrstuhl Marketing und Konsumforschung

DATEN UND METHODEN

Die Studie basiert auf einer deutschlandweiten Internetbefragung, an der 936 Konsumenten
teilnahmen. Zielgruppe der Befragung waren Personen, die zumindest teilweise fiir den Le-
bensmitteleinkauf verantwortlich sind. Die Geschlechterverteilung innerhalb der Stichprobe
war ausgeglichen, mit 50,7% ménnlichen und entsprechend 49,3% weiblichen Befragten.
Hinsichtlich des Alters liegt die Stichprobe zwischen 19 und 87 Jahren, mit einem Durch-
schnittsalter von 49 Jahren (SD 17 Jahre). Zudem war die Befragung hinsichtlich Bildung,
Beschiftigung und Einkommen représentativ fiir Deutschland.

Kernstiick der Befragung waren die hypothetischen Choice-Experimente. Hierfiir wurden drei
tierische Produkte unterschiedlichen Verarbeitungsgrades ausgewdhlt: Eiernudeln, Eier und
Schweineminutensteaks.

Fiir jedes der drei Produkte beantwortete jeder Befragte vier hypothetische Kaufentscheidun-
gen, woraus sich insgesamt eine Anzahl von 9624 Entscheidungen, bzw. 3208 Entscheidun-
gen pro Produkt, ergaben. Die Produktalternativen der drei Produkte wurden jeweils mit ver-
schiedenen Ausprigungen der gleichen fiinf Attribute ,,Bio®, ,,aus der Region®, ,Fiir mehr
Tierschutz (2 Sterne)*, ,,Zertifiziert ,Frei von Antibiotika“*‘ und ,,Preis* beschrieben.

Abbildung 1 zeigt ein Befragungsbeispiel fiir die Kaufentscheidung fiir Eier. Aufgabe der
Befragten Person ist es, sich fiir eine der dargestellten Produktalternativen zu entscheiden.

Stellen Sie sich vor, Sie stehen im Supermarkt und wahlen zwischen verschiedenen Alternativen von Eiern (10er Pack). Kreuzen Sie
an, fiir welches Produkt Sie sich entscheiden.

Ich wiirde kaufen

Eier (10er Pack)

Eier (10er Pack) Eier (10er Pack)

keines

Bio
aus der Region Bio
Fur mehr Tierschutz (2 Sterne) Fur mehr Tierschutz (2 Sterne)
Zertifiziert ‘Frei von Antibiotika’ aus der Region Zertifiziert ‘Frei von Antibiotika’

3,39€ 0,99€ 179€

Mit Hilfe eines Random-Parameter-Modells wurden die Daten anschlieBend analysiert, wo-
von ausgehend die Zahlungsbereitschaft fiir die einzelnen Produktattribute berechnet wurde.
Durch den Vergleich der drei Produkte wird die Stabilitdt der Praferenz fiir einzelne Vertrau-
ensattribute iiber die Produkte hinweg untersucht. Durch die Einbeziehung unterschiedlicher
Attribute des Tierwohls (,,Fiir mehr Tierschutz (2 Sterne)®, ,,Zertifiziert ,Frei von Antibioti-
ka*) soll zudem festgestellt werden, ob die Konsumenten vorrangig egoistisch oder altruis-
tisch motiviert sind.
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ERGEBNISSE

Vor der Beantwortung der hypothetischen Kaufentscheidungen wurden die Teilnehmer der
Studie gefragt, ob sie die drei Produkte Eier, Eiernudeln und Schweinefleisch kaufen. Hierzu
gaben 8,4% der Befragten an nie Schweinefleisch zu kaufen, 5,7% der Befragten gaben an nie
Eiernudeln zu kaufen und 1,8% der Befragten gaben an nie Eier zu kaufen.

Da die Choice-Experimente nur von jenen Befragten beantwortet werden sollten, die grund-
sdtzlich alle drei Produkte kaufen, resultiert dies in einer reduzierten Stichprobe von 802 Be-
fragten fiir die Choice-Experimente.

Die Ergebnisse der Analyse der Mehrzahlungsbereitschaft sind in Tabelle 1 dargestellt. Ver-
gleicht man die Ergebnisse fiir die drei Produkte, so wird deutlich, dass die Mehrzahlungsbe-
reitschaft bei Eiernudeln am geringsten und bei Schweineminutensteak am hochsten ist. Eine
mogliche Erkldrung hierfiir konnte sein, dass Eiernudeln, durch den hohen Verarbeitungsgrad,
nicht vorrangig als tierisches Produkt wahrgenommen werden.

Tabelle 1: Mehrzahlungsbereitschaft fiir Attribute je Produkt (€)

Attribut Eiernudeln 10 Eier Schweineminuten-
(500g) steak (400g)

Bio 0,28 0,70 0,99

Aus der Region 0,40 0,61 1,34

Fiir mehr Tierschutz (2 Sterne) 0,49 0,53 1,19

Zertifiziert ,Frei von Antibiotika* 0,48 0,68 1,93

Vergleicht man die Mehrzahlungsbereitschaft fiir die verschiedenen Produktattribute mitei-
nander, so zeigt sich, dass diese je nach Produkt variieren. Wéhrend die Mehrzahlungsbereit-
schaft fiir eine Zertifizierung ,Frei von Antibiotika® tiber die Produkte hinweg hoch ist, sind
die Ergebnisse fiir die anderen Attribute gemischt. Fiir Eiernudeln ist die Zahlungsbereitschaft
fiir die Tierwohlkennzeichnung sowie fiir die Zertifizierung ,Frei von Antibiotika‘ am hochs-
ten. Fiir eine regionale Erzeugung ist die Mehrzahlungsbereitschaft bereits deutlich geringer
und am kleinsten ist sie fiir eine dkologische Erzeugung. Fiir die beiden anderen Produkte
hingegen ist die Zahlungsbereitschaft fiir Tierwohlkennzeichnung im Vergleich zu den ande-
ren betrachteten Attributen sehr gering. Bei Eiern zeigen die Befragten die hochste Zahlungs-
bereitschaft fiir 6kologische Erzeugung, gefolgt von der Zertifizierung ,Frei von Antibiotika‘
und regionaler Erzeugung. Fiir Schweinefleisch zeigen die Befragten die hochste Zahlungsbe-
reitschaft flir die Zertifizierung ,Frei von Antibiotika‘, gefolgt von regionaler Erzeugung und
der Tierwohlkennzeichnung, wihrend die geringste Zahlungsbereitschaft fiir Schweinefleisch
auf die 6kologische Erzeugung fillt.
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FAZIT

Eine Konsistenz in der Priferenz {iber alle drei Produkte hinweg konnte nur fiir das vorrangig
egoistisch motivierte Attribut ,Frei von Antibiotika® gefunden werden. Gleichzeitig wurde
dieses Attribut sehr hoch bewertet, wohingegen fiir die Tierwohlkennzeichnung ,Fiir mehr
Tierschutz (2 Sterne)‘, fiir die unverarbeiteten Produkte Eier und Schweinefleisch, eine deut-
lich geringere Mehrzahlungsbereitschaft identifiziert wurde. Somit wird deutlich, dass die
Konsumenten bei der Wahl von tierischen Produkten vorrangig egoistisch motiviert handeln,
also z.B. nicht mit dem Ziel des Tierschutzes, sondern mit dem Ziel héherer Lebensmittelsi-
cherheit. Gleichzeitig zeigte die Analyse aber auch Heterogenitét zwischen den Befragten, so
dass anzunehmen ist, dass es mehrere, unterschiedlich motivierte, Konsumentensegmente
gibt.
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Einfithrung

In der Forschung arbeiten wir am Schnittpunkt zwischen Lebensmittel und Erndhrung. Einer-
seits stehen Biodiversitét und Identifikation von lebensmittelrelevanten Mikroorganismen im
Mittelpunkt. Andererseits liegt ein wesentlicher Schwerpunkt der Abteilung auf dem Studium
von Krankheitserregern, welche durch Lebensmittel {ibertragen 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 bis hin zu stark angewandten, lebensmitteltechnologisch relevanten Fragestellun-
gen in der Abteilung Mikrobiologie am ZIEL. In der Mehrzahl der Projekte werden gentech-
nische und molekularbiologische Techniken eingesetzt. Unsere praxisbezogenen Forschungs-
arbeiten 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 Produktionsstérungen. Un-
sere Diagnostikabteilung wird von Dr. Mareike Wenning geleitet (Tel. 71-2257).

Aus diesen Aktivitdten resultierte iiber die Jahre eine der groften Mikroor-
ganismensammlungen fiir lebensmittelrelevante Hefen, Bazillen, coryne-
forme Bakterien und Listerien (insgesamt iiber 10.000 Isolate), welche die
Grundlage fiir die Entwicklung der FTIR gestiitzten Identifizierung von
Bakterien und Hefen, sowie die Beschreibung neuer, aus Lebensmitteln
isolierter Arten bildet.
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Forschung

Arbeitsgruppe: Biodiversitit mikrobieller Lebensgemeinschaften
in industriellen Habitaten

Gruppenleiterin: Mareike Wenning

Der Fokus der Forschungsgruppe liegt auf den Mikrobiota unterschiedlicher Habitate, mit
dem Schwerpunkt auf Rohmilch. Von Interesse sind insbesondere die Erfassung und Be-
schreibung der Biodiversitit sowie die Analyse von Populationsverdanderungen oder Stabilité-
ten innerhalb der Mikrobiota. Hier konzentrieren wir uns nicht nur auf die Bestimmung der
Speziesebene, sondern Typisieren auch unterhalb der Artgrenze. Des Weiteren stehen Orga-
nismen mit hohem Verderbspotential wie Kéltetoleranz oder grofem Enzymbildungsvermo-
gen im Zentrum der Arbeiten.

Ein zweiter Schwerpunkt der Gruppe liegt auf der Beschreibung neuer, bislang unbekannter
Spezies und Gattungen, die bei detaillierten Biodiversitétsanalysen regelméBig entdeckt wer-
den. Die neuen Isolate werden molekularbiologisch, biochemisch und chemotaxonomisch
charakterisiert und in die bestehende Systematik eingegliedert. Zugleich nutzen wir seit eini-
ger Zeit die Next-Generation-Sequencing-Technologie zur Generierung von Gesamtgenomen
und darauf basierenden phylogenetischen Analysen sowie der Biodiversititsanalyse von Mik-
robiota.

Einfluss der Hoflagerung auf die Rohmilch-Mikrobiota — Analyse mittels Next-

Generation-Sequencing
Influence of cold storage on raw milk microbiota — Analysis by Next-Generation-Sequencing

Mareike Wenning

Seit einigen Jahren riickt wieder verstérkt die mikrobiologische Qualitidt von Rohmilch in den
Fokus, da sich abzeichnet, dass manche Qualitétsprobleme bei Molkereiprodukten am ehesten
iiber eine Verbesserung der Rohwarenqualitit zu 16sen sind. Die Lagerdauer der Rohmilch
auf dem Hof hat wesentlichen Einfluss auf die mikrobiologische Qualitit, da sie mittlerweile
z. T. mehrere Tage andauert, in denen sich kéltetolerante Bakterien vermehren kdnnen. Den-
noch ist nicht ganz klar, wie grof der Einfluss tatsdchlich ist, da keine neueren Daten verfiig-
bar sind.

Im vorliegenden Projekt wurde daher die Verdnderung der Rohmilch-Mikrobiota iiber den
Verlauf der Lagerung sowohl in Bezug auf die Keimzahl als auch die Zusammensetzung er-
fasst, um abzuleiten, welchen Einfluss die Lagerung hat und ab welcher Lagerdauer dieser
zum Tragen kommt. Um einen mdglichst groBen Uberblick iiber die Mikrobiota zu bekom-
men, wurden die Analysen in einem kultivierungsunabhéngigen Ansatz auf Basis des Next-
Generation-Sequencing (NGS) durchgefiihrt. Dies ermoglicht auch die tiefgehende Analyse
von vielen Proben innerhalb kurzer Zeit, was mit dem klassischen kultivierungsabhingigen
Ansatz nicht moglich wire.

Die verwendeten Rohmilchproben stammen von vier verschiedenen, mittelgroBen Hofen mit
ca. 40 bis 45 Tieren und enthielten tiberwiegend zwei Gemelke. Die frische Rohmilch wurde
tiber sieben Tage bei 5-6 °C gelagert und téglich ein Aliquot fiir die Analyse der Mikrobiota
entnommen. Somit wurde jede Milchprobe an acht unterschiedlichen Zeitpunkten (TO — T7)
untersucht. Jeder Hof wurde drei Mal beprobt, womit in Summe zwdlf unabhéngige Lager-
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versuche durchgefiihrt und insgesamt 96 Proben analysiert wurden. Die DNA wurde aus der
Milch extrahiert, dann ein Abschnitt des 16S rRNA-Gens iiber PCR vervielfiltigt und die
PCR-Produkte auf einer Illumina MiSeq-Plattform sequenziert.

Die Entwicklung der Gesamtkeimzahl iiber den Verlauf der Lagerung ist fiir jeden Durchgang
in Abbildung 1 dargestellt. Die Anfangskeimzahl lag bei den meisten Proben etwas unter oder
iiber 10* KbE/mL und stieg auf 107 bis 10° KbE/mL an. Hof Z stellte bei der Ausgangskeim-
zahl eine Ausnahme dar, da hier die Werte bereits an T0 iiber 10° KbE/mL lagen. Die Proben
von Hof U und Z zeigten in allen drei Durchldufen sehr dhnliche Keimzahlentwicklungen, bei
Hof K und V gab es jeweils einen abweichenden Durchgang.
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Abb. I:  Entwicklung der Keimzahlen iiber die Lagerung bei 5-6°C.

Analysiert man die Verdnderung der Mikrobiota {iber die Lagerung, so ergibt sich fiir alle
Proben der gleiche Effekt. Die Organismen, die an die kalten Temperaturen am besten ange-
passt sind, haben einen Wachstumsvorteil und iiberwachsen alle anderen Arten.

Eine Einteilung der Sequenzen in bekannte taxonomische Gruppen zeigt, dass insbesondere
die gramnegativen oxidativen Keime, zu denen auch die Gattung Pseudomonas gehort, wach-
sen konnen. Abbildung 2 zeigt beispielhaft fiir jeweils einen Durchgang mit Milch von Hof K
und V die Veréinderung des Anteils der einzelnen GroBgruppen iiber die Lagerung. In die
Ordnung der Clostridiales fallen unterschiedliche anaerobe Gattungen, zu denen auch die
Gattung Clostridium gehort. Es fallt auf, dass die Clostridiales zu Beginn einen erheblichen
Anteil an der Mikrobiota haben, nach ein paar Tagen Lagerung jedoch verschwinden, weil sie
von anderen Organismen iiberwachsen werden. Ahnlich verhilt es sich mit grampositiven
Arten mit hohem G+C-Gehalt in der DNA, zu denen beispielsweise Microbacterium oder
Corynebacterium gehoren.



32 ZIEL - Abteilung Mikrobiologie

—8— gramneg, oxidativ === =grampositiv, high G+C ——— Milchsdurebakterien

------- Clostridiales Enterobakterien ++e+ee2 soNstige

100% 100%
L] E
B 80% ° 80%
o -3
o [}
2 o0% £ 6o% -
= =
§ 3
T 40% o 40%
o m
3
T 20% € 20% -
< <

0% 0%

Lagerdauer [d] Lagerdauer [d]

Abb. 2:  Verdnderung der Mikrobiota anhand mikrobiologischer Grogruppen iiber die Lagerung
bei 5-6°C. Links Hof K, rechts: Hof V.

Betrachtet man fiir jeden der zwolf Lagerversuche die drei hiufigsten Arten oder Artgruppen,
die bei NGS-Anwendungen OTUs (operational taxonomic units) genannt werden, so finden
sich hier insgesamt nur noch zehn OTUs. Diese gehoren zu nur vier Gattungen: Acinetobacter
(5 OTUs), Pseudomonas (2 OTUs), Lactoccocus (2 OTUs) und Serratia (1 OTU).

Da die gramnegativen oxidativen Organismen wie Pseudomonas und Acinetobacter die am
starksten kompetitiven Gattungen der Rohmilchmikrobiota bei Kiihllagerung sind, liegt die
Vermutung nahe, dass ihre Zahl in der frischen Rohmilch ausschlaggebend fiir die Lagerstabi-
litdt ist. Tatséchlich ist genau die Zahl an oxidativen Gramnegativen zum Zeitpunkt TO der
entscheidende Unterschied fiir die abweichenden Keimzahlentwicklungen bei Versuch K2
und V3 (siche Abb. 1). Bei K2 sind deutlich weniger Gramnegative enthalten als in den Pro-
ben von K1 und K3 und entsprechend ist die Lag-Phase bis zum deutlichen Keimzahlanstieg
langer. Bei V3 hingegen ist der Anteil der oxidativen Gram-negativen héher als bei V1 und
V2 und hier die Keimzahl zum Zeitpunkt T4 bereits um mehr als eine Log-Stufe hoher als bei
V1 und V2, obwohl die Ausgangskeimzahl identisch war. Hof V zeichnet sich generell durch
einen geringen Anteil an gramnegativen Organismen in der frischen Milch aus, was mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auch der Grund fiir die sehr gute Lagerstabilitét ist.

Die Daten belegen, dass bei ausreichend niedriger Anfangskeimzahl von nicht deutlich iiber
10* KbE/mL der Anteil an gramnegativen Organismen ausschlaggebend dafiir ist, ob die
Milch iiber mehrere Tage ohne nennenswerten Anstieg der Gesamtkeimzahl gelagert werden
kann oder nicht. Dies zeigt, dass das Augenmerk im Hinblick auf eine Verbesserung der
Rohmilchqualitdt und Lagerfahigkeit nicht allein auf die Keimzahl, sondern zugleich auch auf
kritische Vertreter der Mikrobiota gelegt werden sollte. Dass eine erfolgreiche Minimierung
gramnegativer Arten moglich ist und dies zu einer sehr hohen Lagerstabilitét fithrt, belegen
die Daten von Hof V.
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Unentdeckte Vielfalt — Neue Bakterien-Spezies in Rohmilch
Undiscovered Biodiversity — Novel bacterial species in raw milk
Mario Freiherr von Neubeck

Obwohl die Milch-Mikrobiota seit mehreren Jahrzenten untersucht wird, werden in den meis-
ten Studien viele bisher unbekannte, also neue Gattungen und Arten entdeckt, was verdeut-
licht, dass die Mikrobiota von Rohmilch viel komplexer ist als gedacht und noch immer zu
wenig erforscht ist. Andererseits berticksichtigen viele Studien oft auch nur bestimmte Bakte-
riengruppen wie z.B. aerobe, Gram-positive Sporenbildner oder Gram-negative Pseudomona-
den, ohne dabei die Mikrobiota in ihrer Gesamtheit zu analysieren. Nur wenige Forschungs-
gruppen widmen sich dieser Aufgabe und das obwohl gerade dieses Wissen um die tatsidch-
lich in Rohmilch vorherrschende Biodiversitdt von zentraler Bedeutung ist, sowohl fiir die
Wissenschaft, als auch fiir die Milchindustrie.

Im Rahmen dieser Arbeit, als Teil des AiF-Forschungsvorhabens 16588 N, wurde die mikro-
bielle Flora von 10 Rohmilchen direkt von den Erzeugerhéfen und von 10 Rohmilchen aus
Molkereistapeltanks auf ihre Biodiversitdt untersucht. Von jeder der 20 Rohmilchproben
wurden nach 7-tdgiger Inkubation bei 15 °C 150 Einzelkolonien isoliert und durch Fourier-
transform Infrarot-(FTIR)-Spektroskopie identifiziert. Die insgesamt 2906 Isolate konnten
tiber eine hierarchische Clusteranalyse (HCA) der FTIR-Spektren auf 966 reprisentative Iso-
late reduziert werden. Diese wurden ergidnzend durch DNA-Sequenzierung identifiziert und
169 Arten aus 61 Gattungen zugeordnet.

Unter den 2906 Isolaten war jedoch auch ein erheblicher Anteil, der keiner bisher bekannten
Art oder Gattung zugeordnet werden konnte. Dies traf auf etwa jede Fiinfte gepickte Einzel-
kolonie zu. Die unerwartet hohe Anzahl von insgesamt 528 Isolaten verteilt sich auf 26 poten-
tiell neue Arten und eine neue Gattung (siehe Tabelle 1). Dies entspricht in etwa 16% aller in
dieser Studie gefundenen Arten und sogar mehr als 18% aller Isolate.

Tabelle 1: Potentielle aus 20 Rohmilchproben isolierte neue Arten.

Anzahl der Ar-  Anzahl der Iso- Gen Ahnlichkeit (%) Gattung
1 8 16S rRNA <954 Empedobacter*
4 265 16S rRNA <97.8 Acinetobacter
2 16S rRNA <974 Arthrobacter
1 2 16S rRNA <975 Lactococcus
1 1 16S rRNA <96.6 Diaphorobacter
18 249 rpoD <96.5 Pseudomonas

* potentielle neue Gattung

Aus 16 der 20 untersuchten Rohmilchen konnten neue Arten isoliert werden, wobei zwei Pro-
ben sich als besonders reich an neuen Arten herausstellten. In einer der Hofmilchproben fan-
den sich sieben neue Arten, darunter die neue Gattung, eine neue Acinetobacter-Art, die bei-
den neuen Arthrobacter-Arten und 3 neue Pseudomonas-Arten. Aus einer der Molkereitank-
milchen konnten 6 neue Arten isoliert werden (eine neue Lactococcus-Art und 5 der neuen
Pseudomonas-Arten). Zwei weitere Proben enthielten jeweils 4 neue Arten und drei andere
jeweils drei.
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Die grofite Anzahl an neuen Arten wurde innerhalb der Gattung Pseudomonas identifiziert; 18
der insgesamt 33 identifizierten Pseudomonas-Arten, und damit mehr als die Hélfte, sind bis-
her unbekannt. Interessanterweise konnten einige der neuen Arten aus mehreren Milchproben
isoliert werden, was verdeutlich, dass es sich nicht um sehr selten vorkommende Spezies han-
delt, sondern sie eine verhéltnisméBig hohe Pravalenz haben. Abbildung 1 veranschaulicht an
sieben neuen Spezies deren Ahnlichkeitsverhiltnisse zu bekannten Arten und gibt Beispiele
fiir Arten, die in mehreren Proben gefunden wurden.

P. koreensis
P. moraviensis

P. reinekei
P. umsongensis

P. brassicacearum
P. kilonensis
MG_342_2.rpoD_for

P. arsenicoxydans
MG3860.rpoD-Pse_for
MG383.rpoD-Pse_for

P. chiororaphis

MG949.rpoD_for
MG950.rpoD_for
MG955.rpoD_for 1 Probe
MG967.rpoD_for
MG992.rpoD_for

MG1006.rpoD_for
MG1021.rpaD_for 2 Proben
MG665.rpoD-Pse_for
MG647.rpoD-Pse_for
P. lundensi

— MG_339_2.rpoD_for
L MG442 rpoD-Pse_for
P. fragi
P. psychrophila

MG640.rpoD_for
MG845.rpoD_for
MG221.rpaD_r
MG_830.rpoD_for
MG_222.rpoD_for
MG589.rpoD-Pse_for 5 Proben
MG569.rpoD-Pse_for
0.05 MG834.rpoD_for
’ MG843.rpoD_for
MG964.rpoD_for

Abb. I:  Positionierung von sieben neuen Pseudomonas-Arten zu ihren nichsten Verwandten.
Namen bekannter Spezies sind kursiv geschrieben, neue Arten sind grau hinterlegt.

Von den neuen Pseudomonas-Arten konnte eine Art aus einer Hofmilch-Probe und einer
Tankmilch-Probe, eine Art aus einer Hofmilch-Probe und zwei Tankmilch-Proben, zwei Ar-
ten aus zwei Hofmilchen und zwei Tankmilchen bzw. einer Hofmilch und drei Tankmilchen
und eine Art aus je drei Hofmilch- bzw. Tankmilch-Proben isoliert werden.

Bei der haufigsten Acinetobacter-Spezies handelt es sich ebenfalls um eine bisher unbekannte
Art, diese konnte aus 6 Milchproben mit insgesamt 258 Isolaten isoliert werden. Der Grund
fiir diese hohe Anzahl ist die relative Haufigkeit in zwei der 20 Milchproben und macht
dadurch diese Art zur dritthdufigsten, die in den 20 Proben gefunden wurde. Die restlichen neu-
en Arten und die potentiell neue Gattung wurden aus jeweils einer Rohmilch-Probe isoliert.

Da alle 20 untersuchten Milchproben von unterschiedlichen Hofen oder Molkereien stammen,
kann man davon ausgehen, dass alle der potentiellen neuen Arten relativ haufig auftreten und
teilweise sogar einen Hauptanteil an der Mikrobiota darstellen konnen. Viele Arten und Gat-
tungen blieben vermutlich bisher aber auch nur deshalb im Verborgenen, weil in vielen Stu-
dien die Stichprobengrofie zu gering gehalten wurde und somit in der Regel meist nur die
haufigsten Arten und Gattungen isoliert werden konnten. Ein weiterer Grund fiir die steigen-
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den Zahlen neu entdeckter Arten sind aber auch die rasant fortschreitenden Identifizierungs-
methoden, die immer genauer werden.

Einige der neuen Arten werden im Rahmen dieser Arbeit neu beschrieben, um in die beste-
hende Systematik eingegliedert werden zu konnen. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund
von Bedeutung, dass gerade Arten der Gattungen Pseudomonas und Acinetobacter zu den am
héaufigsten auftretenden Milchverderbs-Organismen gehéren und daher eine zuverldssige
Identifizierung unabdingbar ist. Dadurch wird letztlich auch eine differenziertere Betrachtung
einzelner Gattungen und Arten mit technologischer Relevanz moglich, um deren Auswirkun-
gen auf die Endprodukte genauer einschétzen zu konnen.

Das Forschungsvorhaben (AiF 16588 N) wurde im Programm zur Foérderung der ,,Industriellen Gemeinschafts-
forschung (IGF)” vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis
der Ernédhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.

Privalenz und Biodiversitiit psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch
Prevalence and biodiversity of psychrotolerant sporeforming bacteria in raw milk
Etienne Doll

Unter psychrotoleranten Sporenbildnern versteht man eine Gruppe ubiquitdr vorkommender
Bakterien, die in ihrer Dauerform extrem resistent gegeniiber ungiinstigen Umwelteinfliissen
sind und neben Raumtemperatur auch bei niedrigen Temperaturen von <7°C proliferieren.
Psychrotolerante Sporenbildner sind auch Teil der natiirlichen Rohmilchmikrobiota. Da sie
die Pasteurisierung iiberdauern und wahrend der Kiihllagerung hohe Keimzahlen erreichen
konnen, spielen sie als Verderbserreger in der Milchindustrie, vor allem bei der Herstellung
von ESL-Milch eine wichtige Rolle. Von besonderem Interesse ist daher die Rohmilchqualitét
hinsichtlich der Pravalenz und Biodiversitét dieser Problemkeime.

Im AiF-FV 17880 N wurden bisher 149 Rohmilchproben mit Hilfe der Most Probable Num-
ber (MPN) Methode auf ihren Gehalt an psychrotoleranten Sporenbildnern untersucht. Die
Zellzahlen hierbei waren extrem gering und lagen bei lediglich 460+640 MPN/L. Dabei wur-
de eine enorme Spanne von weniger als 18 MPN/L bis hin zu 3.500 MPN/L detektiert, zwei
Ausreifer enthielten sogar 9.000 bzw. 16.000 Sporen je Liter. Betrachtet man den Verlauf der
Keimzahlen iiber das Jahr (Abb. 1) so fillt auf, dass im Sommer und friihen Herbst ein we-
sentlich geringerer Gehalt an psychrotoleranten Sporen vorliegt als im Rest des Jahres.

So befindet sich der Median in August und September bei lediglich 70 Sporen/L, wihrend im
Dezember 400 Sporen/L detektiert wurden. Auch die Schwankungen zwischen einzelnen
Proben fallen im Sommer geringer aus. Eine mdgliche Erklarung hierfiir sind saisonale Unter-
schiede in der Tierhaltung. Eine Hauptquelle psychrotoleranter Sporen im Stall ist die Ein-
streu, mit der das Vieh in den Wintermonaten vermehrt in Kontakt kommt. Auch hemmen
niedrigere Temperaturen Teile der Konkurrenzflora. Somit wird die Proliferation psychrotole-
ranter Sporen im Umfeld des Milchviehs begiinstigt und sie finden mehr Eintrag in die Roh-
milch. Da die Keimzahlen mesophiler Sporenbildner, die aus den identischen Rohmilchpro-
ben bestimmt wurden, keine jahreszeitlich bedingten Schwankungen aufzeigen, kénnen Qua-
litdt und Zusammensetzung der Proben als Ursache ausgeschlossen werden. Auch gibt es kei-
ne direkte Korrelation zwischen dem Gehalt an mesophilen und psychrotoleranten Sporen-
bildnern.
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Abb. 1:  Saisonaler Einfluss auf die Pravalenz psychrotoleranter (n=149) und mesophiler Sporen-
bildner (n=146) in Rohmilch aus Molkereistapeltanks.

Neben der Privalenz wurde auch die Biodiversitit psychrotoleranter Sporenbildner in Roh-
milch untersucht. Aus 15 Rohmilchproben wurden dafiir nach 21-tdgiger Anreicherung bei
6°C 843 Isolate gewonnen. Die Reinkulturen wurden mit Hilfe von FT-IR Spektroskopie und
anhand ihrer 16S rRNA- bzw. rpoB-Gensequenzen identifiziert. Mit 38 verschiedenen Spe-
zies aus 10 Gattungen weist Rohmilch eine grof3e Biodiversitidt an psychrotoleranten Sporen-
bildnern auf (Abb. 2).
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Abb.2:  Quantitative Zusammensetzung psychrotoleranter Sporenbildner auf Speziesebene, isoliert
aus 15 Rohmilchproben aus Molkereistapeltanks (n=843). sp. nov.: Neue Art.

Die drei hiufigsten Spezies waren Paenibacillus xylanexedens, der fast die Hilfte der gesam-
ten Stichprobe ausmachte, Paenibacillus odorifer (17%) und Bacillus safensis/pumilus (11%).
Wihrend sich diese dominanten Arten bereits auf 75% aller Isolate belaufen, sind die meisten
anderen Sporenbildner eher selten. So machten 28 Spezies jeweils weniger als 1% der Isolate
aus. Auch Bacillus cereus und Bacillus weihenstephanensis, die als wichtigste Vertreter
psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch gelten, wurden gar nicht bzw. nur ein einziges
Mal isoliert. Beachtlich ist auch die groBe Zahl bisher unbeschriebener Arten und Gattungen.
Sieben neue Spezies und sogar zwei neue Genera konnten identifiziert werden.
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Um eine ganzheitliche Betrachtung der Problematik psychrotoleranter Sporenbildner zu er-
moglichen, werden im weiteren Projektverlauf neben der Privalenz in Rohmilch auch die
Eliminierung wihrend der Herstellung von ESL-Milch und das Verderbspotential psychroto-
leranter Sporen im Endprodukt untersucht. Letztendlich soll umfassende Kenntnis {iber mog-
liche Stellschrauben zur Verbesserung der Milchqualitit bis zum Ende des MHD gewonnen
werden.

Das Forschungsvorhaben (AiF 17880 N) wurde im Programm zur Férderung der ,,Industriellen Gemeinschafts-
forschung (IGF)” vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis
der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.

Arbeitsgruppe: Anpassung pathogener Bakterien an Stress

Gruppenleiterin: Stefanie Miiller-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 Stress- und Umweltbedingungen, denen der Keim im Lebensmittel, in der
Umwelt oder wihrend der Wirtskolonisierung ausgesetzt sein kann. Ein tief greifendes Ver-
stindnis der Anpassung pathogener Bakterien an solche Stressbedingungen ist eine wichtige
Voraussetzung fiir eine sichere Produktion von Lebensmitteln.

Inhibitorische Wirkung von Nitrit auf Wachstum und Uberleben von S. Typhimurium
Inhibitory effect of nitrite on growth and survival of S. Typhimurium
Anna Miihlig, Katharina Sturm

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

Am Institut fiir Mikrobiologie und Biotechnologie am Max-Rubner-Institut in Kulmbach
konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von Nitritpokelsalz bei der Rohwurstherstellung
tatsichlich in einer deutlich besseren Reduktion der Keimzahlen von S. Typhimurium resul-
tiert. Im Rahmen eines von FEI/AiF geforderten Projekts sollte analysiert werden, auf welche
Weise Nitrit in dem Gram negativen Organismus S. Typhimurium (AiF_16908 N) auf mole-
kularer Ebene wirkt.

In vitro Wachstumsversuche von S. Typhimurium, in denen die inhibitorische Wirkung von
Nitrit in Kombination mit weiteren fiir die Lebensmittelherstellung relevanten Parametern wie
pH-Wert, NaCl-Konzentration, Temperatur und Sauerstoffverfiigbarkeit untersucht wurde,
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ergaben, dass das Wachstum der Pathogenen durch Nitrit vor allem in Kombination mit einem
sauren pH-Wert inhibiert wird.

Es wird postuliert, dass nicht Nitrit selbst das eigentliche antibakterielle Agens ist, sondern
Derivate, die wiahrend des Reifungsprozesses aus Nitrit entstehen. Eine Verbindung, die oft in
diesem Zusammenhang genannt wird, ist Stickstoffmonoxid (NO). Interessanterweise sind
pathogene Bakterien auch wéhrend des Infektionsprozesses NO ausgesetzt, welches von der
Wirtsabwehr produziert wird. Es ist deshalb nicht verwunderlich, dass Salmonella Typhimu-
rium NO-detoxifizierende Systeme (HmpA, NorV, NrfA) besitzt.

Die Deletion der NO-detoxifizierenden Systeme und die phénotypische Analyse der Mutanten
AhmpA, AnorV und AnrfA in vitro ergab, dass die Deletion des Flavohdmoglobins HmpA in
einer erhohten Sensitivitit der Mutante AhmpA gegeniiber Nitrit bei einem sauren pH-Wert
resultiert (Abb. 1). Dies deutet darauf hin, dass unter diesen Versuchsbedingungen NO aus
Nitrit gebildet wird (Miihlig et al., 2014a).
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AbDb. I:  Wachstumsanalyse des Wildtyps S. Typhimurium WT und der Deletionsmutanten AhmpA,
AnorV und AnrfA in Gegenwart verschiedener NaNO2 Konzentration (0, 50, 100, 150 mg/1)
bei einem pH-Wert von 5,5 (Modifiziert nach Miihlig et al., 2014a). In Gegenwart von Nit-
rit kommt es zu einer Verldngerung der Lag-Phase. Es wurde deshalb die Zeit, die die Bak-
terienkultern bendtigen, bis das Wachstum in die exponentielle Wachstumsphase tibergeht
(Zeit zum Erreichen einer ODggy = 0,2) als Parameter fiir die Auswertung herangezogen.
Die erhaltenen Daten sind Mittelwerte aus drei biologisch unabhéngigen Wachstumsversu-
chen, die in Duplikaten im Bioscreen C in Gegenwart von Luftsauerstoff (a) bzw. durch die
Uberschichtung der Kulturen mit Parraffindl bei einer niedrigeren Sauerstoffverfiigbarkeit
(b) durchgefiihrt wurden.

Challenge-Versuche in kurzgereiften streichfahigen Rohwiirsten, welche mit den Mutanten
AhmpA, AnorV, Anrf4 oder dem WT S. Typhimurium kontaminiert wurden, ergaben jedoch
keinen Hinweis darauf, dass eines der NO-entgiftenden Systeme allein fiir das Uberleben von
Nitrit-Stress im Rohwurstprodukt essentiell ist (Miihlig et al., 2014a). Es kann zum gegenwiér-
tigen Zeitpunkt allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die Deletion eines Systems
durch die Anwesenheit eines weiteren NO-detoxifizierenden Systems kompensiert werden
kann. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass im Rohwurstprodukt neben NO noch
weitere reaktive Stickstoffverbindungen aus Nitrit bei einem sauren pH-Wert entstehen, die
das Wachstum und Uberleben von pathogenen Bakterien inhibieren, eine These, fiir die noch
weitere Indizien existieren.
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Mittels globaler Transkriptionsstudien wurde die kurzfristige Stress-Antwort sowie die langer-
fristige Anpassung von S. Typhimurium an Nitrit-Stress bei einem sauren pH-Wert analysiert
(Miihlig et al., 2014 b). Es konnte eine verstirkte Transkription von Genen beobachtet werden,
fiir die bereits eine Regulation durch NO-Stress beschrieben ist. Dies deutet darauf hin, dass
unter den gewéhlten Versuchsbedingungen tatsdchlich NO aus Nitrit gebildet wird. Weiterhin
konnte eine Induktion von Genen beobachtet werden, fiir deren Produkte ein Beitrag am Uber-
leben von Saurestress in S. Typhimurium beschrieben ist. Diese Daten fiihrten zu der Hypothe-
se, dass es in Gegenwart von NaNO, (150 mg/l) bei einem pH-Wert von 5,5 (der pH-Wert wur-
de mit Milchsdure eingestellt) zu einer stirkeren intrazelluldren Ansduerung kommt, als bei
einem pH-Wert von 5,5 in Abwesenheit von NaNO,. Dies wurde in weiterfithrenden Versuchen
durch die Analyse der Mutante S. Typhimurium pEGFP, die ein pH-sensitives GFP Derivat
exprimiert, bestdtigt (Miihlig et al., 2014b). Unter sauren pH-Bedingungen kann ein Teil des
Nitrits zu salpetriger Sdure protoniert werden. Dieses ungeladene Molekiil kann iiber die Cyto-
plasmamembran diffundieren. Im anndhernd neutralen Cytoplasma wird die salpetrige Sdure
weitestgehend deprotoniert, es entsteht Nitrit und ein freies Proton, welches zur intrazelluldren
Ansduerung beitrdgt. Ob die intrazelluldre Ansduerung auch im Rohwurstprodukt zur hemmen-
den Wirkung von Nitrit beitrégt, ist gegenwértig noch nicht geklart.

Das Forschungsvorhaben AiF_16908 N wurde im ,,Programm zur Férderung der Industriellen Gemeinschafts-
forschung (IGF)* vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis
der Erahrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.

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

L. monocytogenes als ubiquitar vorkommender Keim besiedelt hdufig 6kologische Nischen, in
denen ein mikroaerophiles oder anaerobes Milieu vorliegt. Anaerobe bzw. miroaerobe Bedin-
gungen findet der Keim im Boden, im Wasser, in verrottendem Pflanzenmaterial sowie im
Gastrointestinaltrakt von Wirtstieren vor. Solche anaeroben Nischen konnen aber auch im
Lebensmittel, vor allem in vakuumverpackten Lebensmitteln vorliegen. Obwohl die Anpas-
sung an anaerobe Bedingungen fiir L. monocytogenes in vielen dkologischen Nischen relevant
ist, ist der aerobe Metabolismus deutlich besser untersucht als der anaerobe Metabolismus.
Nachdem in vorhergegangenen Projekten die Anpassung von L. monocytogenes an anaerobe
Wachstumsbedingungen auf Transkriptomebene untersucht wurde und die F;Fo-ATPase als
essentiell fiir das anaerobe Wachstum des Bakteriums identifiziert wurde (Miller-Herbst et
al., 2014) (Abb. 2), soll nun in weiteren Studien die Anpassung von L. monocytogenes an die
Sauerstoffverfiigbarkeit in Hinblick auf den Beitrag dieser Anpassung an eine Kolonisierung
im Gastrointestinaltrakt des Wirts analysiert werden.
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Abb. 2: Aerobes und anaerobes Wachstum von
L. monocytoge-nes EGDe Wildtyp (WT) und der
Deletionsmutante AatpB (Modifiziert nach Miiller-
Herbst et al., 2014). atpB codiert fiir die a Unterein-
heit (beteiligt am Protonentransport) der F,Fo-
ATPase. Fehlt diese wichtige Untereinheit des F,F,-
ATPase-Komplexes, ist die F;Fp-ATPase nicht mehr
funktionsfahig. Die Mutante kann aerob wachsen, ist

aercb

aber im Gegensatz zum WT nicht in der Lage, sich
anaerob zu vermehren. Somit konnte nachge-
wiesen werden, dass die Expression einer funk-
tionsfahigen F Fp-ATPase essentiell fiir das an-
aerobe Wachstum von L. monocytenes EGDe
ist.

anaerob

WT AatpB

Untersucht wird eine Art-spezifische Anpassung verschiedener Listeria spp. (pathogene vs.
nicht pathogene Art), eine Stamm-spezifische Anpassung (Stémme unterschiedlicher evoluti-
ondrer Linien), und eine Temperatur-abhéngige Anpassung an die Sauerstoffverfiigbarkeit.

Das Vorhaben wird aus Mitteln des DFG-geforderten Graduiertenkollegs 1482 finanziert.

Temperaturabhingige Anpassung des Stickstoffmetabolismus in Listeria monocytogenes
Temperature dependent adaptation of the nitrogen metabolism in Listeria monocytogenes

Daniela Kaspar, Jakob Schardt

Die Temperatur ist ein wichtiges Umweltsignal, welches dem Bakterium L. monocytogenes
Informationen dariiber vermittelt, ob es sich in der Umwelt (Temperaturen meist unter 30 °C)
oder im Wirt (Wirtstemperatur ca. 37 °C) befindet, und es dem Bakterium so ermdglicht, sich
optimal an die entsprechende Okologische Nische anzupassen. Ein Paradebeispiel fiir die
Temperaturabhéingige Anpassung ist die Expression von Virulenzgenen, die bei Wirtstempe-
ratur deutlich verstdrkt ist. Aber auch Anpassungen im bakteriellen Metabolismus erlauben es
dem Bakterium, sich optimal an die jeweilige Nische anzupassen und die verfiigbaren Nahr-
stoffe optimal auszunutzen.

Wachstumsversuche in einem definierten Minimalmedium bei 24 °C (Umwelttemperatur) und
37 °C (Wirtstemperatur) mit Ammonium oder Glutamin als Stickstoffquelle ergaben, dass
unter den gewdhlten in vitro Bedingungen Ammonium die bevorzugte Stickstoffquelle ist.
Das verminderte Wachstum auf Glutamin im Vergleich zu Ammonium ist offensichtlicher bei
24 °C als bei 37 °C (Abb. 3).
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Abb. 3: Temperatur- und Stickstoffquellen-abhéngiges Wachstum von L. monocytogenes EGDe
(Modifiziert nach Kaspar et al., 2014). Untersucht wurde das Wachstum in einem chemisch
definierten Minimalmedium mit Glutamin (graue Kurve) oder Ammonium (schwarze Kur-
ve) als Stickstoffquelle bei 24 °C (a) oder 37 °C (b).

Globale Transkriptionsstudien mittels Microarray Analysen ergaben fiir L. monocytogenes
Zellen, die in einem definierten Minimalmedium mit Glutamin als Stickstoffquelle bei 24 °C
bzw. 37 °C inkubiert wurden, dass die am starksten Temperatur-abhéngig regulierten Gene
solche sind, deren Produkte am zentralen Stickstoffmetabolismus beteiligt sind. Es handelt
sich um die Gene glnR (codiert fiir den Glutamin Synthetase Repressor GInR), glnA (codiert
fiir die Glutamin Synthetase GInA), amtB (codiert fiir den Ammonium-Transporter AmtB),
ginK (codiert fiir das PII regulatorische Protein GInK) und gdh (codiert fiir die Glutamat De-
hydrogenase). Wenn die Zellen mit Ammonium als Stickstoffquelle angezogen wurden, konn-
te, unabhingig davon, ob die Zellen bei 24 °C oder 37 °C inkubiert wurden, eine Transkripti-
on dieser Gene vergleichbar zur Transkription von Zellen beobachtet werden, die mit Gluta-
min als Stickstoffquelle bei 37 °C angezogen wurden. EMSA (electrophoretic mobility shift
assays)-Studien und qPCR Analysen im WT L. monocytogenes und der Deletionsmutante L.
monocytogenes AglnR zeigten auf, dass der Regulator GInR direkt an der Regulation der
Temperatur- und Stickstoffquellen-abhéngigen Transkription der Stickstoffmetabolismusgene
beteilgt ist (Kaspar et al., 2014). Auf welche Weise genau die Temperatur und Stickstoffquel-
le als Umweltsignal wahrgenommen werden, und wie die Transkriptionsregulation vermittelt
wird, ist zum gegenwértigen Zeitpunkt unklar. Unwahrscheinlich erscheint in L. monocytoge-
nes, dass Glutamin, ein Metabolit, fiir den aus anderen Mikroorganismen bekannt ist, dass er
die GInR Aktivitdt reguliert, der (alleinige) intrazelluldre Faktor ist, der die Temperatur- und
Stickstoffquellen-abhidngigen Regulation des Stickstoffmetabolismus steuert.

Dieses Projekt wurde zum Teil iiber das Forschungsvorhaben AiF 15835 N im ,,Programm zur Forderung der
Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)* vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF)
iiber den Forschungskreis der Ernahrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.
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Arbeitsgruppe: Neue Gene und ihre Regulation auf Einzelzellebene in
pathogenen Escherichia coli

Gruppenleiter: Klaus Neuhaus

Um sich an ihre Umwelt anzupassen haben Bakterien verschiedene Strategien entwickelt.
Zum einen konnen alternative Gene verwandt werden, zum anderen muss die Genregulation
der aktuellen Situation angepasst werden.

DNA kann, aufgrund des Triplett-Codes, an einem gegebenen Ort mehr als einen offenen Le-
seraster tragen. Diese iiberlappenden offenen Leseraster scheinen eine Kodierungsreserve fiir
die Organismen darzustellen. Trotzdem sind beschriebene iiberlappende Gene aus Bakterien
vergleichsweise rar. Ein Projekt widmet sich iiberlappenden und neuen Genen, die fiir patho-
gene Escherichia coli wichtig sind.

Des weiteren unterliegt die Genregulation einer einzelnen Bakterienzelle starken stochasti-
schen Schwankungen, die bei der iiblichen Messung von Bakterienpopulation nicht erfasst
werden. Diese Effekte sind moglicherweise mit ein Grund fiir sogenannte ,,Persister* — Bakte-
rien die eine Antibiotika-Behandlung {iberleben ohne resistent zu sein. Daher entwickeln wir
entwickeln Methoden um die transkriptionelle Aktivitit von Einzelzellen messen zu konnen.

Unsre Arbeiten konzentrieren sich auf einen enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) Stamm,
der blutigen Durchfall und unter Umstdnden Nierenversagen mit todlichem Ausgang verursa-
chen kann. Bei diesem Bakterium wei man zudem wenig iiber die Okologie und der in natiir-
lichen Habitaten notwendigen Gene. Unsere Untersuchungen sind Teil des DFG Schwer-
punkts InKoMBio SPP 1395. Hier kooperieren wir mit dem Lehrstuhl ,,Datenanalyse und
Visualisierung* von Prof. D. Keim an der Universitidt Konstanz und dem Lehrstuhl “Nach-
richtentechnik® von Prof. M. Bossert an der Universitdt Ulm.

Charakterisierung iiberlappender Gene in EHEC & verbesserte Annotation vom E-
HEC-Genom

Characterization of overlapping genes in EHEC & genomic re-annotation of EHC

Lea Fellner

Bisher wurden nur wenige iiberlappende Gene in Bakterien experimentell nachgewiesen und
genauer charakterisiert. Um neue Kandidaten fiir iiberlappende Gene in EHEC phénotypisch
zu untersuchen wurden vielversprechende offene Leserahmen ausgewdhlt und translational
arretierte Knockoutmutanten hergestellt. Diese Mutanten wurden in kompetitiven Wachs-
tumsversuchen unter ca. zwanzig verschiedenen Bedingungen eingesetzt. Einzelne Mutanten
haben in bestimmten Bedingungen unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten. Die beo-
bachteten Phénotypen wurden in dualen kompetitiven Wachstumsversuchen, d.h. eine Mutan-
te gegen den unverdnderten Wildtyp, verifiziert. AuBlerdem wurden Metabolom-Messungen
an den Mutanten durchgefiihrt. Diese Versuche zeigten einen wenn auch schwachen, so doch
signifikanten phénotypischen Einfluss der untersuchten Gene.

Bei einigen Genen wurden die Promoterregionen mit transkriptionalen GFP-Fusionen unter-
sucht. Die Promoteraktivitit konnten fiir einige der Gene unter spezifischen Bedingungen
bestitigt werden. Es zeichnet sich ab, dass manche der iiberlappende Gene in Operons kodiert
sein konnten. Unseren Versuchen nach haben iiberlappende Gene schwache, aber nachweis-
bare Funktionen unter bestimmten Bedingungen und kdnnten damit der Ausgangspunkt fiir
genetische adaptive Verdnderungen von Bakterien sein.
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Experimentelle Charakterisierung nicht-annotierter, iiberlappender Gene in EHEC
Experimental characterization of non-annotated overlapping genes in EHEC

Sarah Hiicker

Eine erstaunliche Zahl von mehr als 7.000 offene Leserahmen im EHEC-Genom, die mit an-
notierten Genen {iberlappen, weisen signifikante Homologien zu bekannten Genen in anderen
Organismen auf. Doch werden diese iiberlappenden offenen Leserahmen auch als Gen expri-
miert? Zur Untersuchung wurden zwei bakterielle Wachstumsbedingungen miteinander ver-
glichen: Wachstum bei 37°C, was der menschlichen Korpertemperatur entspricht, und Wachs-
tum bei 14°C sowie reduzierter Wasseraktivitit, was eher Umweltbedingungen darstellt. Mit-
tels Strang-spezifischer Transkriptom-Sequenzierung wurde untersucht, welche iiberlappen-
den Gene in RNA {ibersetzt werden. Ob die Gene auch translational aktiv sind und somit
wahrscheinlich fiir ein Protein kodieren, wurde durch Sequenzierung von mRNA-Fragmenten
ermittelt, die durch Ribosomen vor enzymatischem Abbau geschiitzt sind (ribosomal foot-
prints). Bei dieser neuen Methode wird nur mRNA sequenziert, die sich innerhalb eines Ribo-
soms befindet, also gerade in ein Protein translatiert wird (RiboSeq). Fiir zahlreiche iiberlap-
pende Gene konnten nicht nur Transkriptom-, sondern auch Translatomsignale nachgewiesen
werden. Ein offener Leserahmen der RiboSeq-Signale aufweist ist ein starker Hinweis darauf,
dass das die liberlappende offenen Leserahmen in der Tat Protein-kodierend sind und damit
Gene darstellen.

Evolution von neuen Genen durch overprinting
Evolution of novel genes via overprinting

Sonja Vanderhaeghen

Seit tiberlappende Gene in den 70er Jahren entdeckt wurden, wurden einige von ihnen von
Forschungsgruppen in Phagen, Viren, Prokaryoten und Eukaryoten identifiziert, klassifiziert
und funktionell untersucht. Es scheint, dass die iiberlappenden Gene eine wesentliche Rolle
bei der de novo Gen-Entstehung spielen konnten. Sie entstehen vermutlich aus bislang nicht-
kodierenden offenen Leserahmen, die sich - bedingt durch alternative Leseraster - in allen
Genen befinden. So kann eine vorhandene DNA-Sequenz fiir ein weiteres Protein kodieren.
Dieser hypothetische Prozess wird overprinting (Uberdrucken) genannt. Ein Sonderfall der
iberlappenden Gene sind programmierte translationale Leserasterverschiebungen. An einer
vorherbestimmten Stelle rutscht ein Ribosom in einem regulierten Prozess in ein anderes Ras-
ter um ein alternatives Protein (Proteoform) zu erzeugen.

In der Vergangenheit wurden computergestiitzte und statistische Modelle entwickelt, die fahig
sind terminale und eingebettete liberlappende Gene vorauszusagen, um ihre Evolution zu ver-
stehen. Problematisch ist hierbei die fehlende Unterscheidung zwischen trivialen (kurzen)
Uberlappungen und nicht-trivialen bei denen z.B. ein Gen vollstindig in einem anderen ein-
gebettet ist. Wie und auf welchem Weg das neue, iiberlappende kodierte Protein-Produkt in
der Zelle funktionell werden kann ist unverstanden. Die neue Protein-Sequenz wird, wenigs-
tens zum Teil, vom bereits funktionalen Muttergen festgelegt und unterliegt damit Einschrin-
kungen.
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Optimierung der Zuverlissigkeit von Transkriptomsequenzierungen um die Individua-
litit von Einzelzellen zu erfassen

Improving the reliability of RNAseq: Approaching single-cell transcriptomics to explore individuality in bac-
teria (IRseq)

Richard Landstorfer

Transkriptome von Bakterienpopulationen kdnnen mittels moderner next generation sequen-
cing Methoden (RNAseq) relativ einfach erzeugt werden. Dabei wird die Expression aller
bekannten (und auch neuer) Gene eines Organismus simultan unter verschiedenen Bedingun-
gen analysiert. Ein Nachteil dieser neu entwickelten Methode ist die vergleichsweise hohe
Schwankungsbreite der gemessenen Expression, die wihrend der Herstellung der Sequenzier-
bibliothek verursacht wird. Dafiir ist vor allem die PCR verantwortlich, die in Kopierprozess
Verschiebungen in den Mengenverhiltnissen der RNA-Fragmente zueinander verursacht. In
Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Informationstheorie von der Universitit Ulm haben
wir eine Barcode-Strategie entwickelt, die es uns ermoglicht, diesen PCR-Effekt zu korrigie-
ren. Dabei werden kurze DNA-Barcodes vor der PCR an die zu sequenzierenden DNA-
Fragmente angesetzt. Nach der PCR kénnen die PCR-Duplikate, d.h. identische PCR-
Fragmente mit identischem Barcode, herausgerechnet werden.

Diese neue Methode ermdglicht es uns zusitzlich, die PCR-Amplifikation iiber den iiblichen
Bereich hinaus zu betreiben. Dadurch kdnnen wesentlich geringere Mengen an RNA einge-
setzt werden, was es uns wiederum erlaubt, Transkriptome von kleinen Zellpopulationen und
sogar Einzelzellen zu sequenzieren. Einzelzellsequenzierungen des Transkriptoms von Sau-
gerzellen wurden schon beschrieben, waren aber Aufgrund der viel geringeren RNA-Menge
in prokaryotischen Zellen bei Bakterien bisher nicht méglich. Die neuen Mdoglichkeiten eroft-
nen die Sequenzierung von bakteriellen Transkriptomen unter interessanten Umweltbedin-
gungen. Bisherige Sequenzierexperimente waren auf die Analyse von Laborbedingungen be-
schrinkt, denn der limitierende Faktor war die Gewinnung ausreichender RNA-Mengen aus
einer groBBeren Mindestzellzahl.

Arbeitsgruppe: Infektionsstrategien pathogener Darmbakterien
Gruppenleiter: Thilo M. Fuchs

Stoffwechsel von Enteropathogenen bei der Besiedelung von Darmnischen
Microbial metabolism relevant for gut niche occupation

Lena Staib, Nicoletta Nolle

Enteropathogene Bakterien benotigen ausreichend Néhrstoffe, um im Darm zu proliferieren,
Virulenzfaktoren zu exprimieren, sich der Inmunabwehr des Wirtes zu erwehren, die Epithel-
schicht zu kolonisieren und sich in neue Wirte auszubreiten. Bei der Nahrstoffversorgung
stehen sie einer starken Konkurrenz in Form der kommensalen Mikrobiota gegeniiber. Uber
spezifische metabolische Eigenschaften gelingt es ihnen dennoch, sich ausreichend mit Koh-
lenstoft-, Stickstoff- und Energiequellen zu versorgen. Metabolische Féhigkeiten werden hau-
fig durch distinkte chromosomale Regionen, sog. genomische Inseln, vermittelt und erhéhen
das Potential von Bakterien, bislang unbesiedelte Nischen innerhalb eines Wirtes zu erobern.
Das Verstindnis des Metabolismus von pathogenen Bakterien dient somit der Prophylaxe und
Bekampfung von Infektionskrankheiten.
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In aktuellen Projekten innerhalb des GRK 1482 (,,Interface function of the intestine between
luminal factors and host signals“) und der Nachwuchsgruppe Microbe-host interaction am
ZIEL beschiftigen wir uns daher mit der Fdhigkeit von Salmonellen, ubiquitér im Saugetier-
darm und in Lebensmitteln vorkommenden Verbindungen wie Zuckeralkohole, Ethanolamin
und 1,2-Propandiol abzubauen (Abb. 1).
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Abb. I:  Nahrstoffverfiigbarkeit im Darm. Die Abbildung fasst diejenigen Nahrstoffe zusammen,
die potentiell fiir die Vermehrung kommensaler und pathogener Bakterien bereitstehen. Die
Substrate entstammen direkt der aufgenommenen Diét (griine Box), der durch bakterielle
Enzyme aufgeschlossenen Nahrung (rote Box), oder den Glykanen der Mukusschicht
(blaue Box). Der Mukus ist in beiger Farbe hervorgehoben. Magen und Darm von Méusen
und Ratten besitzen eine zweischichtige Glykokalyx mit einer inneren Mukusschicht mit
einer Starke von 50-100 um, die kovalent mit Epithelzellen verbunden ist, und eine dul3ere
Schicht von bis zu 800 pm. Der entsprechende Monolayer des Diinndarms erreicht eine
Dicke von 150-300 pm (Staib&Fuchs, 2014).

Die fiir den Metabolismus von Ethanolamin und 1,2-Propandiol benétigten Gene kommen nur
in wenigen pathogenen Bakterien vor, interessanterweise auch in den Lebensmittelpathogenen
Salmonella enterica, Listeria monocytogenes und Clostridium perfringens. Um einen Selekti-
onsvorteil gegeniiber der kommensalen Darmflora aus dem Metabolismus von 1,2-Propandiol
und Ethanolamin zu erreichen, bedarf es des Elektronenendakzeptors Tetrathionat, welcher
die anaerobe Atmung ermdglicht. Ethanolamin ist ein Abbauprodukt von Phospholipiden, wie
Phosphatidylcholin, welches in bakteriellen, tierischen und pflanzlichen Zellmembranen vor-
liegt. Der Abbau dieser Substanz durch Salmonellen wurde jlingst ndher charakterisiert, wo-
bei auch die Relevanz dieses Metabolismus wihrend des Salmonellen-Wachstums in Le-
bensmitteln und in Nematoden untersucht wurde (Srikumar & Fuchs, Appl. Environ. Micro-
biol. 2010, 77:281-290). Bei 1,2-Propandiol handelt es sich um ein Endprodukt aus der Fer-
mentation 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 Gly-
kokonjugate (stark glykosylierte Proteinkerne) der Mukusschicht vor.
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AuBerdem beschiftigen wir uns mit der Aufnahme und Verwertung von Zuckeralkoholen,
wodurch Salmonellen bei der Besetzung von Darmnischen einen weiteren metabolischen Se-
lektionsvorteil erreichen konnen. Die molekularbiologische Charakterisierung der entspre-
chenden Stoffwechselwege im Hinblick auf ihre Bedeutung wihrend der Proliferation von
Bakterien im Darm und in Lebensmitteln ist mittlerweile weitgehend abgeschlossen.

Der myo-Inositol-Metabolismus von Salmonella enterica serovar Typhimurium
Myo-inositol metabolism of Sal, lla enterica serovar Typhimurium
Johannes Rothhardt, Jessica Hellinckx, Angela Felsl

Die Enteritis-Salmonellosen des Menschen gehoren zu den bedeutendsten Infektionskrankhei-
ten des Gastrointestinaltrakts. Erfreulicherweise hat sich die Zahl der dem Robert Koch-
Institut gemeldeten Félle seit 2006 etwa halbiert. Im Jahr 2013 wurden aber immer noch mehr
als 20.000 Félle bekannt, wobei die Anzahl der nicht registrierten Erkrankungen vermutlich
deutlich hoher liegt. Die durch eine Vielzahl verschiedener Salmonellen induzierten Infektio-
nen werden héufig durch die Aufnahme kontaminierter Nahrungsmittel ausgelost. Die meis-
ten Salmonellen iiberdauern subklinisch bzw. symptomfrei in verschiedenen landwirtschaft-
lich genutzten Tierarten und 16sen erst beim Menschen typischerweise eine Gastroenteritis
oder, in sehr wenigen Féllen, eine systemische Infektion aus. Obwohl Salmonellen zu den
sehr gut untersuchten Modellpathogenen zdhlen, ist es noch weitgehend ungeklart, welche
Nahrstoffe ihnen wihrend der Infektion zum Wachstum zur Verfiigung stehen, und welche
spezifischen, zu ihren Virulenzeigenschaften beitragenden Stoffwechselwege sie dabei fiir
ihre Proliferation aktivieren.

Ein Beispiel hierfiir ist die Nutzung von myo-Inositol als Kohlenstoff- und Energiequelle
durch Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium). Die ,,metabolische Insel*
GEI4417/4436 tragt die fiir den Abbau benétigten iol-Gene. In den letzten Jahren konnten wir
die komplexe Regulation der io/-Gene entschliisseln, indem wir die Transkriptionsaktivitét
einzelner Promotoren mittels des Luziferase-Reporters charakterisierten. Uber Protein-DNA-
Bindungsexperimente konnte der zentrale Repressor dieses Abbauweges, [0lR, charakterisiert
werden (Kroger & Fuchs, J. Bacteriol. 2009, 191:545-554). Aullerdem gelang in Zusammen-
arbeit mit Jiirgen Stolz (ZIEL, Abteilung Biochemie) die Identifizierung des hauptsiachlichen
Transporters von myo-Inositol, dessen Regulation, Expression und Aktivitit detailliert be-
stimmt wurden (Krdger et al., Microbiology. 2010, 156:128-138). Zuletzt charakterisierten
wir einen neuartigen, fiir den myo-Inositol-Abbau essentiellen Transkriptionsfaktor (Abb. 2).
Dieser Faktor, den wir als Aktivator einzelner iol-Gene identifizieren konnten und ReiD
nannten, ist auch insofern einzigartig, als er in anderen Bakterien bislang nicht gefunden wer-
den konnte. Derzeit entschliisseln wir im Detail die hoch komplexe Regulation des Inosito-
labbaus.
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Abb.2:  Wachstum von S. Typhimurium auf Agarplatten mit Inosit als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle. Links: Wildtypischer Phénotyp, der eine ausgeprégte Heterogenitét der Ko-
loniebildung zeigt. Mitte: Der Transkriptionsfaktor ReiD ist essentiell fiir das Salmonellen-
Wachstum unter diesen Bedingungen. Rechts: Die Komplementierung der reiD-Deletions-
mutante erlaubt wieder das Wachstum, allerdings hebt die leichte Uberexpression des Ak-
tivators die Bistabilitéit auf (Rothhardt et al., 2014).

Ein auffdlliges Charakteristikum des Wachstums von S. Typhimurium auf myo-Inositol ist die
auBergewohnlich lange Verzogerungsphase von etwa zwei Tagen bis zum Beginn des expo-
nentiellen Wachstums. Diese Verzogerungsphase kann jedoch durch Deletion des Repressors
IolR oder die Zugabe von Hydrogenkarbonat, wodurch ein Darmmilieu simuliert wird, wieder
aufgehoben wird.

Als weitere bemerkenswerte Eigenschaft wurde ein bistabiler Phdnotyp von S. Typhimurium
beim Wachstum mit myo-Inositol als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle beobachtet
(Kroger et al., J. Bacteriol. 2011, 193:1427-1435; Abb. 2). Diese bakterielle Heterogenitét konnte
durch FACS-gestiitzte Analyse kausal mit der bistabilen Expression desjenigen Promoters, der
die Expression der initialen myo-Inositol-abbauenden Enzyme steuert, korreliert werden. Der
Schwerpunkt unserer derzeitigen Arbeiten auf diesem Gebiet liegt auf der detaillierten Analyse
der molekularen Vorgénge, die dem heterogenen Phénotyp der myo-Inositol-degradierenden
Salmonellen zugrunde liegen. Insbesondere mochten wir Phdnomene wie Bet-hedging und Hys-
terese nicht zuletzt auch mittels mathematischer Modellbildung besser verstehen lernen.

Metabolismus und Virulenz: ein neues Pathogenititskonzept 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, jedoch kdnnen Listeria monocytogenes
und Listeria ivanovii bei Mensch und Tier gastrointestinale Beschwerden hervorrufen. In sel-
tenen Fillen, insbesondere bei immunsupprimierten und dlteren Menschen, kann es aber auch
zu schweren invasiven Verldaufen mit eitrigen Entziindungen von Hirnhaut und Gehirn (Enze-
phalomeningitis) oder Totgeburten bei Schwangeren kommen. L. monocytogenes ist vor allem
in der Lebensmittelindustrie gefiirchtet, weil es sich in Obst, Gemiise, Fisch und vor allem
Milch- und Fleischprodukten auch bei niedrigen Temperaturen vermehren kann und damit die
Schutzfunktion der Kiihlung umgeht. Mit der verunreinigten Nahrung gelangen die Keime in
den Darm und von dort aus in zahlreiche Organe des Kdrpers. L. monocytogenes ist ein fakul-
tativ intrazelluldres Bakterium und kann sich sowohl extrazelluldr als auch intrazelluldr in
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Wirtszellen vermehren. Als Wirtszellen kdnnen entweder professionell phagozytische Zellen
wie Makrophagen, aber auch nicht professionell phagozytische Zellen wie z.B. Epithelzellen,
Hepatocyten, Fibroplasten oder Endothelzellen fungieren. Die Fihigkeit, die Vakuolen zu
verlassen und frei im Zytoplasma der Wirtszelle zu replizieren, unterscheidet L. monocytoge-
nes von dem Grofteil der intrazelluldren Pathogene. Eine erfolgreiche intrazytoplasmatische
Lebensweise ist die Folge von einer Reihe metabolischer Anpassungen des Pathogens, die
von uns charakterisiert wurden (Schauer et al., BMC Genomics 2010, 11:573; Fuchs et al.,
FEMS Microbiol. Rev. 2012, 36:435-462). Insbesondere wurden hierbei Gene identifiziert,
die fiir die intrazelluldre Lebensphase von L. monocytogenes von entscheidender Bedeutung
sind. Dazu zdhlen Spezies-spezifische Transportproteine und fiir an spezifischen Stoffwech-
selwegen beteiligte Enzyme. Ein Beispiel ist die Verwertung des im Zytosol durch den Abbau
von Phospholipiden oder Triglyceriden freigesetzten Glycerins, das wéhrend des intrazelluld-
ren Wachstums alternativ zu Glukose als C-Quelle dient. Au3erdem sind intrazelluldr lebende
Listerien von der de novo Biosynthese einiger Aminosduren wie Tryptophan, Isoleucin, Leu-
cin, Valin und Arginin sowie von der Aufnahme von Thiamin-Vorldufern abhingig (Josep et
al., J. Bacteriol. 2006, 188:556-568; Schauer et al., J. Bacteriol. 2009, 191:2218-2227).

Unsere Ergebnisse bestitigen die Hypothese, dass ein erfolgreiches Replizieren von
L. monocytogenes im Zytosol auf die Féhigkeit des Pathogens zuriickgeht, seinen Metabolis-
mus an die Gegebenheit der Wirtszelle anzupassen. In Zusammenarbeit mit Wolfgang Eisen-
reich (Lehrstuhl fiir Biochemie der Technischen Universitit Miinchen, Garching) wurden um-
fangreiche Untersuchungen zum Kohlenhydrat-Metabolismus von L. monocytogenes durchge-
filhrt. Hierbei wurden die metabolischen Fliisse in vitro und wihrend der Infektion von
Epithelzellen mittels der *C-Isotopologen-Analyse gemessen und analysiert (Abb. 3).
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Abb. 3:  13C-Isotopologen-Profilanalyse. Listerien werden in Medien kultiviert, die z. B. 13C-
markierte Glukose oder Glycerol enthalten. Nach dem Ernten werden die bakteriellen Zel-
len aufgeschlossen und ihre Proteine in Aminoséuren hydrolysiert. Diese werden anschlie-
Bend via GC/MS analysiert. Die 13C-Einbauraten und die Markierungsmuster erlauben
Riickschliisse auf metabolische Fliisse (Grubmiiller et al., 2014).
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Im Mittelpunkt stand dabei die Fragestellung, in welchem Ausmal} welche Kohlenstoffquel-
len in den Anabolismus oder den Katabolismus der Listerienzelle einflieBen, und welche
Stoffwechselwege hierfiir genutzt werden.

Insektizide Aktivitit von Yersinia enterocolitica
Insecticidal activity of Yersinia enterocolitica

Katharina Brauer, Mandy Starke

Die Gruppe der Yersinien umfasst mindestens 15 verschiedene Arten, darunter die drei hu-
manpathogenen Arten Yersinia pestis, den Erreger der Pest, sowie Yersinia pseudotuberculo-
sis und Yersinia enterocolitica, zwei Keime, die gastrointestinale Erkrankungen in Sdugetie-
ren hervorrufen kénnen. Bis auf Y. pestis, ein Bakterium, das auf einen komplexen Lebens-
zyklus mit Nagetieren als Reservoir und Fldhen als Ubertriiger angewiesen ist, sind die Ver-
treter der Gattung Yersinia in der Natur weit verbreitet. Wahrend die fiir den Menschen
krankheitsauslosenden Faktoren des Pathogens mittlerweile gut untersucht sind, ist iiber die
Molekularbiologie der Vermehrung von Yersinien aulerhalb des Menschen noch vergleichs-
weise wenig bekannt. Zwar wurde kiirzlich gezeigt, dass Y. pestis sowie Y. pseudotuberculo-
sis auch den Nematoden Caenorhabditis elegans infizieren konnen, die Assoziation von
Y. enterocolitica mit Invertebraten hingegen war bislang unerforscht. Als notwendige Grund-
lage fiir eine solche Untersuchung wurde von uns das komplette Genom des Stammes
Y. enterocolitica W22703 sequenziert, annotiert und analysiert (Fuchs et al., BMC Microbio-
logy 2011, 12:168). Besonders bemerkenswerte Ergebnisse waren die Identifikation eines
neuen Typ 3-Sekretionssystems sowie die Charakterisierung einer artspezifischen Zone hoher
genomischer Flexibilitt.

Der Stamm Y. enterocolitica Stamm W22703 tragt aulerdem eine temperaturregulierte Pa-
thogenitétsinsel, die so genannte TC-PAly. (toxin complex pathogenicity island of
Y. enterocolitica), deren Gene fiir insektizide Toxinkomplexe (Tc) kodieren (Abb. 4). Diese
werden nur bei Umwelttemperaturen produziert, wihrend ihre Transkription bei 37°C voll-
stindig reprimiert ist. Die Tc-Proteine kommen auch in dem mit Nematoden assoziierten,
gegeniiber Insektenlarven hochpathogenen Bakterium Photorhabdus luminescens vor. Ob-
wohl von Y. pestis und Y. pseudotuberculosis bereits langer entsprechende Genomdaten vor-
lagen, gelang es unserer Arbeitsgruppe erstmals, am Beispiel von Y. enterocolitica, das Vor-
kommen der fc-Gene in Yersinien mit der Aktivitit gegeniiber Insekten in einen kausalen Zu-
sammenhang zu bringen (Bresolin et al., Mol. Microbiol. 2006, 59:503-512). Uberra-
schenderweise zeigen die Yersinia-Arten und -Stimme eine hohe Diversitét in Bezug auf ihr
insektizides Potential (Fuchs et al., BMC Microbiology 2008, 8:214). Um einen tieferen Ein-
blick in die Interaktion von Yersinia spp. mit Invertebraten zu gewinnen wurde, zusétzlich der
Nematode C. elegans als Modellorganismus etabliert. In Zusammenarbeit mit Britta Spanier
(ZIEL, Abteilung Biochemie) konnten die Kolonisierung und die Proliferation von
Y. enterocolitica W22703 in C. elegans sowie die Expression des insektiziden Toxins tca4 im
Nematoden nachgewiesen werden (Spanier et al., Appl. Environ. Microbiol. 2010, 76:6277-
6285).

Mit Hilfe des Luziferase-Reportersystems sowie durch den Knockout verschiedener globaler
Yersinia Transkriptionsregulatoren haben wir jiingst die molekularen Mechanismen, die der
kélteinduzierten Expression der fc-Gene sowie der Freisetzung bzw. dem Transport der Tc-
Proteine aus der Zelle zugrunde liegen, aufgeklart (Starke et al., 2013; Starke&Fuchs, 2014).

Hierbei wurde ein neuartiger, LysR-artiger Transkriptionsfaktor als Schliisselfaktor fiir die
Aktivierung der fc-Gene bei niedrigen Temperaturen identifiziert. TcaR2 ist autoreguliert,
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bindet an verschiedene Promotoren der Pathogenitdtsinsel und ist bei 37°C instabil. Gleichzei-
tig wirkt ein Komplex aus dem DNA-bindenden Faktor H-NS und dem sog. ,,Yersinia modu-
lator of virulence® repressorisch auf die Expression der tc-Gene. Mit abnehmender Tempera-
tur hingegen stabilisiert sich TcaR2, dessen Produktion dadurch gesteigert wird, wahrend der
H-NS/YmoA-Komplex zunehmend an Funktionalitdt verliert (Abb. 4).

% RNA polymerase
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Abb. 4:  Modell der temperaturabhdngigen Regulation der insektiziden Aktivitit. Der autoinduzierte
Faktor TcaR2 aktiviert bei 15°C die tcaA-Transkription. Unter diesen Umstinden domi-
niert TcaR2 seinen Gegenspieler, den repressorischen Komplex aus H-NS und YmoA, da
die Tetramerisierungsrate von H-NS mit der Temperatur abnimmt. Bei 37°C jedoch wird
TcaR2 proteolytisch abgebaut, und die Transkription von tcaR2 wird reduziert. Auf der an-
deren Seite steigt die intrazelllulire Konzentration an funktionalem H-NS/YmoA-
Komplex, wodurch die Transkription von tcaR2 und tcaA blockiert wird (aus: Starke &
Fuchs, 2014).

Neben der moglichen 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
praventive Bekdmpfung der Yersiniosen relevant sein kénnen.

Forschungsprojekt: Entwicklung einer routinetauglichen Quantifizie-
rungsmethode von Cereulid aus B. cereus und Studien zur Bildung und
Stabilitit des Toxins in Lebensmitteln

Genia Liicking, Elrike Frenzell, Timo Starkz, Andrea Riitschle, Sandra Marxenz, Monika
Ehling-Schulzl, Thomas Hofmannz, Siegfried Scherer

! Veterinirmedizinische Universitit Wien, Institut fiir Funktionelle Mikrobiologie
2 Technische Universitit Miinchen, WZW, Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und Molekulare Sensorik
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Ausgangssituation: Emetische Bacillus cereus

Europaweit ist eine Zunahme von Lebensmittelvergiftungen zu verzeichnen, die auf bakteriel-
le Toxine zuriickgehen. Der EFSA-Report vom April 2009 gibt eine 42 %ige Zunahme der
durch Bacillus-Toxine verursachten Erkrankungen innerhalb der EU an. Die Bedeutung von
Bacillus cereus fiir die Lebensmittelindustrie steigt massiv, 1998-2000 war B. cereus bereits
an bis zu 60 % der Ausbriiche von Lebensmittelvergiftungen in Gemeinschaftsverpflegungs-
einrichtungen beteiligt. In den letzten Jahren hdufen sich Berichte iiber durch das Toxin Ce-
reulid verursachte Intoxikationen. Die Aufnahme des Toxins iiber ein kontaminiertes Le-
bensmittel verursacht im besten Fall ein Erbrechenssyndrom, kann jedoch auch schwerwie-
gende Erkrankungen auslosen, die eine Hospitalisierung erfordern und in Ausnahmefdllen
sogar todlich verlaufen. Aufféllig sind hohe Inzidenzraten, hiufig erkranken 100 % der Kon-
sumenten.

Ein schnelles, akkurates und kostengiinstiges Nachweisverfahren fiir das Toxin Cereulid exis-
tiert bislang nicht. Es ist aulerdem derzeit nur unter erheblichem Aufwand moglich zu be-
stimmen, ob eine B. cereus-Kontaminante in einem Lebensmittel ein starker oder nur ein
schwacher Toxinbildner ist. Genau diese Kenntnis ist jedoch Voraussetzung, um zu entschei-
den, wie ein Be-trieb im relativ hdufigen Fall einer Belastung mit B. cereus reagiert. Aus die-
sem Grund miissen matrixunabhéngige Bestimmungsverfahren entwickelt werden, die fiir den
Einsatz in der Routi-neanalytik geeignet sind und der mittelstdndischen Industrie eine objek-
tive, analytische Be-wertung der Konzentration und Toxizitdt von Cereulid im gegebenen
Lebensmittel zu ermdgli-chen. Aufgrund der Stabilitit und ausgeprégten biologischen Aktivi-
tat von Cereulid wéren Pri-ventionsstrategien zur Hemmung der Toxinproduktion wichtig. Zu
diesem Zweck muss jedoch bekannt sein, wie die Synthese des Toxins reguliert wird und
welche Lebensmittelzusatz- bzw. Inhaltsstoffe die Toxinbildung hemmen oder mdglicher-
weise sogar stimulieren.

Ziel des Forschungsvorhabens ist die Entwicklung eines schnellen und sicheren Analysever-
fahrens zur Konzentrationsbestimmung und zur objektiven Bewertung der Toxizitit von Ce-
reulid und dessen Strukturvarianten in Lebensmitteln.

Forschungsergebnisse

Im Rahmen des Projektes wurde die Stabilisotopenverdiinnungsanalyse fiir die Quantifizie-
rung von Cereulid in mehreren Punkten optimiert: die Extraktionszeit signifikant und die
Messzeit auf unter 1 min verkiirzt, sowie eine Empfindlichkeitssteigerung um ca. Faktor 10
erreicht. Die erfolgreiche Validierung der Extraktions- und Messmethode erfolgte im Rahmen
der Beteiligung zur Erstellung einer einheitlichen Quantifizierungsmethode durch das Europé-
ische Komitee fiir Normung (CEN). Mittels UPLC-TOF-MS Messung, priparativer und ana-
lytischer HPLC war es moglich 18 Strukturhomologe von Cereulid zu identifizieren und sie-
ben zu isolieren. Es konnten vier Varianten (Variante a-d) bestimmt werden, bei denen im
Vergleich zu der Struktur von Cereulid der Austausch einer a-Hydroxysdure oder Aminoséure
erfolgte. Fiir die Varianten f und g konnte gezeigt werden, dass sie aus denselben Dipeptiden
wie Cereulid aufgebaut sind, diese jedoch zum einen in anderen Verhéltnissen und zum ande-
ren in einer anderen Anordnung (Sequenz der Amino- und Hydroxysduren) vorliegen. Varian-
te e zeigte im Vergleich zu Cereulid den Austausch einer a-Hydroxysidure kombiniert mit
einem anderen Verhéltnis der Dipeptide. Mit Hilfe von zwei Aktivitétstests (HEp-2 Cytotoxi-
zitdt und Membranleitfdhigkeit) wurde die Toxizitit von den Varianten im Vergleich zu Ce-
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reulid ermittelt. Varianten b-e und g erwiesen sich als geringer toxisch und Varianten a und f
zeigten eine 8-fach hohere Toxizitdt als Cereulid. Fiir die Quantifizierung von Cereulid in
Kombination mit sieben Stukturhomologen (Variante a-g) wurde die vorhandene Messmetho-
de ausgebaut.

Zur Aufklarung der zelluldren Lokalisation von Cereulid wurde der Toxingehalt in verschie-
denen Zellfraktionen quantitativ bestimmt sowie Extraktionsversuche mit unterschiedlichen
Losungsmitteln durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass Cereulid vorwiegend in groBen Zell-
bruchstiicken vorhanden ist und sich effektiv von Zelloberflachen isolieren ldsst, woraus zu
schlieBen ist, dass sich ein groBer Teil des produzierten Cereulids an der AuBenseite von B.
cereus Zellen befindet. Auch von aufgereinigten Sporen konnte Cereulid extrahiert werden,
womit sowohl Sporen als auch vegetative Zellen von B. cereus als Toxintrdger in Frage
kommen und bei der Verbreitung des Toxins, z.B. auch im Lebensmittelproduktionsumfeld,
eine wichtige Rolle spielen konnen.

Im Rahmen des Projekts konnte der Transkriptionsfaktor CodY als ein zentraler Regulator der
Toxinbildung identifiziert werden. CodY vernetzt direkt den Primérstoffwechsel der Zellen
mit der Toxinbiosynthese. Verzweigtkettige Aminoséuren erwiesen sich hierbei als Schliissel-
Metabolite. Diese Erkenntnis wurde genutzt, um die Cereulid-Ausbeute fiir Strukturanalysen
und fiir die Untersuchung der unterschiedlichen Cytotoxizitit von Cereulid-Strukturvarianten
zu erhohen. Ein neu generierter monoklonaler Antikdrper gegen die Cereulidsynthetase liefert
einen Ansatzpunkt zur Entwicklung ELISA-basierter Nachweissysteme. Ein Referenzset be-
stehend aus 80 emetischen B. cereus Stimmen wurde zusammengestellt und das Cereulidbil-

dungsvermdgen der Stimme mittels UPLC-ESIT-TOF-MS erfolgreich in Hoch-, Mittel- u.
Niedrigproduzenten eingeteilt. Begleitend durchgefiihrte Metabolom-Studien zeigten, dass
sich hochtoxische und schwach toxische Stdmme in ihren metabolischen Kapazititen unter-
scheiden. Dies liefert die Mdoglichkeit, zukiinftig ausgewéhlte Referenzmetabolite zur Be-
stimmung hoch- und niedrig-toxinogener Stimme heranzuziehen.

Zur Identifizierung moglicher Cereulidsynthese-hemmender Substanzen wurde die Wirkung
von Lebensmittelzusatzstoffe und Einzelsubstanzen pflanzlicher Herkunft auf das Wachstum
und die Cereulidproduktion von B. cereus untersucht. Ca. die Hélfte der getesteten Substan-
zen zeigte das Potential Bakterienwachstum und/oder die Cereulidproduktion zu hemmen,
allerdings war die Wirkung der meisten Substanzen in komplexen Lebensmitteln geringer
bzw. produktspezifisch.

Wirtschaftliche Bedeutung des Projektes

Die Ergebnisse werden insbesondere fiir die deutsche Milch erzeugende sowie Milch verar-
beitende Industrie und fiir ihre Zulieferer, wie z.B. Gewlirz-, Gemiise- und Kakaohersteller,
sowie fiir Produzenten von Tiernahrungsmitteln, Lebensmittelzusatzstoffen und Hersteller
didtetischer Lebensmittel von Relevanz sein.

Die erzielten Forschungsergebnisse des Projektes, insb. die SIDA-UPLC-MS/MS Methoden-
optimierung und Validierung, ermoglicht den quantitativen Nachweis des hitzestabilen emeti-
schen Toxins Cereulid in Lebensmitteln und somit eine bessere Abschitzung des Risikopo-
tentials von mit B. cereus kontaminierten Produkten. Durch die Identifizierung von teilweise
bis zu 8-fach toxischeren Strukturvarianten, besteht nun die Moglichkeit, das Gefdhrdungspo-
tential durch emetischen B. cereus besser verstehen und erfassen zu kdnnen.
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Die Untersuchungen der Regulationsmechanismen der Cereulidproduktion auf enzymatischer,
molekularer, Proteom- sowie Metabolom-Ebene liefern duBerst wichtige Daten und Einblicke
zum Verstandnis der Cereulid-Synthese. Diese Erkenntnisse werden langfristig zur Verbesse-
rung von Qualititskonzepten beitragen, da sie als Meilenstein einer heutzutage angestrebten
,»Risiko-orientierte Diagnostik im Gegensatz zur derzeit standardisierten ,taxonomisch-
orientierten Diagnostik® gewertet werden konnen. Eine aktuelle Auseinandersetzung zum
Thema Verbesserungskonzepte in der B. cereus-Diagnostik ist einem Review von Ehling-
Schulz und Messelhdusser zu entnehmen (siehe Publikationen). In einem umfangreichen
Hemmstoffscreening wurden Lebensmittelzusatzstoffe und andere Substanzen ermittelt, wel-
che das Wachstum und die Cereulidproduktion unter Laborbedingungen und teilweise auch
im Lebensmittel selbst inhibieren. Diese Daten konnen zur Entwicklung von Préventionsstra-
tegien dienen, um z.B. durch Rezepturdnderungen die Toxinproduktion in besonders geféhr-
deten Lebensmitteln zu hemmen und somit die Produktsicherheit zu erhdhen. Die etablierte
UPLC-TOF-MS Screening Methode erlaubt eine schnelle Eingruppierung der emetischen
Stimme von B. cereus in Hoch-, Mittel- und Niedrigtoxinproduzenten, was die Risikoab-
schitzung und das Gefahrdungspotential von kontaminierten Lebens- und Futtermitteln fiir
die Produzenten beschleunigt und erleichtert.

Begleitende Untersuchungen zur effektiven Neutralisation von Cereulid bilden die Grundlage
zur Etablierung von Detoxifikationsstrategien von Cereulid in Lebensmitteln. Kleine und mit-
telstdndische Unternehmen kdnnen hierdurch eigene langwierige und kostenintensive mikro-
biologische Untersuchungen reduzieren.
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1 Problemstellung

Bei der Ausleuchtung von Verkaufsraumen im Einzelhandel spielt die Energieeffizienz und
Lichtqualitdt eine grofle Rolle. Das hat wirtschaftliche Griinde, da zum einen der Energiever-
brauch reduziert und der Absatz durch ein ausgefeiltes Lichtkonzept gesteigert werden kann.
Die Eigenfarbe der Lebensmittel kann durch eine spezielle Beleuchtung hervorgehoben wer-
den, so dass die Waren fiir den Kunden attraktiver aussehen und der Konsument durch eine
angenehme Verkaufsatmosphire zum Kauf angeregt wird. Dabei werden die klassischen
Leuchtmittel zunehmend durch spezielle Lampen ersetzt. Je nach Anforderung an die Licht-
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qualitdt stehen dkonomische Energiespar-, Halogen- oder LED-Lampen zur Auswahl. Bei
Leuchtstoffrohren (Fluoreszenzleuchten) ist die eigentliche Lichtquelle eine Fluoreszenz-
schicht in den Lampen, welche die durch Entladung von Quecksilberdampf emittierte Strah-
lung in sichtbares Licht umformt. Charakteristisch fiir diese Lampen ist, dass sie neben einem
kontinuierlichen Spektrum einige Spektrallinien mit groBerer Intensitdt abstrahlen (Elvidge,
Keith, Tuttle, & Baugh, 2010). Dies kann von Nachteil sein, wenn die belichteten Lebensmit-
tel in diesem Bereich ein Absorptionsmaximum aufweisen. Riboflavin (Vitamin B;) ist ein in
Milchprodukten vorkommendes Vitamin, das zur Farbgebung beitrdgt und gegeniiber Erhit-
zung, Sduren und Oxidationsmitteln stabil ist. Riboflavin ist jedoch gegeniiber blauem Licht
und UV-Licht sehr empfindlich. Das Absorptionsmaximum liegt bei 445 nm (Intawiwat,
Wold, Skaret, Rukke, & Pettersen, 2013; Mortensen, Bertelsen, Mortensen, & Stapelfeldt,
2004).

Die LED — Technologie bietet die Moglichkeit, die spektrale Zusammensetzung des Lichts so
zu gestalten, dass sie dem Reflexionsverhalten der Warenoberflichen angepasst ist. Das ist
mit Gasentladungslampen nicht moglich, da die spektrale Zusammensetzung des erzeugten
Lichts von der Gasfiillung bzw. der Fluoreszenzschicht abhéngig ist. Der Einsatz von Spekt-
ralfiltern kann zwar zu einer Reduzierung einzelner Lichtbanden fiihren, jedoch ist das Emis-
sionsspektrum fiir jede Gasentladungslampe charakteristisch.

In den Verkaufsregalen sind die Produkte wiahrend der gesamten Ladendffnungszeit dem
Licht der Verkaufsbeleuchtung ausgesetzt. Von Milchprodukten ist bekannt, dass sie emp-
findlich gegeniiber Licht und Sauerstoff reagieren. Kaffeesahne und Kondensmilch werden
hocherhitzt, homogenisiert und anschlieBend sterilisiert, um {iber einen langen Zeitraum un-
gekiihlt mikrobiologisch stabil zu bleiben (Spreer, 2011). Allerdings konnen weitere Inhalts-
stoffe wie der natiirliche Photosensibilisator Riboflavin, die Aminosdure Methionin oder die
enthaltenen Fettsduren mit dem Restsauerstoff in der Verpackung unerwiinschte Reaktionen
eingehen. Die Verpackung schiitzt das Produkt wahrend des Lager- und Verkaufsprozesses
vor dulleren Einfliissen. Klassischer Weise wurden diese Produkte bis vor einigen Jahren in
Weillblechdosen verpackt. Dadurch waren sie vor Licht und Sauerstoff geschiitzt. In den letz-
ten Jahrzehnten haben sich weitere Verpackungsvarianten auf dem Markt etabliert, wie Ver-
bundkartons, Glasflaschen, Milchkénnchen bis hin zur portionierten Einzelverpackung in
Kunststoffbechern (Langowski, 2006). Diese haben den Vorteil, dass sie fiir den Verbraucher
attraktiver aussehen, aufgrund der kleineren Portionen handlicher sind, aber auch den groflen
Nachteil, dass diese Verpackungen aus Glas und Kunststoff licht- oder licht- und sauerstoff-
durchldssig sind. Hohe Lichtdurchlédssigkeiten in Verbindung mit Sauerstoff fithren bei
Milchprodukten zu Aromaveranderungen, Vitaminverlusten oder Farbfehlern (Larsen, Tellef-
sen et al., 2009). Aufgrund des enthaltenen Photosensibilisators Riboflavin kann es zur Pho-
tooxidation der schwefelhaltigen Aminoséure Methionin, den Vitaminen und Fettbestandtei-
len kommen (Langowski, 2006; Moyssiadi et al., 2004).

Da Licht fiir den Verkaufsprozess unersetzlich ist, kann der Einsatz von speziellen Lampen,
die in ihren spektralen Eigenschaften auf die zu beleuchtenden Produkte abgestimmt sind
(z.B. durch eine reduzierte Emission im Bereich des Absorptionsmaximums des Riboflavins),
zur Verringerung der lichtinduzierten Qualitatsbeeintrachtigungen fiihren.
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2 Projektziel

Ziel des Projektes war es, den Einfluss diverser im Einzelhandel eingesetzter Lichtquellen auf
die Qualitit von Kaffeesahne und Kondensmilch in unterschiedlichen Verpackungsvarianten
zu untersuchen. Durch das unterschiedliche Verpackungsdesign und Material variieren auch
die Licht- und Sauerstoffdurchléssigkeiten. Mit Hilfe von Farb- und Sauerstoffmessungen, der
Bestimmung des Hexanal- sowie des Riboflavingehalts sollten die Qualititsverdnderungen
ausgewdhlter Produkte in Abhdngigkeit von der Beleuchtung iiber die Haltbarkeitsdauer er-
mittelt werden.

3 Losungsweg

Auswahl des Probenmaterials

Fiir den Versuch wurden Kaffeesahne und Kondensmilch unterschiedlicher Hersteller in ver-
schiedenen Verpackungsvarianten in einem GroBhandel mit einem hohen Durchsatz erwor-
ben, um moglichst frische Produkte zu untersuchen. Die Produktbezeichnung, das Verpa-
ckungsmaterial sowie weitere charakteristische Daten sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Eigenschaften der Kaffeesahne- und Kondensmilch-Muster sowie deren Verpackung (OTR:
Sauerstoft-Permeationsrate in cm® (STP) / (Packung d bar) bei 23 °C / 50 % rel. Luftfeuchte)

Produkt Fettgehalt Verpackung OTR Inhalt Haltbarkeit
% ochen
Portionspackung 10 Polystyrol mit Alumini- 2,31+0,10 10 20
umfoliendeckel
Kaffeesahne
Kéannchen 12 Polypropylen, Boden 3,08+0,05 200 12
aus Aluminium
Kaffeesahne
Glaschen 10 Glasflasche mit Alumini-  nicht messbar 100 4
umdeckel
Kaffeesahne
Verbundkarton 10 Verbundkarton nicht messbar 340 21
Kondensmilch
Dose 10 WeiBblechdose nicht messbar 80 49
Kondensmilch

Die Proben wurden mit 4 verschiedenen Lampen belichtet (Tabelle 2). Der Abstand der Lam-
pen wurde so eingestellt, dass die Bestrahlungsstiirke auf der Auflagefliche ca. 2,7 - 2,8 W/m®
betrug. Das entsprach bei den Leuchtstoffrohren und LEDs einer Beleuchtungsstirke von ca.
920 lux, bei der Natriumdampflampe von ca. 440 lux. Die Lagertemperatur betrug konstant
20 °C.
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Tabelle 2: Lampeneigenschaften bei Bestrahlungsstirken von nominal 2,8 W/m2

Bestrahlungs-  Bestrahlungs-  Beleuchtungs- Abstand
starke starke starke Lampe/Produkt
300-1100 nm 300-500 nm
[W/m?] [W/m?] [lux] [m]
Tageslichtleuchtstoffréhre 2,8 1,08 920 1,10
(TLSR)
Leuchtstoffréhre 2,8 0,62 920 0,40
(LSR)
Hochdruck- 2,8 0,18 440 1,60
Natriumdampflampe (NDL)
LED 2,8 0,36 920 1,70

Durchfiihrung der Untersuchungen

Die Portionspackungen wurden alle 2 Wochen, die Glasflaschen bzw. die Kénnchen alle
4 Wochen und die Dosen bzw. die Verbundkartons nach 4 und 16 Wochen untersucht.

Zu Beginn des Versuchs wurde die Sauerstoffkonzentration in den Proben mittels der PreSens
Fluoreszenzmesstechnik bestimmt. AnschlieBend wurden die Farbe mittels DigiEye als
L*a*b*-Wert, der Riboflavingehalt mittels HPLC und der Hexanalgehalt mittels Headspace
GC-MS gemessen. Die Probennahme erfolgte jeweils als Dreifach-Bestimmung. Ein 10-
kopfiges Sensorikpanel bewertete die Proben beziiglich Geruch und Geschmack.

AnschlieBend wurden die Proben unter den verschiedenen Lichtquellen positioniert, so dass
die Bestrahlungsstirke auf der Produktoberfliche zwischen 2,7 und 2,8 W/m® lag. In regel-
maBigen Abstinden wurden die Proben gedreht, um sicherzustellen, dass die auf die Proben
einwirkende Lichtenergie gleichméBig iiber alle Proben verteilt war. Als Referenzen wurden
dunkel gelagerte Proben verwendet.

4 Ergebnisse

Die Lichttransmissionsmessungen an den Verpackungen zeigen ganz deutlich die unter-
schiedlichen Lichtdurchldssigkeiten der verschiedenen Materialen (siche Abb. 1). Die Glas-
flaschen lassen im Wellenlédngenbereich zwischen 310-800 nm ungefihr 90 % des Lichts
durch. Die Portionspackungen lassen zwischen 400-800 nm etwa 10-20 % und die Kénnchen
oberhalb von 410 nm ungefdhr 5-15 % des sichtbaren Lichts durch. Der Verbundkarton und
die Dose sind lichtundurchldssig. Vergleicht man die Transmissionsspektren der Verpackun-
gen mit dem Absorptionsspektrum des Riboflavins, so wird deutlich, dass sich ein GroBteil
des Riboflavinspektrums mit dem Transmissionsspektrum der Glasflasche iiberschneidet.
Auch die Polystyrol- und Polypropylenverpackung lassen einen Teil des Lichts durch, wel-
ches dann vom Riboflavin absorbiert werden kann, wodurch in der Verpackung eine Pho-
tooxidation mit vorhandenem Restsauerstoff stattfinden kann.

Vergleicht man die Emissionsspektren der Lampen miteinander, ist deutlich zu erkennen, dass
die spektrale Lichtverteilung unterschiedlich ist. Die beiden Leuchtstoffrohren zeigen vier
deutliche Peaks im Bereich von 300 bis 500 nm und weisen in diesem Spektralbereich eine
grofere Bestrahlungsstéirke auf als die Natriumdampflampe und die LED (siehe auch Tabelle 2).
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Die Ergebnisse der Sauerstoffmessung iiber die Lagerdauer von 16 Wochen zeigen, dass der
Sauerstoffgehalt in den Portionspackungen wéhrend des gesamten Versuchszeitraums zwi-
schen 6 und 8 mg/L lag. Der Sauerstoffgehalt im Kannchen ist unter den beiden Leuchtstoff-
rohren innerhalb der ersten 4 Wochen auf ca. 3 mg/L abgesunken, wohingegen der Sauer-
stoffgehalt bei der dunkel gelagerten Probe leicht auf 8 mg/L angestiegen und bei der Natri-
umdampflampe und der LED erst nach 12 Wochen leicht von 6 auf 4-5 mg/L abgesunken ist.
In den Glasflaschen blieb die Sauerstoffkonzentration bei den dunkel gelagerten Proben kon-
stant bei 3 mg/L, wohingegen dort nach 4 Wochen bei allen Belichtungsvarianten der Sauer-
stoffgehalt auf 0 mg/L abgesunken ist. Bei den Verbundkartons und Dosen énderte sich der
Sauerstoffgehalt wihrend der Lagerung nicht.

Der starke Abfall auf 0 mg/L bei der Kaffeesahne in den Glasflaschen ist durch die Photooxi-
dation zu erkldren. Die hohe Transmission durch das Glas ermdglicht die lichtinduzierte Oxi-
dation des Riboflavins mit dem Restsauerstoff in der Kaffeesahne innerhalb der ersten 4 Wo-
chen, bis der Sauerstoff vollkommen verbraucht ist. Durch das Glas und den Verschluss kon-
nen auch keine wesentlichen Sauerstoffmengen hindurchpermeieren. In den Kannchen und
Portionspackungen konnte durch die hohe Sauerstoffdurchldssigkeit vom Polystyrol
(2,31£0,10 cm?® (STP) / (Pckg d bar)) und Polypropylen (3,084+0,05 cm?® (STP) / (Pckg d bar))
immer wieder neuer Sauerstoff durch die Verpackung permeieren, wenn dieser im Innern ver-
braucht wurde.

Die Farbmessungen an der Kaffeesahne zeigten, dass bereits nach 2 Wochen deutliche Farb-
verdnderungen bei den belichteten Portionspackungen zu erkennen waren (siche Abb. 3). Der
b*-Wert, der im CIE-Farbraum die blau-gelbe Achse darstellt, sank bei Exposition der Proben
unter den beiden Leuchtstoffréhren von 9,5 auf ca. 5 und unter der LED bzw. Natriumdampf-
lampe auf ungefdhr 7. Das bedeutet, dass die Proben einen Teil ihrer gelben Farbe verlieren.
Die dunkel gelagerten Proben verdnderten sich dagegen nicht signifikant. Bei Kaffeesahne in
Glasflaschen waren die Anderungen des b*-Werts bei den belichteten Proben nicht signifikant
unterschiedlich, allerdings stieg der b*-Wert bei den dunkel gelagerten Proben im Verlauf
der Lagerung leicht an. Die b*-Werte der Kaffeesahne und Kondensmilch in Kannchen, Do-
sen und Verbundkartons unterschieden sich im Vergleich zur Dunkelprobe nicht signifikant.
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Abb. 1:  Oben: Transmissionsspektren der Verpackungen und Absorptionsspektrum vom Riboflavin
Unten: Emissionsspektren der Tageslichtleuchtstoffréhren (TLSR), Natriumdampflampen
(NDL), LEDs und Leuchtstoffrohren (LSR), jeweils mit 2,8 W/m?
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Abb. 2:  Verlauf der Sauerstoffkonzentration [mg/L] in der Kaffeesahne verpackt in Portionspa-
ckungen (links) und Glasflaschen (rechts) wahrend der Lagerung unter Tageslichtleucht-
stoffréhren (TLSR), Natriumdampflampen (NDL), LEDs und Leuchtstoffréhren (LSR) mit
2,8 W/m’, sowie bei Dunkellagerung
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Abb. 3:  Verlauf des b*-Wertes (Gelbwert) der Kaffeesahne verpackt in Portionspackungen (links)
und Glasflaschen (rechts) wiahrend der Lagerung unter Tageslichtleuchtstoffrohren
(TLSR), Natriumdampflampen (NDL), LEDs und Leuchtstoffrshren (LSR) mit 2,8 W/m?,

sowie bei Dunkellagerung

Die Messung der Riboflavin-Konzentration in der Kaffeesahne in Portionspackungen und
Glasflaschen zeigt, dass bei den Proben, die mit den beiden Leuchtstoffrohren beleuchtet
wurden, das Riboflavin bereits nach 4 Wochen fast vollstindig abgebaut wurde (siche Abb. 4).
Der Riboflavingehalt bei den Proben unter der LED und Natriumdampflampe sank in 2 Wo-
chen von 0,04 mg/100g auf 0,02+0,005 mg/100g. Im weiteren Verlauf der Lagerung wurde
das Riboflavin auch hier vollstdndig abgebaut. In den dunkel gelagerten Proben blieb die Rib-
oflavinkonzentration wihrend der 16 Wochen stabil bei 0,04 mg/100g.
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Bei der in Kénnchen abgefiillte Kaffeesahne war der Konzentrationsverlauf des Riboflavins
dhnlich zu den Portionspackungen, allerdings war der Abbau hier etwas langsamer, so dass
die Proben unter den Leuchtstoffrohren erst nach 12 Wochen unter 0,01 mg/100g lagen und
die Proben unter der NDL und LED erst nach 16 Wochen. Bei den licht- und sauerstoffge-
schiitzten Proben in den Verbundkartons und Dosen war keine signifikante Anderung des
Riboflavingehalts wiahrend der gesamten Lagerdauer zu messen.

Der Verlauf des Riboflavingehalts bei den Portionspackungen ist &hnlich dem Verlauf des b*-
Wertes (siche Abb. 3 und 4). Die hohe Licht- und Sauerstoffdurchldssigkeit des Polystyrols
der Portionspackungen ermdglichte eine Oxidation durch den Photosensibilisator Riboflavin,
welcher sich durch die Typ 2 - Photooxidation selbst abbaut.
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Abb.4:  Verlauf des Riboflavingehalts [mg/L] der Kaffeesahne verpackt in Portionspackungen
(links) und Glasflaschen (rechts) wéhrend der Lagerung unter Tageslichtleuchtstoffrohren

(TLSR), Natriumdampflampen (NDL), LEDs und Leuchtstoffrohren (LSR) bei 2,8 W/m?,
sowie bei Dunkellagerung

Betrachtet man die Ergebnisse der Hexanalmessung in diesem Versuchszeitraum, wird dies
bestitigt. Die Hexanalwerte der Kaffeesahne in den Portionspackungen stiegen unter den bei-
den Leuchtstoffrohren bereits nach 2 Wochen von 0 auf 0,25 mg/L an. Der Anstieg ging bis
Woche 8 weiter auf 0,6 mg/L. Danach war ein leichter Abfall des Hexanalgehalts auf 0,4
mg/L zu beobachten. Das ist dadurch zu erkléren, dass das Hexanal als Reaktionsprodukt der
Lipidoxidation weiter abgebaut wird. Die Hexanalgehalte der Kaffeesahneproben in den Por-
tionspackungen bei Exposition durch LED und NDL waren etwas geringer, erreichten aber
auch den maximalen Gehalt nach 8 Wochen. In den dunkel gelagerten Proben war kein Hexa-
nal messbar.

Bei der Kaffeesahne in den Kénnchen ist ein stetiger Anstieg zu erkennen. Auch hier kénnen
die Ergebnisse in 3 Gruppen eingeteilt werden. Die Proben unter den beiden Leuchtstoffroh-
ren zeigten den stirksten Anstieg und somit die stérkste Oxidation. Die LED und NDL zeig-
ten einen mittleren Anstieg und die dunkel gelagerten Proben blieben bei 0 mg/L.

Der Hexanalgehalt in den Glasflaschen stieg innerhalb der ersten 8 Wochen ganz leicht auf
0,1 mg/L an und sank danach wieder leicht ab, was durch den limitierten Sauerstoffgehalt zu
erkldren ist. In den Dosen und Verbundkartons war kein Hexanal messbar.
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Abb. 5:  Verlauf des Hexanalgehalts [mg/L] der Kaffeesahne verpackt in Portionspackungen (links)
und Glasflaschen (rechts) wihrend der Lagerung unter Tageslichtleuchtstoffrohren
(TLSR), Natriumdampflampen (NDL), LEDs und Leuchtstoffrohren bei 2,8 W/m?, sowie
bei Dunkellagerung

Bei der geruchlichen und geschmacklichen Beurteilung der gelagerten Kaffeesahneproben
durch das Sensorikpanel konnten die belichteten Proben in licht- und sauerstoffdurchldssigen
Verpackungen, beziiglich Lichtgeschmack und produkttypischen Geruch deutlich von den
dunkel gelagerten Referenzen unterschieden werden. Auch hier zeigten die Produkte unter
den Leuchtstoffrohren grofere geruchliche und geschmackliche Verdanderungen als die Pro-
ben unter der Natriumdampflampe und LED.

5 Schlussfolgerungen

Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass es durch die hohe Licht- und Sauerstoffdurchléssig-
keit des Polystyrols bei den Portionspackungen bereits nach kurzer Zeit zu einer Photooxida-
tion in der Kaffeesahne durch den Photosensibilisator Riboflavin kommt. Das durch (sichtba-
res) Licht angeregte Riboflavin gibt die Energie an den Sauerstoff weiter. Dabei wird dieser
energetisch vom Triplettzustand in den deutlich reaktiveren Sigulettzustand angehoben und
kann dadurch schnell mit den Fettsduren Hydroperoxide bilden, wodurch es zu einem Anstieg
im Hexanalgehalt kommt. Auf einem anderen Reaktionsweg kann der Sigulettsauerstoff mit
der Aminosdure Methionin den typischen Lichtgeschmack der Milch, das Dimethyldisulfid
bilden. Auf einem dritten Reaktionsweg kann der reaktive Sauerstoff das Riboflavin selbst
zerstoren, wodurch der Riboflavinabbau und die Anderung der gelben Farbe (b*-Wert) zu
erkléren ist.

Das Gleiche passiert in der Kaffeesahne in den Kénnchen, allerdings langsamer. In der Glas-
flasche kommt es zu Beginn der Belichtung zu einer Photooxidation des Riboflavins mit dem
Restsauerstoff in der Flasche. Wie jedoch die Sauerstoffmessungen zeigen, ist der Sauerstoff
innerhalb von 4 Wochen restlos verbraucht. Dadurch fehlt ein Reaktionspartner und die wei-
teren Reaktionen stoppen, bzw. laufen viel langsamer ab.
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Zwischen den einzelnen Beleuchtungsvarianten war ebenfalls ein deutlicher Unterschied
sichtbar. Die beiden Leuchtstoffrohren, die im Bereich von 300 — 500 nm eine Bestrahlungs-
starke von 1,08 W/m® (TLSR) und 0,62 W/m” (LSR) aufweisen, fithrten bei den semi-
transparenten und sauerstoffdurchldssigen Verpackungen zu einem schnelleren Abbau des
Riboflavins und zu einer stirkeren Bildung von ranzigen Oxidationsprodukten. Die beiden
anderen Lampen hatten einen geringeren Strahlungsanteil im Bereich von 300 - 500 nm
(LED: 0,36 W/m?, NDL: 0,18 W/mz) wodurch es zwar auch zur Photooxidation in den Ver-
packungen mit Licht- und Sauerstoffdurchléssigkeit kam, allerdings war diese Reaktion etwas
verlangsamt. Durch den Einsatz von neuartigen Leuchtmitteln wie LEDs oder Natriumdampf-
lampen konnen die qualitdtsmindernden lichtinduzierten Reaktionen in Kaffeesahne, die in
licht- und sauerstoffdurchléssigen Verpackungen verpackt ist, zwar nicht verhindert, jedoch
im Vergleich zu klassischen Leuchtstoffrohren deutlich verlangsamt werden.
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Vorwort

Das Jahr 2014 war geprigt vom Aufwand an zusitzlichen Arbeiten, Erhebungen und Nachbe-
reitungen, die im Zuge der ZIEL-Evaluierung im November 2013 und der Evaluierung der
Fakultdt im Laufe des Jahres angefallen sind. Als Ergebnis der ZIEL-Evaluierung wurde von
den externen, internationalen Gutachtern allen Abteilungen des ZIEL, so auch der Abt. Tech-
nologie, eine hervorragende, international auf hohem Niveau wettbewerbsfihige Leistungsfa-
higkeit attestiert. Das Ergebnis der Fakultéitsevaluierung steht noch aus. Welche Schlussfolge-
rungen die Hochschulleitung aus den Ergebnissen zieht, ist zum Teil noch offen, mit struktu-
rellen Anderungen ist aber in jedem Fall zu rechnen. Wir sehen den sich daraus ergebenden
Entwicklungen optimistisch entgegen und werden versuchen, uns in diesen windigen Zeiten
auch weiterhin in Art und Umfang als leistungsfiahige Institution in der Lebensmittelfor-
schung und konstruktiver Partner fiir unsere industriellen und universitidren Kooperations-
partner zu erweisen.

Die im letzten Jahr getdtigten umfangreichen Investitionen sind nunmehr in den Betrieb inte-
griert. Sie erweisen sich als die angestrebte Steigerung unserer Moglichkeiten im analytischen
und verfahrenstechnischen Bereich. Hohe Aufwendungen fiir den Erhalt unserer von vielen
externen Besuchern und Gisten als beeindruckend eingestuften Infrastruktur werden auch
zukiinftig kontinuierlich zu leisten sein.
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Vier Dissertationen konnten 2014 erfolgreich abgeschlossen werden. 14 laufende For-
schungsvorhaben, ca. 1,6 Mio. € im Wettbewerb eingeworbene Forschungsmittel, 89 Vortréi-
ge und Poster bei 27 internationalen und nationalen wissenschaftlichen Tagungen sowie 18
Publikationen in wissenschaftlichen und weitere in Fachjournalen bzw. Proceedings komplet-
tieren die Ergebnisbilanz. In 44 Bachelor und 25 Diplom- und Masterarbeiten wurden Studen-
ten mehrerer Studiengénge an die Methodik des wissenschaftlichen Problemldsens in syste-
matischer Arbeitsweise herangefiihrt.

Grofler Dank geht an alle MitarbeiterInnen, die wieder in hochstem Einsatz die Gesamtleis-
tung erbracht haben, sowie an alle Férderer unserer Projektarbeit.
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Das Potenzial des Mikrowellen-Gefriertrocknungsverfahrens zur Konservierung von
mikrobiellen Kulturen

The potential of microwave-fireeze for the preservation of microbial cultures

Sabine Ambros, Maria Florencia Zacarias

Aufgrund der besonders hohen Produktqualitit gilt die Gefriertrocknung (GF) als Goldstan-
dard fiir die industrielle Produktion von sensitiven Produkten, wie Starter- und probiotischen
Kulturen. Die gefriergetrockneten Pulver zeichnen sich durch gute funktionelle Eigenschaf-
ten, wie eine gute Vermahl- und Rehydrierbarkeit, aus und zudem durch einen hohen Aktivi-
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Abb. 2: Uberlebensrate von INL1 bei unterschiedlichen MW- Trocknungszeiten fiir die geteste-

Leistungen ten MW-Eintridge. Mit zunehmen-

der MW-Leistung nahm die Trocknungsdauer von etwa 4,5h bei 1 W/g auf ca. 3h bei
2,5 °W/g ab. Jedoch sind die Unterschiede in der Trocknungsdauer zwischen 1,5 und 2,5 W/g
mit wenigen Minuten unerwartet gering. Dies kann daran liegen, dass der dielektrische Ver-
lustfaktor von Eis sehr niedrige Werte mit einer etwa vier Grofenordnungen niedrigeren
Verlustzahl im Vergleich zu Wasser mit einem dielektrischen Verlustfaktor € * zwischen 15
und 20 annimmt (Regier et al., 2004). Trotz des hoheren MW-Eintrags ist das Eis im Produkt
moglicherweise nicht in der Lage mehr Energie aufzunehmen, sodass auch fiir die héheren
Leistungen dhnlich lange Trocknungszeiten bendtigt werden. Einen weiteren Anhaltspunkt
dafiir liefert die {iber den Trocknungsprozess aufsummierte absorbierte MW-Energie. Wih-

rend von 1 'W/g auf 1,5W/g MW-

100 Leistung lediglich die Trocknungsdau-
er verkiirzt wird und sich die benétigte

_ 801 MW-Energie kaum verdndert, nimmt
= sie bei 2,0 und 2,5 W/g weiter zu.
% 60 1 D.h, mehr MW-Energie wird im
% Prozessraum bis zum Erreichen der
E 40 1 Gleichgewichtsfeuchte absorbiert. Ein
a Teil der Energie dient wahrscheinlich
20 1 nicht der Energiezufuhr ins Produkt,
sondern wird von Bauteilen etc. im

0- P S Prozessraum absorbiert. Hoher Ener-
91«"’&\ & &b < &b \)«\&\\\ eeéﬂ\ gieeintrag iiber die Aufnahmekapazitiit

<@ ° Q'a"\;\\ﬂ,\xoc’\) N\\Nf\‘e des Produktes hinaus macht den Pro-

zess daher weniger effizient. Die ge-
trockneten Produkte wurden anschlie-
fend mittels Oberfldchenspatelverfah-
ren auf ihre Uberlebensrate hin unter-
sucht. Zudem wurde die Membranintegritét der Kulturen nach Anfarben mit den Fluoreszenz-
farbstoffen Thiazolorange und Propidiumiodid im Durchflusszytometer bestimmt. Die Ergeb-
nisse sind in Abb. 2 dargestellt. Die Membranintegritidt nahm fiir alle MW-Einstellungen
Werte um 80 % an. Die Uberlebensrate resultierte in Werten zwischen 65 % fiir 2 W/g und
knapp 95 % fiir 2,5 W/g. Diese Werte sind vergleichbar mit der GF, mit der bei folgenden

Abb. 3: Uberlebensraten von INL1 bei unterschiedlichen
Trocknungsverfahren
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Einstellungen ein Uberleben von etwa 70 % erzielt wurde: Kammerdruck: 0,37 mbar, Stell-
flachentemperatur: -15 °C/25 °C, 24 h (Vinderola et al., 2011). In Abb. 3 ist ein Vergleich der
Uberlebensraten mit der GF und weiteren giéingigen Verfahren dargestellt. Dazu wurden fol-
gende Einstellungen verwendet: Spriihtrocknung: Lufteintrittstemperatur: 160 °C, Luftaus-
trittstemperatur: 80 °C; Vakuumtrocknung: 15 °C Stellflaichentemperatur, 15 mbar Kammer-
druck; MW-Vakuumtrocknung: MW-Leistung: 2 W/g, maximale Produkttemperatur: 30 °C,
Kammerdruck: 7 mbar). Es ist deutlich zu erkennen, dass fiir den untersuchten Modellstamm
die GF-Verfahren, sowohl konventionell als auch MW-unterstiitzt, zum hochsten Aktivitéts-
erhalt fithren. Das Vakuum- und MW-Vakuumtrocknungsverfahren liefern ebenfalls dhnliche
Werte im Bereich zwischen 20 und 25 % Uberleben. Mit 4 % weist die Spriihtrocknung den
geringsten Wert an {liberlebenden Zellen auf. Hier sei allerdings vermerkt, dass sich die Er-
gebnisse auf Trocknungsversuche ohne Schutzstoffzusatz beziehen, um den Effekt der Trock-
nungsverfahren auf die Kulturen bewerten zu konnen. Es ist anzunehmen, dass die Uberle-
bensraten mit Einsatz von geeigneten Schutzstoffen fiir alle Trocknungsverfahren weiter
ansteigen. In weiteren Versuchen sollten die Lagerstabilitéten der unterschiedlich getrockne-
ten Mikroorganismen untersucht und bewertet werden. Es ist bekannt, dass gefriergetrocknete
Kulturen aufgrund ihrer hochpordsen Struktur und dadurch erleichterter Diffusionsprozesse
wihrend der Lagerung schneller inaktiviert werden (Poddar et al., 2014). Da aufgrund der
vergleichbaren Trocknungsdriicke und des Wasserentzugs mittels Sublimation die MW-GF in
ahnlichen Produktstrukturen resultiert wie die konventionelle GF, kann auch das Lagerverhal-
ten vergleichbar zu gefriergetrockneten Proben sein. Dies gilt es zu bestitigen.
Literatur:
Regier, M, Knérzer, K, Erle, U: Mikrowellen- und Mikrowellen-Vakuumtrocknung von Lebensmitteln, Chemie-
Ingenieur-Technik, 76 (4), 424-432
Vinderola, G, Zacarias, MF, Bockelmann, W, Neve, H, Reinheimer, J, Heller, KJ (2011): Preservation of func-
tionality of Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 after incorporation of freeze-dried cells into different
food matrices, Food Microbiol, 30, 274-280
Zacarias, MF, Binetti, A, Laco, M, Reinheimer, J, Vinderola, G (2011): Preliminary technological and potential
probiotics characterisation of bifidobacteria isolated from breat milk for use in dairy products, Int Dairy J 21,
548-555

Poddar, D, Das, S, Jones, G, Palmer, J, Jameson, GB, Haverkamp, RG, Singh, H (2014): Stability of probiotics
Lactobacillus paracasei during storage as affected by the drying method, Int Dairy J 39 (1) 1-7

Dank: Das IGF-Vorhaben AiF 17477 N des Forschungskreises der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) wurde im
Rahmen des Programms zur Forderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) vom Bundesministeri-
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Effekt der Polysorbat-Art im Fermentationsmedium auf die Zusammensetzung der
Zellmembran und die Trocknungsstabilitit von Lb. paracasei F19

Effect of Polysorbate type in the fermentation broth on membrane composition and drying stability of Lb.
paracasei F19

Simon A.W. Bauer, Soren Bernauer

Ubliche Verfahren zur Konservierung von Starterkulturen sind das Tiefgefrieren und die
Trocknung. Allerdings ist die Trocknung aufgrund des niedrigeren Transportgewichtes und
der praktischeren Lagertemperaturen von Vorteil. Die Kulturen werden meist gefriergetrock-
net. Die Gefriertrocknung ist allerdings sehr zeit- und energieintensiv. Dariiber hinaus kénnen
Zellen bereits bei dem notwendigen Einfrierschritt geschddigt werden. Mehrere Studien konn-
ten zeigen, dass die Niedertemperatur-Vakuumtrocknung (NTVT) als alternatives Trock-
nungsverfahren in Betracht kommt. Um allerdings ein effizientes Verfahren zu etablieren,
miissen die Trocknungsprozessparameter und die Wechselwirkungen der Produkteigenschaf-
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ten, die aus der Herstellung bzw. Fermentation der Kultur resultieren, mit dem verwendeten
Prozess verstanden werden. Als Hauptschddigungsort bei der Trocknung wurde bereits die
Zellmembran identifiziert. Das Membranfettsdurespektrum scheint dabei den entscheidenden
Einfluss zu haben. Um diesen Einfluss besser erforschen zu kénnen ist es nétig die Zell-
membranzusammensetzung gezielt zu verdndern. Bisher wurden Unterschiede im Fettséures-
pektrum durch das Auslosen von Stressfaktoren wéihrend der Fermentation erreicht. In der
vorliegenden Arbeit dagegen wurde untersucht inwieweit allein durch die Darreichung von
definierten Fettsduren Einfluss auf die Membranfettsdurezusammensetzung genommen wer-
den kann und wie sich die Anderung auf die Trocknungsstabilitit auswirkt. Da allerdings,
insbesondere langkettige Fettsduren, kaum im Fermentationsmedium 16slich sind und somit
den Zellen nur marginal zur Verfligung stehen ist es notig die Fettsduren in Form von Poly-
sorbaten zuzusetzen. Diese Substanzen sind gut 16sliche Ester aus Sorbitol und definierten
Fettsduren. Fiir die Untersuchungen wurden zwei Polysorbatarten verwendet: Zum einen
Polysorbat 80 als Lieferant der Olséure (C18:1 cis 9; ungesittigte, langkettige Fettséure) zum
anderen Polysorbat 20 als Lieferant der Laurinséure (C12:0; gesittigte, kurzkettige Fettsiure).
Ziel war es dabei Zellen zu gewinnen, die einen hohen Anteil der jeweiligen Fettsaure in ihrer
Zellmembran enthalten haben.

Fiir die Versuche wurde Lb. paracasei F19 als Teststamm verwendet. Die Kultur wurde in
2L-Labor-Fermentern auf einem modifizierten MRS-Medium fermentiert. Hierfiir wurde
entweder 2 g/L Polysorbat 20 oder 2 g/L Polysorbat 80 zugesetzt und die Zellen in der friih-
stationdren Wachstumsphase geerntet, aufbereitet und getrocknet. Die Trockenpriparate
wurden hinsichtlich ihres Restwassergehaltes und der Uberlebensrate untersucht. Vor der
Trocknung wurde die Membranfettsdurezusammensetung bestimmt. Hierzu wurden die Zell-
suspensionen durch Ultraschallbehandlungen aufgeschlossen und mittels Methanol- Chloro-
form-Gemischen doppelt extrahiert. Die Bestimmung der Fettsdurezusammensetzung erfolgte
mittels Gaschromatographie.

60

Die Ergebnisse der Fettsdurebe-
stimmung (Abb. 1) zeigen, dass
fiir Polysorbat 20 verstirkt kurz-
kettige, gesittigte Fettsduren
(C12:0, C14:0, C16:0) in die
Zellmembran eingebaut wurden.
Die Verwendung von Polysorbat
N.n 80 fiihrt dagegen zu einem ho-
hen Anteil an Olsiure im Spekt-
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Abb. 1: Fettsdurezusammensetzung der Zellmembran von Lb. paracasei F19 fermentiert auf modifiziertem MRS
mit Polysorbat 80 bzw. Polysorbat 20 mit Uberlebensraten (kleines Diagramm; N.n.= nicht nachweis-
bar) nach der NTVT (35°C Stellflachentemperatur, 15 mbar Kammerdruck, 24 Stunden Trocknungzeit)
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Dies bedeutet, dass zwar die Membranzusammensetzung durch die Art des verwendeten
Polysorbates beeinflusst wird man aber nicht davon ausgehen kann, dass nur die entsprechen-
de Fettsdure in der Membran wiederzufin-den ist. Fiir die Olsiure scheint dies zwar groBten-
teils zuzutreffen allerdings ist fiir die Laurinsdure feststellbar, dass es neben der Erhdhung des
Anteils an dieser Fettsdure auch zu einem hohen Anteil an Myristinsdure (C14:0) und Palmit-
insdure (C16:0) kommt. Interessanter Weise konnte bei den Trocknungsversuchen festgestellt
werden (Abb.1, kleines Diagramm), dass Zellen, die mit Polysorbat 20 fermentiert wurden,
nach der Trocknung nicht mehr kultivierbar waren. Bei Zellen aus Fermentationen mit Poly-
sorbat 80 dagegen konnten ca. 45 % wieder reaktiviert werden. Es scheint, dass kleine Fett-
sduren die Membran insgesamt destabilisieren.

Dank: Die Férderung des Vorhabens erfolgt aus Mitteln des Bundesministeriums fiir Emahrung und Landwirt-
schaft (BMEL) aufgrund eines Beschlusses des deutschen Bundestages. Die Projekttrégerschaft erfolgt tiber die
Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) im Rahmen des Programms zur Innovationsforderung.

Erhohung der Wasserstoffperoxidkonzentration im Entkeimungsgas bewirkt bei Kon-
densatbildung keine verbesserte Inaktivierung bakterieller Sporen

Higher hydrogen peroxide concentrations at condensation processes do not improve the inactivation of
bacterial spores

Elisabeth Eschlbeck

Gasformiges Wasserstoffperoxid (H,0,) wird héufig zur Dekontamination von Verpa-
ckungsmaterialien eingesetzt. Einerseits stellt Wasserstoffperoxid eine hocheffektive Alterna-
tive zur thermischen Inaktivierung dar, die gerade fiir kunststoffbeschichtete Packmaterialien
schéadlich ist, anderer-
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ADb. 1: Inaktivierung ohne Kondensatbildung mit 6000 ppm und 12 000 ppm net

H,0, im Gasgemisch
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Bei 35%igem Wasserstoffperoxid in der Ausgangslosung liegt der Taupunkt fiir eine Gaskon-
zentration von 6000 ppm bei 46,6 °C, fiir eine Gaskonzentration von 12 000 ppm bei 58,7 °C.

Inaktiviert wurden zwei verschieden angeziichtete Bacillus subtilis Sporen, die sich hinsicht-
lich ihrer Widerstandsfdhigkeit gegeniiber Wasserstoffperoxid unterscheiden. Der bei 37 °C
angeziichtete Stamm hat sich als widerstandsfahiger gegeniiber fliissigem H,0, bei Raum-
temperatur erwiesen.

Um eine moglichst schnelle, vollstindige Inaktivierung mit gasformigem H,O, zu erwirken,
wurde der Einfluss der Konzentration mit und ohne Kondensatbildung untersucht. Um Kon-
densatbildung zu kontrollieren, wurden kontaminierte, auf eine Temperatur ober- bzw. unter-
halt des Taupunktes konditionierte in die Anlage gegeben. Die Kammertemperatur betrug 70
°C. In Abbildung 1 ist die Inaktivierung bei einer Probe, welche auf eine Temperatur oberhalb
des Taupunktes und somit ohne Kondensatbildung erhitzt wurde, dargestellt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass eine Erhéhung der H,O, Konzentration eine schnellere Inak-
tivierung der bakteriellen Sporen und somit eine Verbesserung der Dekontaminationsleistung
mit sich bringt. Die widerstandsfihigeren, bei 37 °C angeziichteten Sporen werden bei einer
Erhéhung H,0, Menge von 6000 auf 12000 ppm anstatt in 1,40 s innerhalb von 0,87 s um
eine Zehnerpotenz reduziert. Die weiteren Inaktivierungsverlaufe befinden sich, speziell fiir
die Inaktivierungen mit 12000 ppm, nach 2 s knapp an der Detektionsgrenze.

Bei identischem Versuchsaufbau, bei dem der kontaminierte Packstoff jedoch bei Raumtem-
peratur in die Entkeimungsanlage gegeben wurde, bildet sich Mikrokondensat auf der Pack-
stoffoberflache. Im Verlauf des Behandlungszeitraums erwirmt sich der Packstoff durch die
warme, umstromende Luft auf eine Temperatur oberhalb der Taupunkttemperatur. Erst bei
Uberschreiten dieser Temperatur beginnt das entstandene Mikrokondensat, wieder zu ver-
dunsten. Es folgt aufgrund des hoheren Siedepunktes von H,O; eine Konzentrierung.

Abb. 2 zeigt die ermittelten
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mung des Packstoffes. Erst
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ADb. 2: Inaktivierung mit Kondensatbildung mit 6000 ppm und brachte  Packstoff  eine
12 000 ppm H,0, im Gasgemisch Temperatur von 45 °C auf.
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Der Taupunkt liegt bei 6000 ppm bei 46,6 °C, fiir eine Gaskonzentration von 12 000 ppm bei
58,7 °C. Das bedeutet, dass sich bis zur 6. Sekunde nur Kondensat auf der Oberflache bildet.
Dieses besitzt unabhéngig von der Konzentration im Gas die gleiche Konzentration.

Die Konzentrierung des H,O, fiir die geringere Gaskonzentration setzt erst ab der 6. Behand-
lungssekunde ein, bei der hoheren Gaskonzentration sogar noch spéter. Im Bereich zwischen
6 und 10 s ist die Detektionsgrenze allerdings schon fast erreicht. Fiir eine schnelle Inaktivie-
rung mit Kondensatbildung im Bereich von 6000 ppm lohnt sich eine Erhéhung der H,O,-
Konzentration im Gasgemisch folglich nicht.

Literatur:

Parks, M, Watling, D: The Relationship between Saturated Hydrogen Peroxide, Water Vapour and Temperature,
Pharmaceutical Technology Eur, 16, 50 — 54
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Einfluss von Produkt- und Prozessparametern auf die Kapselbildung
Influence of product and process parameters on the capsule formatton

Rebecca Wiirth, Max Giinther Miiller’, Eva Schlosser”

("TUM Lehrstuhl Verfahrenstechnik dlsperser Systeme)

Die Spriihtrocknung ist ein sehr géngiges Verfahren zur Verkapselung sensitiver Inhaltsstoffe,
wie z.B. Probiotika. Meistens werden dabei jedoch wasserlosliche Kapseln gebildet, weshalb
die Barriere nur wihrend der trockenen Lagerung, nicht aber beim Einsatz in einem feuchten
Lebensmittel aufrechterhalten werden kann. Bei diesem Prozess hingegen konnen durch die
Spriihtrocknung eines kalt-eingelabten Magermilchkonzentrats und anschlieBendem warmen
Rehydratisieren wasserunldsliche Kapseln erzeugt werden. Die Herausforderung ist, die
Labgelbildung nach Ablauf der enzymatischen Primérphase gerade noch zu verhindern, um
ein Versprithen zu erméglichen. Der erste Teil der Gelbildung findet dabei im Verlauf der
Spriihtrocknung statt, der zweite Teil zu vollstindig ausgebildeten Hydrogelkapseln durch
Rehydratisierung bei 40 °C.

Zur Beschleunigung der Gelbildung wurde der Einfluss einer CaCl,-Zugabe zum Rehydrati-
sierungsmedium untersucht. Aus der Késereitechnologie ist bekannt, dass durch die Zugabe
von CaCl, die Vernetzung der Caseinmizellen verstirkt wird. Somit soll eine vollstindige
Kapselbildung bei moderaten Temperaturen ablaufen. In Abb. 1 ist die Auswirkung der Salz-
zugabe auf die Kapselbildung dargestellt. Abb. 1 (A) zeigt den Caseinanteil, der nach Abzen-
trifugieren der Kapseln im Uberstand gemessen wird. Dies wird als MaB fiir unvernetztes
Casein interpretiert. Ein geringer Anteil an freiem Casein spricht fiir einen hohen Grad an
Kapselbildung. Es zeigte sich, dass ohne Salzzugabe noch ein sehr hoher Anteil Casein in
unvernetzter Form vorliegt. Durch die Zugabe von 0,68 bzw. 1,34 mM CacCl, kann dies auf
ca. 10 bzw. 5 % reduziert werden. Bei einer hoheren Konzentration verschlechtert sich die
Kapselbildung dagegen wieder. Erkléren ldsst sich dies damit, dass bei hdheren Konzentratio-
nen die positive Ladung an der Oberfliche der Caseine so weit ansteigt, dass diese sich wie-
der abstofen.
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ADbb. 1: Einfluss der CaCl,-Konzentrationen auf die Kapselbildung: (A) Anteil freies Casein in der Rehydratisie-
rungslosung und (B) PartikelgroBenverteilung der Kapseln

Die Untersuchung der Partikelgrofle (Abb. 1 (B)) ergab, dass ohne Salzzugabe eine bimodale
Verteilung gemessen wird. Der erste Peak liegt im Bereich von nicht-aggregiertem Casein,
der zweite im Bereich der Kapseln. Die dabei gemessene Verteilung der Kapseln ist allerdings
sehr breit. Daher wurde im Nachfolgenden das Pulver nach der Spriihtrocknung in der Wir-
belschicht agglomeriert, um den Kapselbildungsschritt noch weiter vor dem Rehydratisieren
ablaufen zu lassen und so die Verteilungsbreite zu reduzieren.

capsule formation after spray drying & agglomeration
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Abb. 2: PartikelgroBenverteilung der Kapseln aus Pulvern direkt nach der Spriihtrocknung und nach zusitzlicher
Agglomeration

Die PartikelgroBenverteilungen dieser Kapseln, die aus Pulver mit und ohne vorherigem
Agglomerationsschritt hergestellt worden sind, sind in Abb. 2 dargestellt. Diese zeigen, dass
sich die beiden Pulver hinsichtlich der Kapselbildung fiir die kleineren Partikel bis ca. 50 pm
(40 % aller Partikel) identisch verhalten. Fiir 90 % der Kapseln ist jedoch ein groBer Unter-
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schied zu erkennen. 90 % der Hydrogelkapseln aus agglomeriertem Pulver sind unter ca.
200 um, aus nicht agglomeriertem Pulver dagegen mehr als doppelt so groB3. Es kann daher
angenommen werden, dass durch den zusétzlichen Prozessschritt der Agglomeration in der
Wirbelschicht die Gelbildung im Kapselpulver weiter voranschreitet und so weniger Gelbil-
dung wihrend dem Rehydratisieren stattfindet, was sich positiv auf die resultierende Kapsel-
grofBe auswirkt. Es werden zudem nach dem Rehydratisieren wesentlich kleinere Kapseln
erzeugt, was auch aus sensorischer Sicht anstrebenswert ist.

Forschungsgebiet Proteintechnologie und Mikrostruktur-Verfahrens-
technik / Workgroup Protein Technology and Microstructure Engineering

Einfluss von hitzeinduzierten Strukturverinderungen auf das Schiumungsverhalten

von f-Lactoglobulin
Impact of heat-induced structural changes on the foaming properties of f-lactoglobulin
Jannika Dombrowski, Florian Johler

Aufgrund ihrer vielfdltigen techno-funktionellen Eigenschaften werden Molkenproteine hiu-
fig zur Strukturbildung und -stabilisierung in geschdumten Lebensmitteln eingesetzt. Das
majore Molkenprotein B-Lactoglobulin ist hierbei von besonderem Interesse, da es eine aus-
gepragte Tertidr- sowie Quartdrstruktur besitzt und sowohl in nativem Zustand als auch in
Form von thermisch aggregierten Partikeln zum Einsatz kommen kann. In Abhdngigkeit der
besonderen strukturellen Eigenschaften dieses Proteins ergeben sich verschiedene Situationen
hinsichtlich der Besetzung der Luft/Wasser-Grenzflache, was sich auch in den resultierenden
Schaumstrukturen widerspiegeln kann. Das Ziel dieser Arbeit war daher eine Korrelation der
molekularen Proteineigenschaften (u. a. Partikelgrofie) mit den makroskopischen Schaumei-
genschaften, um das Wissen zur Bildung und zum Zerfall milchproteinstabilisierter Schdume
Zu erweitern.

Nachdem der pH-Wert einen entscheidenden Einfluss auf das Ausmal} an inter- und/oder
intramolekularen strukturellen Modifikationen wiahrend der Erhitzung nimmt, wurde B-Lacto-
globulin bei verschiedenen pH-Werten (pH 6,8 und pH 8,0) denaturiert. Aus der Literatur ist
bekannt, dass es bei B-Lactoglobulin in Abhédngigkeit des pH-Wertes zu einer reversiblen
Oligomerisierung tiber nicht-kovalente Wechselwirkungen kommt (T = 20 °C). Beim physio-
logischen pH-Wert der Milch (pH 6,8) liegen die Molekiile beispielsweise hauptséchlich als
Dimere vor. Unterhalb von pH 3 sowie oberhalb von pH 7.5 iiberwiegt hingegen die mono-
mere Form. Ausgehend vom physiologischen pH-Wert der Milch kommt es wihrend einer
thermischen Behandlung bei Temperaturen zwischen 40 °C und 50 °C zundchst zu einer
Dissoziation der Dimere. Eine zunehmende Temperaturerh6hung resultiert in einer Auffal-
tung der nativen Proteinstruktur, wodurch zuvor im Inneren der globulédren Struktur versteckte
hydrophobe Bereiche sowie die freie Thiolgruppe freigelegt werden. Durch einen weiteren
Temperaturanstieg wird die irreversible Aggregation der reaktiven Molekiile vor allem iiber
hydrophobe Wechselwirkungen sowie Thiol-Austauschreaktionen induziert [Bauer et al.,
2000; Schokker et al., 2000; Tolkach & Kulozik, 2007].

Tab. 1: Erzielte Denaturierungsgrade (DG) Fiir die Versuche in dieser Arbeit wurde B-Lactoglo-
DG [%] bulin als 1 %ige Losung fiir 90 min auf eine Tempe-
Denaturiert, pH 6,8 93 ratur von 80 °C erhitzt. Die erzielten Denaturie-

Denaturiert, pH 8,0 82 rungsgrade (DG) wurden mittels Hochleistungsfliis-
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sigkeitschromatographie (RP-HPLC) bestimmt und sind in Tab. 1 dargestellt. Hierbei zeigte
sich, dass die bei pH 6,8 denaturierte Probe im Vergleich zu pH 8,0 einen hoheren DG er-
reichte. Allgemein verblieb ein gewisser Restanteil an nativem Protein (7 % bei pH 6,8 bzw.
18 % bei pH 8,0). Durch die verschiedenen pH-Werte der Lésungen sollten gezielt Denaturate
unterschiedlicher Grofe gebildet werden. Dass es wihrend des zweiten, irreversiblen Reakti-
onsschrittes der Erhitzung in Abhédngigkeit der Milieubedingungen zur Bildung unterschiedli-
cher Aggregate kam, zeigen die Resultate der PartikelgroBenmessung. Die gebildeten Aggre-
gate wurden mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) hinsichtlich ihrer PartikelgroBe im
Vergleich zur nativen Ausgangsprobe (pH 6,8) charakterisiert. Hierfiir wurden die Proben mit
enthirtetem Wasser auf eine Proteinkonzentration von 0,1 % verdiinnt und sowohl die Visko-
sitdt (1,01 mPa s) als auch der Brechungsindex (1,333) bei den Messungen beriicksichtigt. Die
Ergebnisse hierzu sind in Abb. 1 dargestellt.

Der mittlere Durchmesser des nativen B-Lactoglobulins (dimere Form) lag bei etwa 3,7 nm.
Durch die thermische Denaturierung bei diesem pH-Wert wurden Aggregate mit einer Grofe
von ca. 46 nm gebildet. Im Vergleich dazu resultierte die Erhitzung auf 80 °C fiir 90 min bei
einem pH Wert von 8,0 in Partikeln deren Durchmesser in einer vergleichbaren Grofenord-
nung wie das native B-Lactoglobulin lagen (3,2 nm). Zuriickgefiihrt wurden diese Beobach-
tungen darauf, dass bei pH 8,0 aufgrund der negativeren Nettoladung der Proteinmolekiile
(IEP = pH 5,2) eine stirkere elektrostatische AbstoBung auftrat und dadurch kleinere Denatu-
rate, sog. ,,nicht-native Monomere* gebildet wurden. Croguennec et al. (2003) erkldrten die
ausbleibende Aggregation im leicht alkalischen Milieu zudem mit der hohen Reaktivitét der
freien Thiolgruppe in diesem Bereich, welche bei pH 8,0 deprotoniert vorliegt. Daraus resul-
tierend kommt es zu intramolekularen Thiol-Austauschreaktionen sowie einer Umstrukturie-

rung des Proteins, jedoch nicht zu einer Aggre-

30 gation mit anderen Molekiilen.

Basierend auf den Ergebnissen zur Partikelgro-
25 Benverteilung wurden die Schaumbildung und
der Schaumzerfall, der bei pH 6,8 bzw. pH 8,0
20 1 denaturiert gebildeten Denaturate im Vergleich zur nativen
nativ PH 68 Ausgangslosung untersucht. Hierflir wurden
15 4 pH 6,8 0,1 %ige Losungen der hergestellten Aggregate
verwendet, um den Einfluss der Viskositit
sowie des Restanteils an nativem Protein (7 %
bzw. 18 %) vernachldssigen zu konnen. Dies
lasst sich damit rechtfertigen, dass Losungen
mit einem B-Lactoglobulingehalt < 0,05 %
0 ) (natives Protein) nicht schaumen. Der pH-Wert
o1 1 10 100 1000 der Losungen betrug 6,8 und die Versuche

Partikeldurchmesser [nm] wurden bei einer Temperatur von 20 °C durch-
gefiihrt.

q; (x) [nm']

10 A

Abb. 1: Einfluss der thermischen Denaturierung
auf die Partikelgrofe
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ADD. 3: Einfluss der thermischen Denaturierung auf

die Schaumstabilitét

Wie aus Abb. 2 hervorgeht, wurden fiir die Schdumbarkeit der untersuchten Proben Werte
zwischen 95 % und 105 % erreicht. Die Schdumbarkeit beschreibt das allgemeine Schaumbil-
dungsvermdgen einer Losung und ist ein Mal fiir die Volumenzunahme wéhrend des Gasein-
trags. Eine Korrelation der Schdumbarkeit mit der PartikelgroBe des B-Lactoglobulins ergab
einen klaren Zusammenhang und zeigte, dass mit zunehmender PartikelgroBe ein geringeres

Schaumvolumen aus einem definierten
Volumen an Ausgangslosung gebildet
wurde (Abb. 4).

Daraus folgt, dass die Grofe der Partikel
die Diffusion und Adsorption der Prote-
ine zur bzw. an die Luft/Wasser-
Grenzfliche in diesem Bereich beein-
flusst. Allerdings waren die Unterschie-
de nicht so stark ausgeprigt wie erwar-
tet. Die ldsst den Schluss zu, dass weite-
re Molekiileigenschaften (z. B. Oberfla-
chenladung und  Oberfldchenhydro-
phobizitit) ebenfalls eine wichtige Rolle
bei der Grenzflichenbesetzung spielen.
Hinsichtlich der Schaumstabilitét konnte
ebenfalls eine Abhédngigkeit von der
Partikelgrofe ermittelt werden (Abb. 4).
Wie in Abb. 3 dargestellt ist, lag die
Stabilitdit der nativen sowie der bei
pH 8,0 denaturierten Proben (Partikel-
durchmesser: 3,7 nm bzw. 3,2 nm) bei

etwa 75 %. Im Vergleich dazu war die Schaumstabilitit des bei pH 6,8 denaturierten B-Lacto-
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ADD. 4: Korrelation von Partikelgrofie und Schaum
eigenschaften

Schaumstabilitit [%o]

globulins (PartikelgroBe: 46 nm) signifikant geringer und erreichte einen Wert von 62 %.
Zuriickfiihren lésst sich dieser Trend auf die bei kleineren MolekiilgroBen hohere Belegungs-
dichte an der Luft/Wasser-Grenzfldche, was in hoheren Schaumstabilititen resultiert. Zusam-
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menfassend ldsst sich festhalten, dass durch die Wahl der Milieubedingungen (z. B. pH-Wert,
Ionenstdrke) bei der thermischen Behandlung gezielt Denaturate unterschiedlicher Grofe
erzeugt werden konnen, deren Schiumungseigenschaften sich von der nativen Vergleichspro-
be teilweise signifikant unterscheiden.
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Thermische Stabilitit von bovinen Immunglobulinen in Milch
Thermal stability of bovine immunoglobulins in milk
Hans-Jiirgen Heidebrecht, Felix Hermann Wagmiiller

Der Einsatz von bovinen Immunglobulinen aus Milch ist eine mogliche Behandlungsmethode
fiir verschiedene Humankrankheiten. Damit kann eine Alternative gegeniiber teuren und
teilweise unwirksamen Therapien mit Antibiotika geschaffen werden (Mehra et al. 2006). Um
Ig-reiche Produkte fiir humanmedizinische Zwecke nutzen zu konnen, sind verschiedene
Prozessschritte notwendig. Dabei wird die Stabilitdt der Ig insbesondere durch hohe Tempera-
turen negativ beeinflusst. Bisherige Studien haben nur einzelne Temperatur/Zeitkombina-
tionen untersucht und weisen gro3e Unterschiede auf. Eine systematische Untersuchung einer
moglichst geringfligigen Denaturierung von bovinen Immunglobulinen in Milch bei gleich-
zeitig ausreichender mikrobiologischer Stabilitét existiert bisher nicht. Ziel war es daher, die
Denaturierung der majoren Immunglobulinklasse IgG kinetisch zu beschreiben, um so Erhit-
zungsprozesse berechnen und optimieren zu konnen.

Dafiir wurde Milch im Bereich von 70 — 80 °C fiir unterschiedliche Zeiten im Wasserbad
erhitzt und der Einfluss auf IgG mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
bestimmt. Abb. 1 a) zeigt die Restaktivitdt von IgG als Funktion der Zeit bei verschiedenen
Temperaturen. Es geht hervor, dass die Denaturierung von IgG mit steigender Temperatur
und Zeit zunimmt. Beispielsweise betrdgt die Denaturierung bei 70 °C nach 900 s 60 %,
wiéhrend eine dhnliche Denaturierung von 62 % bei 78 °C bereits nach 90 s eintritt. Fiir die
Berechnung der Linien Gleichen Effektes werden die Daten im ersten Schritt gemifl dem
Geschwindigkeitsgesetz nach Gleichung 1 aufgetragen und die Reaktionsordnung (n) ermit-
telt. Abb. 1 b) zeigt die Auftragung entsprechend GI 2 (integrierte Form von Gl 1 fiir n# 1)
firn=1,5.
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ADb. 1: Thermisch bedingter Verlust von IgG gemiB der Reaktionsordnung 0 (a) und 1,5 (b)

Bei dieser Auftragung sind die Werte fiir den Korrelationskoeffizienten R? > 0,97 (mit Aus-
nahme von 70 °C), so dass sich ein linearer Verlauf ergibt. Die Schlussfolgerung daraus ist,
dass die Denaturierung von IgG der Reaktionsordnung 1,5 folgt. Aus den Steigungen der
Ausgleichsgeraden werden nach Gl. 2 die temperaturabhéngigen Geschwindigkeitskonstanten
kg berechnet. Durch die logarithmische Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten als Funk-
tion der reziproken absoluten Temperatur (T) kdnnen im zweiten Schritt entsprechend der
Arrhenius Beziehung nach Gl. 3 die Aktivierungsenergie (E,) und die Geschwindigkeits-
konstante (ko) aus der Steigung bzw. dem y-Achsenabschnitt ermittelt werden.

E 3
ool

Fiir die Aktivierungsenergie ergibt sich ein Wert von 303 kJ/mol, der innerhalb der Spanne
von 258 — 370 kJ/mol von publizierten Daten liegt (Li-Chan et al. 1995; Mainer et al. 1997).
Fiir ko ergibt sich ein Wert von 9.8E+42 s”'. Durch die Zusammenfiihrung des Geschwindig-
keitsgesetzes und der Arrhenius Beziehung konnen nach Gl. 4 die Linien gleichen Effektes
berechnet werden (Abb. 2).

[ l"(g—é)l_n‘l] p(Ea 1) “

= ll_ (n— 1)031-1k0J| PART
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Jede Linie von Abb. 2 reprisentiert eine Temperatur/ Zeitkombination flir unterschiedliche
Denaturierungsgerade von IgG in Milch. Es ist beispielweise ersichtlich, dass eine Denaturie-
1000 3 =15 rung von 10% bei
70 °C nach 81 s auftritt
1 wihrend derselbe Effekt
100 bei 80 °C in 4 s erreicht
] wird. Bei 72°C und
15s wird IgG 3-5%
denaturiert, so dass es
moglich ist, die IgG-
Fraktion in der Milch
bei minimalen Pasteuri-
sationsbedingungen fast
1% vollstindig zu erhalten.
Allerdings muss be-
0.1 e S e T E e S dacht werden, dass die
L T2 H L L 80 verschiedenen IgG- Re-
Temperature [*C] gionen nicht zur glei-
Abb. 2: Linien gleichen Effektes fiir [gG in Milch chen Zeit auffalten
(Vermeer und Norde,
2000), die so dass biologische Aktivitdt abweichen kann. Insgesamt kdnnen, zusammen mit
der bekannten Inaktivierung von pathogenen Mikroorganismen in Milch, verschiedene Wir-
mebehandlungsverfahren beziiglich ihres Einflusses auf die Verdnderung von IgG beurteilt
werden.

Holding time [s]
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Natrium-Caseinat Hydrogele als Vorstufe iiberkritisch getrockneter Aerogele und deren
Nutzbarkeit als Schutz- und Transportmatrix

Sodium caseinate hydrogels as precursor of supercritically dried aerogels and their applicability as protection
and transportation matrix

Christian Kleemann, Ilka Selmer*, Patrick Loy und Miriam Bosch *(TU Hamburg-Harburg)

Die iiberkritische Trocknung ist ein Verfahren zur Trocknung von unterschiedlichsten Sub-
stanzen, welches die Struktur dieser Produkte in nahezu unveridnderter Form erhilt. Aul3eror-
dentlich gut eignet sich diese Form der Trocknung fiir Gelstrukturen. Besonders hervorzuhe-
ben ist, dass sogenannte Aerogele eine sehr grofie spezifische innere Oberflache im Bereich
von bis zu 1000 m%/g aufweisen. Diese Eigenschaft soll genutzt werden, um ein neues Verfah-
ren zur Mikroverkapselung zu etablieren. Es ist eine groBe Beladungskapazitit zu erwarten,
wenn diese Oberfliche mit sensitiven oder sensorisch storenden Stoffen beladen wird. Im
Bereich der Lebensmittel ist der Einsatz von Protein als Matrixmaterial naheliegend, da diese
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natiirlicher Bestandteil von Lebensmitteln sind. Die grundsitzliche Eignung von Milchprotei-
nen zur Herstellung von Aerogelen konnte bereits durch Betz et al. (2012) gezeigt werden.

Proteingele aus Natrium-Caseinat (NaCas) eignen sich besonders zur Verkapselung hitzesen-
sitiver und pH-sensitiver Stoffe wie probiotischer Mikroorganismen. Die Quervernetzung
wird dabei durch Transglutaminase induziert, deren Wirkoptimum bei sehr milden Milieube-
dingungen (50 °C, pH 7) liegt. Mikrokapseln werden dabei durch Emulgieren der Proteinlé-
sung in Ol und der langsam verlaufenden Gelbildung gewonnen (Heidebach et al., 2009).

Darauf aufbauend soll diese Technologie der Herstellung von Mikrokapseln genutzt werden,
um ein neuartiges Verkapselungssystem auf Basis von NaCas-Aerogelen zu entwickeln.
Vorteilhaft gegeniiber den Hydrogelsystemen ist dabei, dass das Kernmaterial erst im An-
schluss an den Herstellungsprozess in die Kapseln eingebracht wird und dass getrocknete
Mikrokapseln besser und langer gelagert werden kénnen.

Um den Prozess zu etablieren, muss die Eignung der Hydrogele zur Uberfithrung in den
Aerogelzustand iiberpriift werden. Dafiir wurden makroskopische Hydrogelkorper aus NaCas-
Losungen mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen hergestellt und diese auf ihre textu-

2000 4 rellen und rheologischen Eigenschaf-
Rheometer Tex

2500

2000 | -

ture Analyser [ ten untersucht. NaCas-Losungen mit
0/ S S— Sm—— T

variierendem Proteingehalt wurden
mit 10 U/g proein  Transglutaminase
versetzt und in zylindrische Gefafe
(80 x 35 mm) gefiillt, luftdicht ver-
schlossen und zwei Stunden bei
40 °C im Trockenschrank inkubiert.
Die Transglutaminase induziert dabei

G’ [Pa]
N
Verrichtete Arbeit [Nmm]

: : 0 die kovalente Quervernetzung der
10% 125% 15% 10% 125% 15% Aminosduren Glutamin und Lysin
i 0 . . . . .
Proteingenalte %] iiber eine Isopeptidbindung. Dabei

Abb Ruhestruk . i Gelfestiek NaC entsteht ein sehr stabiles irreversibel
. 1: Ruhestrukturstirke un elfestigkeit von NaCas- . .
Hydrogelen mit unterschiedlichen Proteinkonzentra- verkniipftes Proteinnetzwerk. Abb. 1

tionen, gemessen mit Rheometer und Texture Analy- zeigt, dass mit zunehmender Protein-

zer konzentration die Ruhestrukturstirke
der Gele zunimmt. Quantifiziert wurde die Ruhestrukturstirke dabei {iber das Speichermodul
G* [Pa] der Probe bei einer Kreisfrequenz von o = 0,1 rad/s. Vergleichend wurde mit einem
Texture Analyzer die bendtigte Kraft gemessen, um die Probe zu komprimieren. Als Bezugs-
wert dient dabei die verrichtete Arbeit (Abb. 1). Diese verdoppelt sich in etwa, wenn die
Proteinkonzentration um 2,5 % gesteigert wird. Die Erhéhung der Gelstirke bei hoheren
Proteinkonzentrationen ldsst sich durch eine hdhere Konzentration an Glutamin und Lysin als
beteiligte Aminosduren an der Quervernetzungsreaktion erkldren. Die groBere Zahl an Bin-
dungsstellen schafft eine engmaschigere Netzwerkstruktur und resultiert in einer geringeren
Deformierbarkeit. NaCas-Hydrogele lassen daher bei steigender Proteinkonzentration eine
groBere spezifische Oberfliche erwarten, einhergehend mit einer groeren Beladungskapazitit.
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Der tatsiachliche Einfluss der Proteinkonzentration auf die spezifische Oberfliche der Aeroge-
le wurde ausgehend von makroskopischen Hydrogelkugeln (Durchmesser 5 mm) untersucht.
Fiir den Losungsmittelaustausch wurden die Gelkérper entweder direkt in reines Ethanol oder
in eine waéssrige Ethanollosung (EtOH 80 % (w/w)) iiberfithrt. Das Ethanol wurde viermal

erneuert bzw. die Ethanolkonzentrati-

160 | | mmm 10 % NaCas on im zweiten Austauschschritt auf
) == 12,5 % NaCas ] 100 % erhoht und im Folgenden noch
E 140 | dreimal erneuert. Die Gelkugeln
£ wurden dann unter Verwendung von
ES tiberkritischem CO, getrocknet. Die
g 120 spezifische Oberfliche wurde {iber
§ eine BET-Messung bestimmt.

? 00 l - Abb. 2 zeigt die spezifische Oberfli-
o [ | [ | ’ che in m%g sowohl fiir den stufen-
stufenweise, 80 - 100 % direkt, 100 % weisen als auch den direkten Etha-
Losungsmittelaustausch nolaustausch. Der stufenweise Aus-

Abb. 2: Spezifische Oberfliche (BET) von NaCas-Aerogelen tausch zeigt dabei etwa 25 % kleinere
nach stufenweisem bzw. direktem Ethanolaustausch spezifische Oberflichen. Der erwarte-
mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen te Vorteil einer schonenden Verinde-

rung der Struktur durch das Ethanol konnte damit nicht bestétigt werden. Der direkte Etha-

nolaustausch scheint hier die Struktur des Proteinnetzwerkes besser zu stabilisieren. Die
groBere spezifische Oberfliche durch eine hohere Proteinkonzentration ist zwar in der Ten-
denz erkennbar, fillt aber deutlich geringer aus als erwartet. Die Ergebnisse aus den rheologi-
schen und texturellen Untersuchungen der Hydrogele konnen somit nicht direkt in Relation
mit den spezifischen Oberflichen der Aerogele gesetzt werden. Das vermutete engmaschigere

Proteinnetzwerk trigt demnach im Wesentlichen zur mechanischen Stabilitdt der Hydrogele

und nicht zur spezifischen Oberfliche der Aerogele bei. Inwiefern dieses auch zur mechani-

schen Stabilitdt der Aerogele beitragt sollen weiterfiihrende Untersuchungen zeigen.
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Einfluss des Hydrolysegrads auf die emulgierenden Eigenschaften von p-Lactoglobulin
Impact of the degree of hydrolysis on the emulsifying properties of f-lactoglobulin

Elena Leeb, Benjamin Barbu

Beim Einsatz von Protein als Emulgator diffundiert und adsorbiert es wéhrend des Emulgier-
prozesses an die sich ausbildende Grenzfliche der sich nicht mischenden Phasen. Durch die
Anlagerung und partielle Umstrukturierung des Molekiils an der Grenzfliche konnen bei
ausreichender Konzentration des Emulgators stabile Membranen ausgebildet werden. Wichti-
ge Faktoren, die Einfluss auf die grenzflichenaktiven Eigenschaften von Proteinen nehmen
sind die Loslichkeit, Amphiphilie und Flexibilitdt der Molekiile.

Die emulgierenden Eigenschaften von Molkenproteinen kénnen durch eine Hydrolyse verbes-
sert werden. Neben einer Verringerung des Molekulargewichtes und einer Steigerung der
Anzahl ionisierbarer Gruppen werden hydrophobe Gruppen freigelegt. Die so erreichte zu-
satzliche Exposition grenzflachenaktiver Regionen ermdglicht den verbesserten Einsatz dieser
Proteinfragmente als Emulgatoren. Jedoch ist ebenfalls bekannt, dass eine Hydrolyse bis hin
zu sehr hohen Hydrolysegraden negative Effekte auf die Stabilitit der Emulsionen mit sich
bringt. Nachdem ein amphiphiler Charakter der Peptide erforderlich ist, um eine Stabilisie-
rung der Grenzflache zu ermoglichen, sind diese Peptide meist nur Zwischenprodukte der
enzymatischen Hydrolyse und werden im weiteren Verlauf der Hydrolyse in kleinere Peptide
gespalten. Die stetige Verkiirzung der Molekiile vermindert ihre Amphiphilitét und eine damit
verbundene Adsorption an der Grenzfliche.

Ziel der Untersuchungen war es daher, die emulgierenden Eigenschaften des majoren Mol-
kenproteins B-Lactoglobulin (B-LG) in Abhéingigkeit des Hydrolysegrades zu untersuchen.
Dazu wurde B-LG mit der spezifischen Protease Trypsin verdaut und die Hydrolyse zu defi-
nierten Hydrolysegraden von 1 %, 5 % und am maximalen Hydrolysegrad (DHp.x) von etwa
11,2 % abgebrochen. Die native Proteinldsung als auch die unterschiedlichen Hydrolysate
wurden anschlieend auf ihre emulgierenden Eigenschaften in einer O/W-Modellemulsion in
Abhéngigkeit von der eingesetzten Proteinkonzentration untersucht.

Die Fahigkeit von Proteinen Emulsionen zu stabilisieren, wird meist durch deren Fihigkeit,
schnell an Grenzflichen adsorbieren zu konnen, bewertet. Daher bieten die Reduktion der
Grenzflichenspannung als auch die OltropfchengroBe der Emulsionen geeignete Beurtei-
lungskriterien der Emulgiereigenschaften. Emulsionen sind umso stabiler, je niedriger die
Grenzflichenspannung und je kleiner die sich bildenden Oltrépfchen sind.

In Abb. 1 sind die mittleren OltrépfchengroBen in Abhingigkeit von der eingesetzten Emul-
gatorkonzentration und dem Hydrolysegrad dargestellt. Beim Einsatz des nativen B-LG sind
konzentrationsabhingige Unterschiede in der PartikelgroBe der Oltrdpfchen nachweisbar,
wobei mit einer Erhdhung der Proteinkonzentartion von 0,25 % auf 2,5 % eine Verringerung
der Partikelgrofe von 2,3 um auf 1,3 pm ermittelt wird. Wird nun das Molkenprotein durch
den Einsatz des Enzyms Trypsin hydrolysiert, ergeben sich je nach Hydrolysegrad und einge-
setzter Emulgatorkonzentration unterschiedliche Effekte. Dabei konnten fiir niedrige Hydro-
lysegrade von 1 und 5 % und niedrige Emulgatorkonzentrationen von 0,25 % und 1,0 %
verringerte Tropfchengrofen von etwa 1 pm erreicht werden. Der positive Effekt der enzyma-
tischen Hydrolyse auf die emulgierenden Eigenschaften ist auf eine Verringerung des Mole-
kulargewichts und einer damit schnelleren Diffusion der Peptide an die Grenzflache sowie
einer Steigerung der grenzflachenaktiven Gruppen zu erkldren. Die damit einhergehende
schnellere und verstirkte Absenkung der Grenzflachenspannung (sieche Abbildung 2) fiihrt zur
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Bildung kleinerer Tropfchen. Wird jedoch eine Hydrolyse des Proteins bis zum DH,,x durch-
gefiihrt ist bei einer niedrigen Emulgatorkonzentration von 0,25 % keine Verringerung der
TropfchengroBle feststellbar. Der Abbau des Proteins zu kurzkettigen Peptiden fithrt zwar
ebenfalls zu einer Absenkung der Grenzflachenspannung, wie aus Abbildung 2 ersichtlich ist.
Eine ausreichende Stabilisierung der Grenzfliche wird hingegen nicht erreicht. Erst durch
eine Erh6hung der Peptidkonzentration auf 1,0 % sind die kurzkettigen Peptide in der Lage,
einen stabilen Grenzflachenfilm auszubilden und es sind mittlere Tropfchengrofen von 1 pm
realisierbar. Eine weitere Erhohung der Peptidkonzentration auf 2,5 % fiihrt zu einer Erho-
hung der TropfchengréfBen auf 1,5 um. Auch bei geringeren Hydrolysegraden konnte eine
Erhohung der TropfchengroBen bei einer Emulgatorkonzentration von 2,5 % ermittelt werden,
jedoch in geringerem MaB. Dieser negative Effekt konnte durch die Bestimmung der Aggre-
gationsfaktoren auf Peptidinteraktionen und einer damit verbundenen Flokkulation der Topf-
chen zuriickgefiihrt werden.
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Abb.1: Mittlere Tropfchengrofen der mittels unter- Abb. 2: Dynamische Grenzflichenspannung des nativen

schiedlich hydrolysiertem B-LG stabilisierten und unterschiedlichen Hydrolysegraden hydro-
Emulsionen, in Abhéngigkeit der eingesetzten lysiertem B-LG bei einer Emulgatorkonzentra-
Proteinkonzentration tion von 0,25 %

Verwendete Abkiirzungen: DH = Hydrolysegrad, DH,,,x = maximaler Hydrolysegrad

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass eine enzymatische Hydrolyse des Mol-
kenproteins zu einer Steigerung seiner emulgierenden Eigenschaften genutzt werden kann.
Durch die Bildung grenzflachenaktiver Peptide wird eine schnellere Besetzung und Stabilisie-
rung der Grenzfliche ermdglicht, so dass notwendige Proteinkonzentrationen zur Stabilisie-
rung der Emulsionen deutlich reduziert werden kdnnen.

Wird jedoch eine Total-Hydrolyse des Molekiils durchgefiihrt, sind die gebildeten Spaltpro-
dukte zu klein und es ist kein ausreichend amphiphiler Charakter vorhanden, um eine Adsorp-
tion an der Grenzflache zu erméglichen.

Dank: Das IGF-Vorhaben AiF 16541 N der Forschungsvereinigung Forschungskreis der Erndhrungsindustrie
e.V. (FEI), Godesberger Allee 142-148, 53175 Bonn, wurde iiber die AiF im Rahmen des Programms zur
Forderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Energie
aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.
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Einfluss von Prozessbedingungen bei der Extrusion auf die Mikropartikulation von

Molkenproteinen
Influence process parameters during extrusion on particle size of whey protein microparticulates

Magdalena Wolz

Strukturbildende Eigenschaften konnen bei Molkenproteinen durch gezielte Partikelbildung
mittels thermisch-mechanischer Behandlung erreicht werden. Ziel dabei ist es, aus sensori-
schen Griinden (Mehligkeit/Sandigkeit), Mikropartikulate im GroBenbereich zwischen 0,5
und 10 pm durch Aggregation der Molkenproteine zu erzeugen.

Die GroBe und Struktur der erzeugten Aggregate und damit deren funktionelle Eigenschaften
héngen stark von den gewéhlten Prozessbedingungen ab. Die Proteinkonzentration bestimmt
wesentlich die Denaturierungskinetik der Molkenproteine. Auch die Erhitzungstemperatur
beeinflusst entscheidend die Geschwindigkeit der Denaturierungsreaktion. Sie bestimmt in
Kombination mit der HeiBhaltezeit den Grad der Denaturierung bzw. der Aggregation. Die
Hohe der Scherbelastung wéhrend des Prozesses wird dagegen mafigeblich fiir die Limitie-
rung der Aggregatgrofe verantwortlich gemacht.

Im Extruder besteht die Moglichkeit zur Gestaltung eines kombinierten Erhitzungs- und
Scherprozesses mit groflerer Bandbreit der Prozessbedingungen im Vergleich zu bisher einge-
setzten Verfahren mit einem Schabewérmetauscher (SSHE).

Die Mikropartikulierung wurde in einem gleichsinnig drehenden Doppelschneckenextruder
ZSK 25 (Coperion, Stuttgart) mit ineinandergreifenden Schnecken durchgefiihrt. Als Aus-
gangsstoff wurde ein Molkenproteinkonzentrat mit einer Proteinkonzentration von 80 %
verwendet.

Der Einfluss von Tempera-
tur und Drehzahl auf die
maximale Partikelgrofe
(dgo3) fiir eine Proteinkon-
zentration von 20 % ist in
Abb. 1  dargestellt. Der
Kennwert dgo; ist eine
wichtige GroBe zur Beurtei-
lung des Extrusionsergeb-
nisses bei der Mikroparti-
kulierung, da diese die
grofiten  gebildeten Mol-
kenproteinaggregate  be-
schreibt. Werden die Ag-
gregate zu grofl (> 20 um),
kann dies zu einem senso-
risch stérenden Mundge-
fiihl beim Finsatz in Le-
bensmitteln fithren.

Abb. 1: Einfluss von Extrusionstemperatur und Extruderdrehzahl auf die
maximale Aggregatgrofie (dgg3) fiir eine Proteinkonzentration von
20 % (w/w)
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In Abb. 1 ist zu erkennen, dass bei sehr hohen Temperaturen und im Bereich niedriger Dreh-
zahlen die Partikel am grofiten sind. Im Temperaturbereich zwischen 110 bis 130 °C werden
bei dem verwendeten Extrusionsprozess dagegen die kleinsten Aggregate gebildet. Dieser
Temperaturbereich kann dabei je nach Proteinkonzentration und damit verbundenen unter-
schiedlichen Denaturierungskinetiken bei anderen Temperaturen liegen. Der Effekt der Dreh-
zahl auf die Aggregatgrofie wird dabei von der Temperatur nicht beeinflusst, jedoch liegt das
Niveau der PartikelgroBen bei hoheren Temperaturen (> 130 °C) insgesamt hoher.

200 Der Einfluss der Schnecken-
drehzahl auf die KenngroBen
der  PartikelgroBenverteilung,

~1sp {02 dio, dso3 und doos ist in Abb. 2
i dargestellt.

% - Mit steigender Drehzahl ist eine
2 exponentielle Abnahme der
% PartikelgrofBe festzustellen. Dies
o

50 ist auf die mit steigender Dreh-
zahl zunehmenden Scherkrifte
zuriick zu fithren. Diese sorgen
fir eine Zerkleinerung der
Aggregate und damit zu einer

Drehzahl [rpm] Verkleinerung der resultieren-
Abb. 2: Einfluss der Drehzahl auf die PartikelgroBe bei einer Extru-  dep PartikelgroBenverteilung.
sionstemperatur von 110°C und einer Proteinkonzentration
von 20 %

Mittels der Extrusion kdnnen also Mikropartikulate im angestrebten GroBenbereich durch
Variation der Prozessparameter hergestellt werden. Dabei ist es moglich, die GroBie der Mik-
ropartikulate durch die Schneckendrehzahl zu steuern. Es gelingt offenbar mit dem Extrusi-
onsprozess ohne groBe Anstrengung, die AggregatgroBe auf die angestrebte Obergrenze von
10 um zu begrenzen. Im Schabewérmetauscher gelingt dies nicht ohne weiteres, nur im Tem-
peraturbereich von 80 — 90 °C bei entsprechend langer Verweilzeit konnte Spiegel (1999)
zeigen, dass im SSHE Aggregate mit einem Durchmesser < 20 pm erhalten werden.

d50,3

dio3

0 Y ¥
0 200 400 600 800 1000
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Forschungsgebiet Membran- und Chromatographie-Trenntechnik
Workgroup Membrane and Chromatography Separation Techniques

Einfluss der Eiklarvorbehandlung auf die Lysozymfraktionierung mittels tangential
iiberstromter Membran-Adsorptions-Chromatographie im Pilotmafistab

Influence of egg white pre-treatment on the lysozyme fractionation by means of tangential flow membrane
adsorption chromatography in pilot plant scale

Janina Brand, Ralf Berlehner

Das Enzym Lysozym wird aufgrund seiner antimikrobiellen Wirkung in der Lebensmittelin-
dustrie als Konservierungsstoff oder zur Vermeidung der Spétblahung bei der Késeherstellung
eingesetzt. Als Hauptquelle zur kommerziellen Gewinnung von Lysozym dient Hiihnereiklar.
Lysozym weist im Vergleich zu den anderen Eiklarproteinen einen sehr hohen isoelektrischen
Punkt (10,7) auf, weshalb die Ionenaustauschchromatographie (IEX) fiir dessen Isolierung
verwendet werden kann.

Voraussetzung flir die Verwendung von klassischen Chromatographiesystemen ist eine vor-
hergehende Filtration des Substrates. Da Eiklar nicht filtrierbar ist, wurde zur Fraktionierung
ein spezielles lonenaustauschsystem eingesetzt, das ohne Vorfiltration mit Eiklar beaufschlagt
werden kann. Dies wird durch den tangential iiberstromten Membranadsorber der Firma
Sartorius ermdglicht (Abb. 1). Bei diesem Modul ist eine Membran der Tréger von lonenaus-
tauschgruppen. Zwi-

convective flow schen den 200 um di-

1 1 target molecules  petween layers cken Membranschichten
! \\“ * ' befindet sich ein 250 um

/ breites Spacernetz, wo-

[ durch ein definierter
=, Stromungskanal ent-
|, G steht. Da das System

diffusion durch  diese  offene

in pores Konstruktion nur einen
sehr geringen Gegen-
druck erzeugt, ist es
membrane _ spacer moglich, mit unfiltrier-

' ten Medien zu arbeiten.

Zusatzlich konnen 10-

Abb. 1: Aufbau des tangential iiberstromten Membranadsorbers Sartobind® 30fach h.Ohere Fh.lssra_
direct capture (modifiziert nach Sartorius) ten als bei konventionel-
len IEX-Systemen ver-

wendet werden. Jedoch ist noch unklar, ob die hohe Viskositdt des Eiklars den Fraktionie-
rungsprozess behindert. Brand et al. (2014) zeigten auf, dass es moglich ist mittels eines
Hochdruckhomogenisators die Viskositét von Eiklar signifikant zu verringern.

particles=”

Daher war es das Ziel dieser Arbeit, die Lysozym-Bindung in Abhéngigkeit der Eiklar-Vor-
behandlung zu untersuchen. Hierfiir wurde der Beladungsprozess von unbehandeltem Eiklar
mit dem von homogenisiertem und verdiinntem (im Verhéltnis 1:2 mit 75 mM NaCl) Eiklar
verglichen. Der in dieser Arbeit verwendete Membranadsorber "Sartobind® direct capture’
hat ein Volumen von 250 mL und eine aktive Fliche von 9000 cm®. Die Beladung erfolgte im
Rezirkulationsmodus.
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In Abb. 2 wird deutlich, dass die Lysozym-Bindung beim vorbehandelten Eiklar deutlich
effektiver ist als beim unbehandelten Eiklar. Brand et al. (2014) zeigten auf, dass Lysozym
durch den Homogenisierungsprozess freigesetzt wird, wodurch es fiir die Fraktionierung zur
Verfiigung steht. Da fiir die Liganden-Bindung in den Membranporen eine Diffusion der
Proteine in das Innere der Poren stattfinden muss (s. Abb. 1), kann die schlechtere Bindung
des unbehandelten Eiklars durch die héhere Viskositédt (~70 mPas) im Vergleich zum homo-
genisierten und verdiinnten Eiklar (2,5 mPas) erklart werden. Die Viskositdt (1) ist eine maf-
gebliche GroBe des Diffusionskoeffizienten (s. GI. 1).

_ keT 1 (1)
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Abb. 2: Vergleich der Lysozymabreicherung eines homogenisierten und verdiinnten Eiklars mit der eines
nicht homogenisierten und nicht verdiinnten Eiklars

Zusitzlich ergab sich bei unbehandeltem Eiklar ein vergleichsweise hoher Gegendruck von
2 bar (vs. 0,2 bar).

Es kann gefolgert werden, dass der tangential {iberstromte Membranadsorber ein gutes Kon-
zept flir die Trennung von Eiklar darstellt. Durch den Fluss {iber die Membranschichten ist es
moglich, ohne eine Vorfiltration sowie mit hohen Viskosititen zu arbeiten.

Literatur:
Brand, J, Pichler, M, Kulozik, U (2014): Enabling egg white protein fractionation processes by pre-treatment
with high-pressure homogenization, ] Food Engineering, 132, 48-54.
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Nutzung der Vorerhitzung zur gezielten Steigerung der Hitzestabilitit von Magermilch-
konzentrat unterschiedlicher Trockenmasse
Utilization of preheat treatment to increase heat stability of concentrated milk of various total solids content

Joseph Dumpler, Laura Helgert

Die Erhitzung von Milch und Milchprodukten wird meist zur Inaktivierung von Verderbniser-
regern oder potentiell pathogenen Mikroorganismen sowie von milcheigenen oder bakteriel-
len Enzymen verwendet, um die Haltbarkeit von Milchprodukten zu verldngern. Die reakti-
onskineische Beschreibung dieser notwendigen mikrobiologischen und enzymatischen Inakti-
vierungseffekte als eine Funktion der Erhitzungstemperatur und —zeit ermoglicht es, gleich-
zeitig ablaufende chemische Effekte sowie sensorische Verdnderungen zu minimieren.

Bei Magermilchkonzentraten kommt neben chemischen Verdnderungen ein weiterer Faktor
negativer Produktverinderungen hinzu, der bei unkonzentrierter Milch nahezu keine Rolle
spielt. Durch den hohen Gehalt an Milchproteinen und Milchsalzen kommt es zur hitzeindu-
zierten Aggregation der Caseine (Hinrichs, 2000). Diese wihrend der Erhitzung gebildeten
groflen Proteinpartikel sind sensorisch wahrnehmbar und sedimentieren im Verlauf der Lage-
rung.

Um die Ursache fiir diese unerwiinschte Produktverdnderung zu verstehen, wurden zahlreiche
Versuche zur Anreicherung und Abreicherung von Milchinhaltsstoffen und deren Einfluss auf
die Hitzestabilitdt durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Caseinmicelle unter
Erhitzung teilweise dissoziiert und tliber 16sliche zweiwertige Ionen, vor allem Calcium, ag-
gregiert (Tessier & Rose, 1961). Im LabormafBstab konnte fiir Konzentrate unterschiedlicher
Trockenmasse gezeigt werden, dass sich die hitzeinduzierte Aggregation der Caseinmicellen
unter dem Einfluss steigender Calcium- und Proteinkonzentrationen reaktionskinetisch be-
schreiben ldsst.

Die gefundenen Temperatur-Zeit-
Kombinationen im Labormafstab
— | in Abb. 1 besitzen allerdings ein-
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Abb. 1: Korrelation zwischen erreichter Erhitzungstemperatur und  der Trockenmasse immer weiter
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abnimmt. Dadurch sinkt auch der
mogliche Entkeimungseffekt und
damit die erreichbare Haltbarkeit der Konzentrate ohne weitere Mafinahmen der Entkeimung
der Magermilch vor der Konzentrierung und Erhitzung der Konzentrate. Durch die Ubertra-
gung der Ergebnisse des Labormalstabes in den TechnikumsmaBstab kénnen Temperatur-
Zeit-Kombinationen fiir die Erhitzung von Konzentraten im industriellen Mafistab definiert
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werden, die eine deutlich verlédngerte Haltbarkeit bei gleichzeitig maximaler Trockenmasse im
Vergleich zu den bisher marktiiblichen pasteurisierten Konzentraten zulassen.

Eine bereits aus der Herstellung von steriler Kondensmilch zur Erhéhung der Hitzestabilitét
bekannte Maflnahme ist die Vorerhitzung, die zudem zu einer deutlichen Reduktion der Aus-
gangskeimzahl der Milch bis hin zur Sterilisation der Milch fiihren kann (Bell & Webb, 1943;
Webb & Bell, 1943; Webb et al., 1943; Deysher et al., 1929). Diese Vorerhitzung der unkon-
zentrierten Milch, bei der keine hitzeinduzierte Aggregation durch zu starke Erhitzung zu
erwarten ist, kann auf die maximale Hitzestabilitdt des daraus hergestellten Konzentrates
angepasst werden. Abb. 2 zeigt die Hitzestabilitit unterschiedlich vorerhitzter Milch. Die
Ergebnisse der Hitzestabilitétstest zeigen, dass die Hitzestabilitdt der nicht vorerhitzten Kon-
trollprobe erwartungsgemafl mit steigender Trockenmasse sinkt. Durch eine gezielte Vorer-
hitzung lésst sich die Hitzestabilitét der Konzentrate, auch bei hoherer Trockenmasse deutlich
steigern. Es besteht jedoch keine (bisher bekannte) Korrelation zwischen der Hitzeintensitét
und der Hitzestabilitdt. Vorerhitzungen von 125°C/200 s wie sie fiir Kondensmilch angewandt
werden, zeigen bei hoheren Trockenmassen keinen stabilisierenden Effekt.
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Abb. 2: Hitzestabilitidt von Magermilchkonzentraten, hergestellt aus unterschiedlich vorerhitzter Magermilch
durch Konzentrierung mittels Umkehrosmose

Die hochste Hitzestabilitéit fiir Konzentrate lie sich durch eine zur Herstellung indirekt er-
hitzter haltbarer Trinkmilch verwendete Sterilisation bei 135 °C mit Vorheihaltung bei 95 °C
erzielen. Durch diese Art der Vorerhitzung konnte die Hitzestabilitit der Konzentrate soweit
gesteigert werden, dass bei gleicher Temperatur-Zeit-Kombination Konzentrate mit 7% hohe-
rer Trockenmasse erhitzt werden konnen.

Durch die vorgezogene Sterilisation kann eine Inaktivierung thermophiler Sporenbildner in
der Magermilch erreicht werden, die in Konzentraten aufgrund der verschlechterten Inaktivie-
rung durch einen verringerten Wassergehalt deutlich hohere thermische Belastung bedeuten
wiirde. Zum derzeitigen Stand der Umkehrosemose-Technik ist jedoch ein rekontaminations-
freies Konzentrieren nicht moglich. Durch die vorangegangene Sterilisation der Magermilch
kann aber die zweite Erhitzung zur Widerherstellung der Sterilitdt deutlich milder ausfalle.
Durch Erhéhung der Hitzestabilitdt durch die Vorerhitzung kdnnen um bis zu 7% hdhere
Trockenmassen hitzebehandelt werden, wobei die Rekontamination des Konzentrates bei der
Konzentrierung mittels Umkehrosmose die Intensitét der zweiten Erhitzung zur Haltbarma-
chung definiert. Je hoher die Temperatur-Zeit-Kombination der Erhitzung des Konzentrates
sein muss, desto niedriger ist die maximal mogliche Trockenmasse des haltbaren Mager-
milchkonzentrates.



92 ZIEL — Abteilung Technologie

Unter Kiihllagerung ist eine kommerzielle Sterilitdt der Konzentrate nicht erforderlich, sodass
die Intensitdt der zweiten Erhitzung noch geringer ausfallen kann. So lésst sich bei Konzentra-
ten bis zu 34% Trockenmasse eine Haltbarkeit von bis zu 7 Wochen erzielen.

Weitere Lagerversuche mit den mittels dieser Verfahrenskombination hergestellten sterilen
Konzentraten werden zeigen, mit welcher Trockenmasse eine Lagerdauer von bis zu drei
Monaten bei Raumtemperatur moglich ist. Inwiefern die Konzentrate Milchpulver nicht nur
aus Sicht der Ressourceneffizienz und Weiterverarbeitung iiberlegen sind, sondern sich auch
in die Wertschopfungskette der Molkereien integrieren lassen, werden wirtschaftliche Be-
trachtungen zeigen, die am Lehrstuhl fiir Sully Chain Planning (TUM) von Prof. Martin
Grunow durchgefiihrt werden.

Literatur:

Bell, RW, Webb, BH (1943): Relationships between High Temperature Forewarming and the Color and Heat
Stability of Evaporated Milks of Different Solids Content, J Dairy Sci, 26 (7), 579-585

Deysher, E F, Webb, BH, Holm, GE (1929): The Relations of Temperature and Time of Forewarming of Milk to
the Heat Stability of its Evaporated Product, J Dairy Sci, 12 (1), 80-89

Hinrichs, J (2000): UHT processed milk concentrates, Le Lait, 80 (1), 15-23

Tessier, H, Rose D (1961): Heat Stability of Casein in the Presence of Calcium and Other Salts, J Dairy Sci, 44
(7), 1238-1246

Webb, BH; Bell, RW (1943): The Effect of High-Temperature-Short-Time Heating of Concentrated Milk Upon
its Heat Stability, J Dairy Sci, 26 (12), 1071-1077

Webb, BH, Bell, RW, Deysher, EF, Holm, GE (1943): The Effect of Various Degrees of Forewarming upon the
Heat Stability of Milks of Different Solids Concentrations, J Dairy Sci, 26 (7), 571-578

Dank: Die Férderung des Vorhabens erfolgt aus Mitteln des Bundesministeriums fiir Emahrung und Landwirt-
schaft (BMEL) aufgrund eines Beschlusses des deutschen Bundestages. Die Projekttrégerschaft erfolgt tiber die
Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) im Rahmen des Programms zur Innovationsforderung.

Trennung und Funktionalisierung der Eigelbhauptfraktionen Granula und Plasma
Separation and functionalisation of egg yolk main fractions granula and plasma

Oliver Gmach

Die zentrifugale Trennung von Eigelb in seine Hauptfraktionen Granula und Plasma ist be-
reits ein gut untersuchtes Verfahren. Ebenso ist schon viel {iber das technofunktionelle Poten-
tial der beiden Einzelfraktionen bekannt. In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass Granula
und Plasma getrennt als Emulgatoren eingesetzt werden konnen und dabei unterschiedliche
emulgierende Eigenschaften zeigen, wodurch sie gezielt in einem breiten Anwendungsbereich
eingesetzt werden konnen (Strixner, 2014; Strixner & Kulozik, 2012; Daimer, 2010; Guilmi-
neau & Kulozik, 2006). Dies ist auf die unterschiedlichen Bestandteile zuriickzufiihren. Die
Plasmafraktion besteht zum Grofiteil aus low-density-Lipoproteinen (LDL), die Granulafrak-
tion aus high-density-Lipoproteinen, Phosvitin und einem kleinen Anteil LDL. Die Gra-
nulabestandteile bilden eine komplexe micellare Struktur aus, die durch Calciumphosphatbrii-
cken stabilisiert wird. Auf diesen Erkenntnissen aufbauend wird in der Weiterfiihrung des
Projekts untersucht, wie sich eine weitere Prozessierung der Fraktionen auf die technofunkti-
onellen Eigenschaften wie Proteinldslichkeit, PartikelgroBenverteilung, Grenzflachenaktivitét
und Strukturbildung auswirkt. Dazu werden die Auswirkungen von unterschiedlichen Milieu-
bedingungen und pH-Werten, der enzymatischen Behandlung mit Phospholipase A2 (PLA»)
und einer Temperaturbehandlung auf die emulgierenden Eigenschaften untersucht. In diesem
Bereich wurde bereits gezeigt, dass das Ionenmilieu einen grofen Einfluss auf die emulgie-
renden Eigenschaften hat, da sie die Struktur der Granulafraktion mafigeblich beeinflusst.
Auch wurde gezeigt, dass die enzymatische Behandlung des Eigelbs und seiner Einzelfraktio-
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nen zu einer erhohten Hitzestabilitdt fithrt. Dies ist von Nutzen, da Eigelb hitzebehandelt
werden muss um ein mikrobiologisch sicheres Produkt zu gewdhrleisten. Durch den Einsatz
von PLA; kénnen dazu neue Temperatur-Zeit-Bedingungen realisiert werden, ohne dass es zu
unerwiinschten Denaturierungs- bzw. Aggregationsvorgéngen kommt, die eine weitere Verar-
beitung erschweren.

Ausgehend von diesen Vorkenntnissen wurden Untersuchungen durchgefiihrt, welche die
Verdnderung der separierten Fraktionen nach enzymatischer Behandlung wihrend eines
Erhitzungsvorganges aufklaren sollten. Auch die getrennte Erhitzung der Einzelfraktionen
nach enzymatischer Vorbehandlung konnte die bisher bei Gesamteigelb auftretenden Prozes-
sierprobleme verringern. Dazu wurde Granula und Plasma nativ und enzymatisch behandelt
unterschiedlichen Erhitzungsbedingungen ausgesetzt. Die Intensitdt der Erhitzung entsprach
einer Pasteurisierung bzw. einer Hocherhitzung. Die Auswirkungen auf die emulgierenden
Eigenschaften Partikelgrofie und Viskositét sind in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abb. 1: Einfluss der Erhitzungsdauer auf die Partikel- Abb. 2: Einfluss der Erhitzungsdauer auf die Viskositét

grofle

Die PartikelgroBenverteilungen der Plasmabestandteile wurden durch dynamische Laserbeu-
gung mittels Mastersizer 2000 (Malvern Instruments) gemessen, die Viskositét mittels Modu-
lar Compact Rheometer MCR 302 (Anton Paar). Die Ergebnisse zeigen, dass durch die Vor-
behandlung der Plasmafraktion mit PLA, bei anschlieBender Erhitzung auf 69 °C die Aggre-
gation enthaltener Komponenten verhindert werden kann, was an der konstant bleibenden
PartikelgroBe zu sehen ist. Ebenso konnte ein Viskositéitsanstieg, wie er bei der unbehandelten
Probe zu erkennen ist, verhindert werden. Diese Untersuchungen werden im weiteren Pro-
jektverlauf auf weitere pH-Bereiche und Milieubedingungen sowie Temperatur-Zeit-Bedin-
gungen und auch auf die Granulafraktion ausgeweitet.
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Selektive Abreicherung von f-Lactoglobulin aus Molkenproteinisolat: Einfluss der
Erhitzungstemperatur auf die strukturellen Eigenschaften der gebildeten Aggregate

Selective removal of B-lactoglobulin from whey protein isolate: impact of heating temperature on the struc-
tural properties of the formed aggregates

Nicole Haller

Das Molkenprotein B-Lactoglobulin, welches nicht in menschlicher Muttermilch, aber in
Kuhmilch enthalten ist, 10st bei Sduglingen, die nicht gestillt werden, zunehmend Kuhmilch-
allergien aus (Hest, 1994). Bislang sind keine Sduglingsnahrungsprodukte auf dem Markt
erhiltlich, deren Proteinzusammensetzung der humanen Milch hinreichend nachempfunden
ist. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass es noch kein effektives, kontinuierliches und wirt-
schaftliches Verfahren zur Entfernung dieses allergenen Proteins gibt.

In den letzten Jahrzehnten wurde die selektive thermische Denaturierung von Proteinen aus-
giebig erforscht. Durch das Einstellen spezifischer
Milieu- und Erhitzungsbedingungen kann eine
selektive Aggregation von p-Lactoglobulin-Mole-
kiilen in einem Proteingemisch induziert werden,
wodurch dessen Abtrennung ermdglicht wird. Ein
géngiges Verfahren zur Separation solcher Aggre-
gate stellte bislang die Mikrofiltration im Diafiltra-
tionsmodus dar. Durch die zahlreichen erforderli-
chen Diafiltrationsschritte erfolgt allerdings eine
starke Verdiinnung des Produktes. Eine Alternative
zum herkdmmlichen Verfahren stellt die kontinuier- Abb. 1: Labordekanter der Firma Lemitec
liche zentrifugale Abtrennung dar, welche im Rah-

men dieses Projektes etabliert werden soll. Das innovative Verfahrenskonzept nutzt die Mog-
lichkeit der kontrollierten selektiven Proteinaggregation des B-Lactoglobulins, um dessen
Abtrennung von den restlichen Molkenproteinen mittels einer Dekanterzentrifuge zu realisie-
ren. Fiir dieses Vorhaben wurde eigens ein Labordekanter fiir Produktstrome bis 100 L/h und
Beschleunigungen bis 4400 g der Firma Lemitec (Abb.1) installiert. Ziel ist hierbei zum einen
die Erzeugung einer engen PartikelgroBenverteilung groer p-Lac-toglobulin-Aggregate, um
eine effektive zentrifugale Separation zu gewiéhrleisten. Zum anderen soll ein hoher Nativi-
titsgrad der weiteren Molkenproteinfraktionen, insbesondere des a-Lactalbumins, angestrebt
werden.

Es wurde zunéchst der Einfluss der Erhitzungstemperatur bei konstanter HeiBhaltezeit auf die
strukturellen Eigenschaften, u. a. Nativitdt, PartikelgroBenverteilung und Partikelform der
majoren Proteinfraktionen a-Lactalbumin und pB-Lactoglobulin untersucht. Die Erhitzung der
wissrigen Molkenproteinlgsungen mit einem Proteingehalt von 5 g/L und einem pH-Wert
von 6,5 erfolgte in einer UHT-Anlage im Pilotmafstab. Die Temperatur wurde in einem
Bereich von 75 °C bis 90 °C variiert, die Heihaltezeit betrug 15 s.
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e s :;"tﬂ'fl‘d'““'“"_‘ Abb. 2 zeigt den Nativitatsgrad
¢ Prhactoslobulin der majoren Molkenproteine a-
Lactalbumin und f-Lactoglo-
bulin in Abhéngigkeit von der
Erhitzungstemperatur. Es zeigte
sich, dass der Anteil an nativem
Protein fiir beide Proteine mit
zunehmender Temperatur ab-
nahm. Die Denaturierung des -
Lactoglobulins war im Ver-
gleich zum a-Lactalbumin
deutlich stérker ausgeprégt.
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Abb. 2: Nativitidt der beiden Hauptmolkenproteinkomponenten in

Abhiéngigkeit der Erhitzungstemperatur
Bei allen Temperaturen konnte a-Lactalbumin zu mehr als 75 % nativ erhalten werden. Als
effektivste Bedingungen zeichnete sich die Erhitzung bei 85 °C ab. Hier konnten 95 % des
B-Lactoglobulin denaturiert werden, bei einem Verlust von nur etwa 15 % des Zielproteins
a-Lactalbumin.
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Abb. 3: PartikelgroBenverteilung bei verschiedenen Erhitzungsbedingungen

Wie bereits erwihnt, ist neben dem Erhalt der Nativitét des a-Lactalbumins auch die Partikel-
grofenverteilung der B-Lactoglobulin-Aggregate fiir eine effiziente Prozessfithrung von we-
sentlicher Bedeutung. In Abb. 3 ist die PartikelgroBenverteilung der gebildeten Aggregate in
Abhéngigkeit von der Erhitzungstemperatur bei einer Heihaltezeit von 15s dargestellt.
Aufgetragen sind das 10er Perzentil (djo3), der Median (dso3) und das 90er Perzentil (dgo3) in
Form eines Boxplots. Wie die Ergebnisse zeigen, resultierte die Erhdhung der Erhitzungstem-
peratur zum einen in der Bildung groBerer Aggregate. Zum anderen nahm die Breite der
PartikelgroBenverteilung zu. Da kleine PartikelgréBen die Abtrennung im Dekanter erschwe-
ren, wurde die Temperatur/Zeit-Kombination von 75 °C und 15 s als ungeeignet fiir den
nachfolgenden Prozess eingestuft. Die Bildung groflerer Aggregate in einem Temperaturbe-
reich von 85°C bis 90°C lasst sich damit begriinden, dass hier ein Ubergang vom auffaltungs-
limitierten zum aggregationslimitierten Bereich stattfindet. Bei Temperaturen unter 80 °C
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stellt die Auffaltungsgeschwindigkeit des B-Lactoglobulins den geschwindigkeitsbestimmen-
den Schritt der Denaturierungsreaktion dar. Die anschlieBende Aggregation der Molekiile
aufgrund von Thiolaustauschreaktionen und Disulfidbriickenbildung verlduft nahezu ohne
Verzdgerung. Der Temperaturbereich der Aggregationslimitierung (> 90 °C) zeichnet sich
dadurch aus, dass die Proteine zwar sehr schnell auffalten, aber die Aggregation den Prozess
bremst. An der Schnittstelle der beiden charakteristischen Bereiche (~ 87 °C) herrscht eine
Art Gleichgewichtszustand, bei dem Auffaltung und Aggregation in etwa gleicher Geschwin-
digkeit ablaufen. Hierdurch entstehen sehr grofie Aggregate, jedoch mit einer sehr breiten
Verteilung. Anders als zunédchst vermutet, erwies sich die breite PartikelgroBenverteilung bei
der spédteren Zentrifugation nicht als nachteilig. Als erfolgsentscheidendes Kriterium fiir den
Dekantierprozess konnte die Grenzpartikelgrofe definiert werden. Diese bezieht sich auf den
kleinsten Partikel, der bei einer Zentrifugation abgetrennt werden kann und wird nach folgen-
der Formel berechnet:

d — I/Anluzge . 3 . i
o tm (27[)2 }’12

i

1 185y r-n
L pp=ps 1y =1

Anlagenvolumen V pyjee, mittlere Verweilzeit t,, Umdrehungszahl n, Lange L, Suspensionsviskositit ng, Parti-
kel-/Suspensionsdichte pp und ps, AuBen-/Innendurchmesser ry, t;

Es zeigte sich, dass die verhdltnismaBig kleinen Partikel, die bei der Erhitzung bei einer Tem-
peratur von 75 °C entstanden sind, teilweise bereits die GrenzpartikelgroBe unterschritten.
Daraus resultierte, dass sie nicht sedimentierten und nicht von der Dekanterschnecke ausge-
tragen werden konnten. Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass der Temperaturbereich
zwischen 85 °C bis 90°C sehr geeignet scheint, um das oben beschriebene Vorhaben zu reali-
sieren. Um letztendlich ein Produkt zu erhalten, das vollstindig von p-Lactoglobulin befreit
ist, miisste ein weiterer Reinigungsschritt, beispielsweise eine Chromatographie, angeschlos-
sen werden.
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Beeinflussung grenzfliichenaktiver Eigenschaften von MFKM-Material aus Butter-

milch-Molke durch hitzeinduzierte Wechselwirkungen mit Molkenproteinen

Influence on the surface activity of MFGM material of buttermilk whey by heat-induced interactions with
whey proteins

Wolfgang Holzmiiller, Lisa Saemann

Milchfettkugelmembran (MFKM)-Material, welches zu iiber 90 % aus Proteinen und polaren
Lipiden besteht, wird ein hohes funktionelles Potential zugeschrieben. Hitzeinduzierte Wech-
selwirkungen zwischen Molkenproteinen und MFKM-Bestandteilen sind bekannt. Die Aus-
bildung von kovalenten als auch nicht-kovalenten Bindungen treten bei verschiedenen Tem-
peratur-Zeit-Bedingungen unterschiedlich stark auf [1, 2]. Es entstehen neue ,,Misch-Kom-
plexe®, welche sich in ihren funktionellen Eigenschaften von den reinen Bestandteilen unter-
scheiden konnen.
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Als Ausgangssubstanz wurde eine sogenannte Buttermilch-Molke verwendet, welche durch
labinduzierte Gelbildung aus Buttermilch gewonnen wurde. Neben Molkenproteinen enthielt
die Buttermilch-Molke groe Anteile an MFKM-Material, wohingegen Caseine durch vorhe-
rige Gelbildung vollstindig entfernt wurden. Parallel wurde eine ,klassische” Siifmolke
untersucht, um den Einfluss nativer und denaturierter Molkenproteine zu bewerten.

80 Abb. 1 zeigt, dass die Buttermilch-
. Wasser, . e Molke im Vergleich zur Siimolke
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Abb. 1: Oberflichenspannung von Wasser, Siifmolke und schlieBender Zentrifugation (1500 g,
Buttermilch-Molke in Abhéngigkeit des Oberflichen- 15 min) aus, wohingegen native

alters Molkenproteine im Uberstand ver-

bleiben [3].

Eine vorherige Erhitzung (40-80 °C/ 30 min) der Buttermilch-Molke sowie der SiiBmolke
filhrte aufgrund hitzeinduzierter Wechselwirkungen zu unterschiedlichen MFKM-Molken-
protein-Verhéltnissen bzw. einer Denaturierung der Molkenproteine. In Abb. 2 sind die Antei-
le an Molkenprotein (B-Lactoglobulin (B-LG) und a-Lactalbumin (o-LA)) der jeweiligen
Prézipitate in Abhédngigkeit einer vorherigen Erhitzung bezogen auf die native Ausgangslo-
sung dargestellt. Bereits bei nicht erhitzten Proben waren ca. 8 % der Molkenproteine in
beiden Proben (SiiBmolke & Buttermilch-Molke) enthalten. Es ist bekannt, dass es bereits ab
40 °C zur reversiblen Auffaltung von B-LG kommt. Trotz Exposition der reaktiven Thi-
olgruppe in B-LG zeigt Abb. 2, dass Erhitzungsbedingungen von 40-60 °C/ 30 min keinen
Einfluss auf die Fillung (pH 4,2; 500 pS/cm; 1500 g/15 min) der Molkenproteinen haben.
Erst eine Erhitzung bei 80 °C/ 30 min fiihrte zu erhdhten Anteilen an Molkenproteinen im
Pellet nach Zentrifugation. Fiir Stilmolke wurden ca. 20 %, fiir Buttermilch-Molke sogar
45 % des Ausgangsgehalts an Molkenproteinen festgestellt. Diese Ergebnisse lassen schluss-
folgern, dass aufgrund der Erhitzung der Buttermilch-Molke mindestens 25 % der Molken-
proteine mit der MFKM wechselwirken. Durch freie Thiolgruppen von B-LG wie auch
MFKM-Proteinen (z.B. XO/XDH) kommt es bei diesen Temperaturen zur Ausbildung von
Disulfidbriicken und Aggregatbildung [1], was zu einem verstirkten Ausfallen und folglich
zur Anreicherung der Molkenproteine im Prézipitat fiihrt.
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Nachfolgend wurden die grenzflichenakti-
ven Eigenschaften von MFKM-Konzen-
traten aus Buttermilch-Molke nach unter-
schiedlicher Erhitzung untersucht. Abb. 3
zeigt, dass MFKM-Konzentrate durch eine
vorherige Erhitzung (80 °C/ 30 min) die
Oberflachenspannung etwas weiter herab-
setzen als MFKM-Konzentrate aus nicht
erhitzter Buttermilch-Molke. Ein Vergleich
der Intensititen der Molkenproteine (B-LG
und a-LA) auf der SDS-PAGE verdeutlicht
ergdnzend, dass nach einer Erhitzung ein
signifikant hoherer Anteil an Molkenprote-
inen in dem MFKM-Konzentrat vorliegt.
Die Intensititen der MFKM-Proteine auf
der SDS-PAGE und somit ihr Gehalt in
den gefillten Proben bleiben bei einer
Erhitzung von 80 °C/30 min nahezu un-
verandert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
die Grenzflachenaktivitit von MFKM-
Material aus Buttermilch-Molke durch eine
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Abb. 2: Anteil an Molkenproteinen (B-LG und a-LA)
von Buttermilch-Molke und Siiimolke nach
Prézipitation in Abhdngigkeit der Erhitzung im
Vergleich zur nativen Ausgangslosung

vorherige Erhitzung nicht negativ beeinflusst wird und sogar etwas von Vorteil sein kann.
Hitzeinduzierte Wechselwirkungen zwischen Molkenproteinen und MFKM-Proteinen fithren
zu einem hoheren Anteil an B-LG und a-LA in den MFKM-Konzentraten, was in einem
geringen Herabsetzen der Oberflachenspannung resultiert.
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ADD. 3: Oberflachenspannung von Wasser und MFKM-Konzentraten aus nicht erhitzter und erhitzter
(80 °C/ 30min) Buttermilch-Molke in Abhéngigkeit des Oberflichenalters (links); SDS-PAGE
(4-20 % Gradientengel, red. Bedingungen, UV induzierte Fluoreszenz) einer nativen Buttermilch-
Molke und MFKM-Konzentraten aus nicht erhitzter und erhitzter (80 °C/ 30min) Buttermilch-Molke
(rechts) (XO/XDH: Xanthinoxidase/-dehydrogenase, CD 36: Cluster of differentiation 36, BTN:
Butyrophilin, PAS 6/7: Periodic Acid Schiff 6/7, B-LG: B-Lactoglobulin, o-LA: a-Lactalbumin, IgG
(H)/(L); Immunoglobulin G (heavy chain)/(light chain)
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Einfluss der Zusammensetzung von Molkenkonzentraten auf die thermische Molken-
proteindenaturierung

Influence of the composition of whey concentrates on thermal whey protein denaturation

Melanie Marx

Um Molkenproteine in eine lagerfahige Form zu bringen, wird meist die Spriihtrocknung
eingesetzt. Allerdings ist die Trocknung per se sehr energieaufwindig. Energieeffiziente
Verfahren, wie die Erhitzung von mittels Membranfiltration konzentrierter Molke, stellen
Alternativen zur Trocknung dar. Fiir die Herstellung fliissiger Molkenkonzentrate kénnen die
Filtrationsverfahren Umkehrosmose (UO) und Nanofiltration (NF) eingesetzt werden, wenn
samtliche wertgebenden Komponenten der Molke konzentriert werden sollen. Fliissige Mol-
kenkonzentrate kénnen allerdings nur dann als Lebensmittelinhaltsstoffe fungieren, wenn die
gewiinschte Proteinfunktionalitét garantiert ist. Daher ist es notwendig, Kenntnisse {iber den
Einfluss signifikant erhdhter Trockenmassegehalte und unterschiedlicher Trockenmassenzu-
sammensetzungen auf die thermische Denaturierung der Molkenproteine zu erlangen.

Ziel dieser Untersuchung war es, den Einfluss des Trockenmassegehaltes und der Konzentra-
tion einwertiger Kationen auf die Denaturierung der majoren Molkenproteine a-Lactalbumin
(0-La) und B-Lactoglobulin (B-Lg) in Molkenkonzentraten zu ermitteln.

Hierfiir wurden mit Hilfe der UO sowie der NF Molkenkonzentrate mit definierten Trocken-
massen (12, 18, 24%) hergestellt. Durch Anwendung der NF wird die Molke teildeminerali-
siert, da 40-45% der einwertigen Kationen, wie Na" und K*, die Membran permeieren kon-
nen. Die UO- bzw. NF-Molkenkonzentrate wurden bei unterschiedlichen Temperaturen (75°-
140°C) und HeiBhaltezeiten (0 — 30 s) erhitzt. Mittels RP-HPLC wurde der Gehalt an nati-
vem o-La sowie B-Lg in den Proben bestimmt. Der Denaturierungsgrad (DD) von a-La sowie
B-Lg wurde mit Hilfe von Gl. 1 berechnet,

DD = (1 —%) +100% (1)
0

wobei ¢, die Konzentration an nativem Protein nach der Erhitzung und ¢y die Konzentration
an nativem Protein in der unbehandelten Probe darstellt.

In Abb.1 ist die Denaturierung von B-Lg in Molke sowie in mittels UO bzw. NF hergestellten
Molkenkonzentraten im Temperaturbereich zwischen 75°C und 140°C fiir eine HeiBhaltezeit
von 15s dargestellt. Es wird deutlich, dass die Denaturierung von fB-Lg stark
temperaturabhéngig ist. Vor allem bei Erhitungstemperaturen zwischen 75°C und 90°C geht
eine Erhdhung der Temperatur mit einem drastischen Anstieg im Denaturierungsgrad einher.
Bei Temperaturen > 90°C iibt auch der Trockenmassegehalt einen signifikanten Einfluss auf
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die Denaturierung von B-Lg aus. So weist UO-Konzentrat (24% TM) nach 15 sekiindiger
Erhitzung bei 90°C einen im Vergleich zu Molke (DD = 43%) um 19% erhohten DD von
62% auf. Die thermische Stabilitit von B-Lg nimmt demnach mit zunehmendem
Trockenmassegehalt der Molke ab. Selbst bei einer Erhitzungstemperatur von 140°C liegt der
DD von B-Lg in Molke noch signifikant unterhalb der DD der Konzentrate, die unter diesen
Erhitzungsbedingungen keine Unterschiede mehr aufweisen und nahezu maximale DD von
knapp 100% zeigen. Im Gegensatz zu UO-Molkenkonzentraten weisen NF-Molken-
konzentrate im Temperaturbereich zwischen 90°C und 125°C allerdings deutlich niedrigere
DD von B-Lg auf. In mittels NF hergestelltem Konzentrat (24% TM) liegt der DD von B-Lg
lediglich 5% oberhalb des DD nichtkonzentrierter Molke. Durch den im Vergleich zu UO-
Konzentraten reduzierten Salzgehalt in NF-Konzentraten wird folglich die thermische
Stabilitdt von B-Lg im Tempera-turbereich zwischen 90°C und 125°C erhoht.

Die Denaturierung von o-La in

100 oo e, Molke und UO- bzw. NE-Mol-
kenkonzentraten bei Erhitzungs-

80 1 temperaturen zwischen 75°C und
140°C und einer HeiBhaltezeit

S von 15 s ist in Abb. 2 gezeigt.
a8 P/ Mit zunehmender Temperatur
' steigt der Denaturierungsgrad

20 o von o-La sowohl in Molke als

: auch in  Molkenkonzentraten

0 ; ; : nahezu linear an. Bei Erhitzungs-

temperaturen >90°C ist ein
signifikanter Anstieg des DD mit
zunehmendem Trockenmassege-
halt erkennbar.
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Abb. 1: Denaturierung von B-Lg in Molke und - konzentraten nach
Erhitzung fiir 15 s in Abhéngigkeit der Erhitzungstemperatur
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Abb. 2: Thermische Denaturierung von a-La in Molke sowie Molkenkonzentraten nach einer Heifhaltezeit von
15 s in Abhéngigkeit der Erhitzungstemperatur
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Wie bereits fiir f-Lg beschrieben, zeigt auch a-La in UO-Konzentraten hohere DD als in NF-
Konzentraten, wobei dieses Phdnomen bei a-La in Richtung hoherer Temperaturen verscho-
ben ist.

Bei Temperaturen > 125°C wird der DD von a-La um 15-20% reduziert, wenn die thermische
Behandlung in NF-Konzentrat anstatt in UO-Konzentrat durchgefiihrt wird. Durch den redu-
zierten Gehalt an einwertigen Kationen wird sowohl die thermische Stabilitit von a-La als
auch von B-Lg gesteigert. Die Ursache hierfiir stellt vermutlich die durch hohere Salzkonzent-
rationen verstarkte Aggregationsneigung von Proteinen dar. Die Ergebnisse dieser Untersu-
chung zeigen, dass konzentrierte Molke hinsichtlich der thermischen Denaturierung der majo-
ren Molkenproteine nur bedingt mit Molke vergleichbar ist und der Trockenmassegehalt
einen starken Einfluss auf die Proteindenaturierung ausiibt. Durch eine gezielte Abreicherung
monovalenter Kationen mit Hilfe der NF kann der Einfluss der Trockenmasse auf die Denatu-
rierungsreaktion allerdings reduziert werden und somit eine Qualititssteigerung des erhalte-
nen Konzentrates erzielt werden.

Dank:

Die Forderung des Vorhabens erfolgt aus Mitteln des Bundesministeriums fiir Ernéhrung und Landwirtschaft
(BMEL) aufgrund eines Beschlusses des deutschen Bundestages. Die Projekttrigerschaft erfolgt iiber die Bun-
desanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) im Rahmen des Programms zur Innovationsférderung.

Ultrafiltration von hochviskosen Magermilchproteinkonzentraten
Ultrafiltration of highly viscous skim milk protein concentrates
Patricia Meyer

Bei der Herstellung von Milchpulver erfolgt hdufig eine Vorkonzentrierung mittels Umkeh-
rosmose (UO). Aufgrund der fluxlimitierenden Phdnomene Konzentrationspolarisation und
Deckschichtbildung ist der mittels UO erreichbare Konzentrierungsfaktor auf ca. 2,5 limitiert.
Ein moglicher Ansatz zum Erreichen hoherer Konzentrierungsgrade ist eine Kaskadenschal-
tung mehrerer Membrantrennverfahren. Hierbei wird der UO eine Ultrafiltration (UF) vorge-
schaltet. Die Anreicherung der Proteinfraktion wird damit auf ein geringeres Druckniveau
verlagert und kann ohne Konzentrationspolarisation der niedermolekularen Bestandteile
erfolgen. Im néchsten Schritt kann das Permeat der UF in der UO deckschichtfrei konzentriert
werden. Zum Erzeugen hochangereicherter Proteinkonzentrate soll in diesem Vorhaben zu-
néchst die klassische Cross-Flow-Ultrafiltration eingesetzt werden. Die Konzentrierung der
Proteinfraktion erfolgt meist unter Einsatz von Spiralwickelmodulen (SWM). Diese sind
jedoch auf Grund der steigenden Viskositdt des Retentates im erreichbaren Konzentrierungs-
faktor limitiert. Eine Ergénzung zu diesem konventionellen Verfahren stellen dynamische
Filtrationssysteme mit rotierenden Membranen (DCF) dar. Durch die Rotation der Membran
wird eine Differenzgeschwindigkeit zum Fluid aufgebracht und so die erforderliche Wand-
schubspannung erzeugt, die der Bildung einer Deckschicht entgegenwirkt. So kann mit deut-
lich geringeren Feedvolumenstromen gearbeitet werden. Damit zeichnen sich dynamische
Filtrationssysteme durch einen deutlich niedrigeren spezifischen Energiebedarf aus. Hersteller
solcher Systeme postulieren aulerdem ein hohes Potenzial zur Herstellung von hochangerei-
cherten Milchproteinkonzentraten bei vergleichsweise geringem spezifischem Energiebedarf.

In der vorliegenden Studie sollte ein Vergleich zwischen konventionellen und dynamischen
Systemen in Bezug auf die maximal prozessierbare Viskositit des Retentates angestellt wer-
den. Aus diesem Grund wurden Konzentrierungsversuche mit einem konventionellen Spiral-
wickelmodul (Aprm =2 bar; App =1 bar; § =50 °C) sowie mit einem dynamischen Filtrati-



102 ZIEL — Abteilung Technologie

onssystem mit rotierenden Membranen (Apry = 1 bar; n= 1000 min™'; 9= 50 °C) durchge-
fithrt. Parallel dazu wurden die rheologischen Eigenschaften der erhaltenen Retentate unter-
sucht und der Konsistenzfaktor, welcher ein Mal} fiir die Viskositit darstellt, bestimmt. Die
Resultate sind in Abb. 1 dargestellt.
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Abb. 1: Flux (a) und Konsistenzfaktor (b) als Funktion von der Proteinkonzentration

Aus Abb. 1 (a) geht hervor, dass der Flux mit zunehmender Proteinkonzentration sowohl bei
Verwendung eines SWM als auch im DCF abfillt. Des Weiteren wird ersichtlich, dass der
Flux des SWM zu Filtrationsbeginn stark absinkt. Dies ist zuriickzufiihren auf den hohen
konvektiven Transports von deckschichtbildendem Material zur Membran in der Anfangspha-
se der Filtration, was in einer stark ausgeprégten initialen Deckschichtbildung und infolgedes-
sen in einem starken Fluxabfall resultiert. Im weiteren Filtrationsverlauf féllt der Flux bis zu
einer Proteinkonzentration cp~ 15 % nur noch geringfiigig ab. Eine weitere Erhdhung der
Proteinkonzentration fiithrt zu einem zweiten steilen Riickgang. Bei Proteinkonzentrationen
von ca. 21 — 22 % nimmt der Flux Werte < 2 L/(m’h) an und die Filtration kommt zum Erlie-
gen. Im Vergleich dazu weist das DCF im gesamten Filtrationsverlauf hohere Fluxwerte und
keine Limitierung der Filtration ab einer Proteinkonzentration von cp ~ 15 % auf. Vielmehr
konnen mittels des dynamischen Systems Konzentrate mit Proteinkonzentrationen von bis zu
30 % erzeugt werden, bevor die Filtration aufgrund geringer Fluxwerte beendet wird.

Abb. 1 (b) ist zu entnehmen, dass die Viskositdt mit steigender Proteinkonzentration ansteigt.
Es konnen drei Bereiche unterschieden werden. Im ersten Abschnitt (bis ca. 15 %), steigt die
Viskositét linear mit der Proteinkonzentration an. In diesem Konzentrationsbereich kann der
Prozess mittels SWM gut beherrscht werden. Im zweiten Abschnitt steigt die Viskositét iiber-
proportional an. Dies ist mit verstiarkten Wechselwirkungen der Kaseinmizellen in der kon-
zentrierten Losung zu erkldren. Dies fiihrt zu einer starken Fluxabnahme bis die Filtration
nach Erreichen einer Proteinkonzentration von ca. 21 —22 % zum Erliegen kommt. Der dritte
Abschnitt ist durch sehr hohe Viskosititen der Retentate gekennzeichnet. Hier kann eine
Prozessierung ausschlieBlich noch durch das dynamische System erfolgen. Durch die Rotati-
on der Membran kdnnen vergleichsweise hohe Scherraten erzeugt werden, die insbesondere
bei hohen Proteingehalten fiir einen ausreichenden Deckschichtabtrag unerldsslich sind. Zur
Veranschaulichung der Viskosititserhohung sind in Abb. 2 Bilder des vergleichsweise nied-
rigviskosen Vorkonzentrates zu Beginn der Konzentrierung mittels DCF mit einem Protein-
gehalt von 13,5 % (a) sowie des Endkonzentrates mit einem Proteingehalt von 30 % (b) dar-
gestellt.
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ADbb. 2: Milchproteinkonzentrat mit einem Proteingehalt von 13,5 (a) bzw. 30 % (b)

Es wurde gezeigt, dass sich dynamischer Filtrationssysteme zur Herstellung hochangereicher-
ter Milchproteinkonzentrate eignen. Dynamische Systeme sind jedoch aufgrund der ver-
gleichsweise geringen Kapazititen und hohen Anschaffungskosten nicht als Ersatz, sondern
im Bereich hoher Konzentrierungsgrade bzw. bei hohen Viskosititen als Ergdnzung der kon-
ventionellen Systeme vorstellbar. Denkbar wire deshalb eine Verschaltung von SWM und
DCF, in welcher zunéchst mittels SWM ein Vorkonzentrat mit einem Proteingehalt von 15
bzw. 22 % hergestellt wird, bevor auf das dynamische System umgeschaltet wird, um Endpro-
teingehalte von bis zu 30 % zu erreichen.

Dank: Das IGF-Vorhaben AiF 16836 N der Forschungsvereinigung Forschungskreis der Erndhrungsindustrie
e.V. (FEI), Godesberger Allee 142-148, 53175 Bonn, wurde iiber die AiF im Rahmen des Programms zur
Forderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Energie
aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.

Einfluss der Prozesstemperatur auf die Filtrationsleistung bei der Mikrofiltration von
SiiBmolke

Impact of processing temperature on filtration performance during microfiltration of sweet whey

Tim Steinhauer, Sabrina Hanély

Sowohl bei der Konzentrierung von Molken mittels Ultrafiltration (UF) als auch bei deren
Mikrofiltration (MF) zur Abreicherung von deckschichtbildenden Partikeln und Keimen
miissen Prozessparameter gewihlt werden, die eine maximale Filtrationsleistung bei gleich-
zeitig sicherer Prozessierung gewdhrleisten. Limitierend fiir die Leistung druckgetriebener
Membrantrennprozesse sind drei Hauptfaktoren. Wie aus nachstehender Gleichung (Gesetz
von Shirato & Darcy) hervorgeht,
J(9) = TMP
77(7-9)'(RM +RDS)

héngt der flichenspezifische Permeatvolumenstrom (J) direkt vom transmembranen Druckun-
terschied (TMP) zwischen Retentat- und Permeatseite, dem Membran- und Deckschichtwi-
derstand (Ry und Rpg) ab. Ein weiterer Parameter, der sich unmittelbar auf den Permeatvo-
lumenstrom auswirkt, ist die temperaturabhidngige Permeatviskositit (n). Diese nimmt fiir
wissrigen Molkenproteinldsungen wie Molke bis zu Temperaturen unterhalb der Denaturie-
rungstemperatur der Molkenproteine (< 55°C) ab. Es ist demnach zu erwarten, dass sich
hoéhere Prozesstemperaturen positiv auf die Filtrationsleistung auswirken konnen.

(1)
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Dieser Effekt wurde fiir SiilBmolke im LabormaRstab mithilfe einer Querstrom-MF-Einheit
untersucht. Abbildung 1 zeigt dazu den MF-Flux von SiiSimolke als Funktion der Prozesszeit
bei den Temperaturen 10-50 °C.

In der initialen Phase der Filtration
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Abb. 1: Mikrofiltrationsflux von SiiBmolke in Abhingigkeit 1emperaturen das stationdre Niveau
der Prozesszeit fiir verschiedene Prozesstemperaturen  erreicht.

Entgegen der Erwartung, dass bei hoherer Temperatur auch ein hoherer stationdrer Flux ge-

messen werden kann, fithrte der Fluxabfall von 70% bei einer Filtrationstemperatur von 50 °C

zu einem Unterschreiten des Fluxniveaus, das bei 40 °C beobachtet wurde.

Es konnte demnach eine Staffelung des stationdren Fluxes beobachtet werden, der durch
Temperaturerh6hung nur bis zu einer Temperatur von 40 °C erh6éht werden konnte. Trotz
einer weiteren Verringerung der Viskositét bei einer Temperatursteigerung auf 50 °C nahm
der stationéire Flux ab. Das deutet darauf hin, dass ein Sekundéreffekt die Filtrationsleistung
limitiert.

Der Flux ist sowohl von der Viskositdt als auch vom Deckschichtwiderstand abhéngig. Ein
fluxsteigernder Effekt durch Viskosititsabnahme kann demnach durch eine temperaturabhén-
gige Erhohung des Deckschichtwiderstandes iiberlagert werden. Deshalb muss zur Beurtei-
lung der Temperaturabhéngigkeit der Deckschichtbildungsreaktion Gleichung la nach dem
viskosititsunabhidngigen Deckschichtwiderstand Rpg

Ry = _TMP__ R, (1b)
J(D)-1n(D)

aufgelost werden (Gleichung 1b). Nachdem der TMP wihrend den Filtrationsexperimenten

konstant gehalten wurde und der Membranwidertand Ry, eine intrinsische Materialkonstante

der spezifischen Membran beschreibt, kann der Deckschichtwiderstand durch Messung des

Flux bei bekannter Viskositét in Abhéngigkeit der Temperatur ermittelt werden.

ADbb. 2 zeigt den Deckschichtwiderstand als Funktion der Prozesstemperatur, der jeweils aus
dem stationdren Flux (t = 90 min) ermittelt wurde.
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Es wurde festgestellt, dass sich
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Abb. 2: Deckschichtwiderstand bei der Mikrofiltration von Siidmolke ~durch Kalziumphosphatprizi-

als Funktion der Prozesstemperatur pitation auf der Membran
wiirde die Filtrationsleistung reduziert. Zusitzlich ist denkbar, dass die sprunghafte Zunahme
des Deckschichtwiderstandes durch eine verdnderte Ablagerungswahrscheinlichkeit der deck-
schichtbildenden Molkenproteine erfolgt. Fiir das majore Molkenprotein p-Lactoglobulin (60-
80% vom Gesamtmolkenprotein in Molke) ist bekannt, dass es bei Temperaturen oberhalb
40 °C zu einer reversiblen Auffaltung der Molekiilstruktur kommt (Sakurai & Goto, 2006).
Diese Auffaltungsreaktion wird durch die Auflosung einer Wasserstoffbriickenbindung ausge-
16st. Sie fithrt zur Exposition der reaktiven Thiolgruppe (-SH) und einer Erhdhung der Pro-
teinhydrophobizitit. Die Erhéhung der Hydrophobizitit bedingt eine erhohte Ablagerungs-
wahrscheinlichkeit von -Lactoglobulin (B-Lg) auf der Membran. Im Zusammenspiel mit der
freien Thiolgruppe des B-Lg entsteht auf der Membranoberfléche eine reaktive Deckschicht.
Durch Wechselwirkung der reaktiven Thiolgruppe des B-Lgs mit anderen Molkenproteinen
werden eine beschleunigte Deckschichtbildung sowie ein héherer Proteinquervernetzungsgrad
induziert. Dies resultiert in einem sprunghaften Anstieg des Deckschichtwiderstandes bei
Temperaturen oberhalb 40 °C fiihrt.

Temperatur ¢ [°C]

Stellt man diese Ergebnisse in den Kontext der Anlagenstandzeit bei der Molkenverarbeitung,
so ist anzunehmen, dass mit ldngeren Standzeiten von Filtrationsanlagen zur Molkenfraktio-
nierung und -konzentrierung bei Temperaturen unterhalb 40 °C zu rechnen ist. Das Wachstum
mesophiler, vegetativer Keime, wie das der Kédsereikultur selbst oder das von Verderbniserre-
gern, kann jedoch nur im Temperaturbereich unterhalb 20 °C oder oberhalb 50 °C vermieden
werden. Daher kann zusammenfassend gefolgert werden, dass fiir die sichere Verarbeitung
von Siilmolke bei gleichzeitig langer Anlagenstandzeit eine Prozesstemperatur von 10 °C
anzustreben ist.

Literatur:
Sakurai K, Goto, Y (2006): Dynamics and Mechanism of the Tanford Transition of Bovine -Lg Studied using
Heteronuclear NMR Spectroscopy, Journal of Molecular Biology (356), 483-496

Dank: Das IGF-Vorhaben AiF 16300 N der Forschungsvereinigung Forschungskreis der Erndhrungsindustrie
e.V. (FEI), Godesberger Allee 142-148, 53175 Bonn, wurde iiber die AiF im Rahmen des Programms zur
Forderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Energie
aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.
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Untersuchung der Adsorption von B-Lactoglobulin in Anionentauschermembranen

mittels Konfokaler Laser Scanning Mikroskopie
Investigation of the adsorption of f-lactoglobulin to anion exchange membranes by confocal laser scanning
microscopy

Linda Voswinkel

Die selektive Adsorption von B-Lactoglobulin (B-Lg) mittels Ionenaustauschchromatographie
kann genutzt werden, um das allergene Potential von Molke zu reduzieren. Da B-Lg das
Hauptmolkenprotein ist, muss eine hohe Bindungskapazitit bereitgestellt werden, um einen
effizienten Prozess zu ermoglichen. Daher war das Ziel vorhergehender Arbeiten, die Bin-
dungskapazitét zu optimieren, wobei sich die Temperatur als signifikanter Einflussfaktor
herausstellte. Da die Adsorption iiber elektrostatische Wechselwirkungen nur in geringem
Mafle von der Temperatur abhéngt, wurde vermutet, dass die beobachteten Effekte auf die
Bindung von B-Lg durch molekulare Strukturverdnderungen hervorgerufen wurden. Die
Konformation des Proteins dndert sich deutlich durch verdnderte Umgebungsbedingungen
wie pH-Wert und Temperatur insofern, dass bei physiologischem pH-Wert oberhalb von ca.
40 °C Monomere vorliegen, welche bei niedrigeren Temperaturen dimerisieren. Des Weiteren
erhoht sich die Reaktivitét des globulédre Proteins durch eine exponierte Thiolgruppe. Es neigt
zur Auffaltung, wenn die Temperatur iiber 50°C liegt (Wit, 2009).

Daher wurden die Hypothesen aufgestellt, dass mit
zunehmender Temperatur die Bindungskapazitit
abnimmt, weil bei gleicher Anzahl an Liganden
mehr Protein gebunden werden kann, wenn B-Lg als
Dimer vorliegt und weil bei hoher Temperatur das
Protein moglicherweise auffaltet und somit mehr
Bindungsfliche einnimmt als ein natives Protein.
Um diese moglichen Effekte zu untersuchen, wurde
die konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)
eingesetzt, welche durch fluoreszenzbasierte Detek-
tion eine sehr hohe Empfindlichkeit hat und zudem
dreidimensional auflosen kann. Die zuvor angefirb-
ten Proteine wurden bei verschiedenen Temperatu-
ren adsorbiert, um dann die Proteindichte auf der
Oberfliche der Ionenaustauschmembran mikrosko-
pisch zu untersuchen.

Dazu wurde ein Labellingprotokoll adaptiert nach
Angaben von Hermanson, 2008. Eine 3 mg/mL
Proteinldsung wurde in 25 mM Ammoniumbicar-
bonatpuffer hergestellt und mit dem Farbstoff 5-
FAM ethylendiamine (FAM) gelabelt. Die Reaktion
wurde durch den Crosslinker 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-

: aminopropyl)carbodiimid (EDC) aktiviert. Da diese
Abb. 1: Fluoreszenz-markiertes B-Lacto- Verbindung in wissrigen Losungen leicht hydroly-

globulin adsorbiert an eine Anionen- . . . . . 1

tauschermembran, Proteinmasse = siert wird, wurde die Halbwertszeit zusétzlich durch

theor. Bindungskapazitit, bei 10 °C N-Hydroxysuccinimid verldngert.
(oben) und 50 °C (unten)

L oumy
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Die molaren Verhéltnisse von B-Lg:FAM: EDC:NHS waren 1:10:100:30. Nach der Label-
lingprozedur wurden die iiberschiissigen Reagenzien vom Protein liber Diafiltration (MWCO
10 kDa) mit 30 mM Phsophatpuffer, pH 7 abgetrennt. Nach einem zehnfachen Volumenaus-
tausch war das Permeat farblos und das Retentat wurde zur Adsorption im lonentauscher
eingesetzt. Dazu wurde die gleiche Anionentauschermembran verwendet, wie in den vorher-
gegangenen Experimenten, jedoch im 96-well-Format anstatt einer Chromatographiesaule.
Dieses hat den Vorteil, dass, nur kleine Probenvolumina benétigt werden und durch die Ope-
ration in einer Zentrifuge die Prozesstemperatur leicht eingestellt werden kann. Die Membra-
nen wurden vor der Adsorption mit 30 mM Phosphatpuffer equilibriert und nach der Adsorp-
tion damit gewaschen. Die Membranen wurde anschliefend aus dem Well entnommen und in
Reinstwasser zwischen einem Objekttrager und einem Deckglas fixiert.

Fir die Mikroskopie wurde das Gerdt Fluo-
view 1000 (Olympus, Hamburg) mit einem wo60-
Objektiv verwendet. Die Extinktions- und Emissi-
onswellenldngen betrugen 494/518 nm und die
Laserintensitét zur Bildaufnahme betrug 0.1 %. Um
auszuschliefen, dass die Cellulosemembran eine
Eigenemission bei dieser Wellenldnge hat, wurde
diese bei 0,1-20 % Laserintensitit gemessen, es
konnte keine Fluoreszenz beobachtet werden. Die
Membran wurde in z-Richtung von 0-20 um im
Abstand von 0.5 um gescannt und die Ebenen iiber-
einander gelegt.

Die Membranen wurden jeweils mit unterschiedli-
cher Proteinmasse beladen, welche der einfachen
(Abb. 1) oder zweifachen (Abb.2) theoretischen
Bildungskapazitit entsprach. Bei Beladung mit der
einfachen Bindungskapazitit war die Oberfliche nur
vereinzelt besetzt, hier waren bei 10 °C mehr Prote-
ine gebunden als bei 50 °C. Bei der doppelten Pro-
teinmasse war die Fluoreszenz deutlich intensiver,
bei 10 °C war die Fluoreszenz nochmals gestiegen.
Die Hypothese, dass bei 50 °C das Protein auffaltet
und die Membranoberfliche kontinuierlich besetzt,
Abb. 2: Fluoreszenz-markiertes p-Lacto- konnte mit den Mikroskopaufnahmen nicht bestatigt
globulin adsorbiert an eine Anionfn' werden. Bei beiden Proteinmengen waren nur ein-
tauschermembran, Proteinmasse = . -
zweifache theor. Bindungskapazitat, ~ z€lne Proteinpartikel erkennbar (Abb.1 und 2,
bei 10 °C (oben) und 50 °C (unten) unten), ansonsten war das Protein gleichmifig
verteilt. Es scheint jedoch, als sei die Besetzungs-
dichte bei 10°C grofer als bei 50°C.

Inwiefern dies der Monomer-Dimer-Struktur zuzuordnen ist, konnte mit den Untersuchungen
nicht abschlieBend geklart werden. Es hat sich aber gezeigt, dass die konfokale Laser Scan-
ning Mikroskopie eine schnelle und unkomplizierte Methode ist, um pordse Membranen nicht
invasiv im dreidimensionalen Raum zu untersuchen.
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Determination of bacterial shape and dimension by angle-dependent static light scatter-
ing under in vivo conditions
In-situ Bestimmung der Bakterienform und —grofie mittels winkelabhiingiger statischer Lichtstreuung

Ronald Gebhardt, Simon Bauer, Julia Wilke

Bacteria show a variety of morphologies ranging from spherical, rod-shaped and twisted to
filamentous shapes. Their sizes can range over six orders of magnitudes. Cells are normally
symmetric resulting from the need to equally distribute genom and cytoplasm among the
daughter cells (Young, 2006). Static light scattering had been used to characterize the size,
shape and interactions of latex spheres, oil in water emulsion droplets (Lindner et al. 2001) or
bacteria.

In a recent Nature paper quantitative phase imaging and Fourier transform light scattering
techniques had been utilized to investigate species-specific characteristics of rod shaped
species (Jo et al. 2014). Holographic images of Lactobacillus casei were obtained in single
shot measurements. Although the technique is considered to become the method of choice in
future, imaged bacteria currently appear still rather blurred and un-symmetric.

In this study, we used conventional angle-dependent light scattering (Fig. 1) ans an alterna-
tive. A red laser beam is focused on the sample, i.e. a cuvette filled with the bacterial culture
suspended in fermentation medium at the end of the exponential growth phase. Scattered light
is detected by a photosensitive detector in the scattering plane. If particles such as bacteria are
larger than the wavelength of the used light a strong angle-dependence is observed. Infor-
mation about the shape of the scattering particles can be obtained by analyzing the scattered
intensity as a function of the scattering angle.

Sample

gsmom=o"" Scattering angle

Fig. 1: Schematic representation of the geometry used in the conventional scattering experiment. The angle-
dependence of the scattered light is indicated by the different length of the arrows in the scattering plane
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In our case, rigid body modeling has been applied to image bacterial shapes and dimensions.
Bacterial cells were cultivated and harvested in the post-exponential growth phase. After
centrifugation, the cells were suspended in buffer, the number of bacterial cells being adjusted
by a flow cytometer. Static light scattering measurements at room temperature were subse-
quently performed over a broad angular range (6 = 20 — 150°). For the analysis of the light
scattering data we used the DAMMIN software (Svergun 1999). The output of the program is
a 3-D dummy atom model (DAM). In detail, an annealing procedure during which the tem-
perature is stepwise decreased is used by DAMMIN to optimize the fit of the DAM to the
scattering data. The simulation describes the scattering data in good accordance. The devia-
tions were randomly distributed along the angular-axis within a margin of error of 15%.

—— Simulation

log(Intensity)

4 T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Scattering angle (°)

Fig. 2: Simulated scattering intensity as a function of the scattering angle. The resulting cylindrical model for the
bacteria is shown as an insert

A DAM model with cylindrical shape as expected for Lactobacillus casei was obtained from
the simulation (Fig. 2, insert). Structural features as seen on the lateral surface could be asso-
ciated with cell division process or osmotic adaptation and are currently subject of a more
detailed investigation. Future studies aim to investigate structural changes of microorganism
under conditions relevant for process operations. The influence of protective components on
size and shape is especially interesting for attempts to improve storage stability during freeze

drying.
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Untersuchung von Einfluss der hydrostatischen Druckbehandlung auf der Struktur von
p-Lactoglobulin

Influence of hydrostatic pressure treatment on the structure of p-Lactoglobulin

Ikuko Ueda, Daniel Saalfeld und Ronald Gebhardt

B-Lactoglobulin (B-Lg) ist ein globuldres Protein und nimmt neben Casein den grofiten Anteil
am Gesamtprotein in Kuhmilch ein. Nicht nur wegen der wirtschaftlichen Bedeutung, sondern
auch aufgrund der funktionellen Eigenschaften hat B-Lg ein groBes Potential in der Lebens-
mitteltechnologie. Deshalb sind seine Struktur und strukturelle Anderungen durch eine Viel-
zahl experimenteller Techniken untersucht. Aber die biologische Funktion sowie das Verhal-
ten des Proteins in einem komplexen System sind noch ungeklart. Die Lichtstreuung ist eine
Methode, bei der das Streulicht eines Lasers an einer geldsten bzw. suspendierten Substanz
analysiert wird und zur Charakterisierung biologischer Makromolekiilen sowie kolloidaler
Losungen eingesetzt. In dieser Arbeit wurde der Effekt von Hochdruck auf den hydrodynami-
schen Radius (Ry) des f-Lg mithilfe winkelabhéngiger dynamischer Lichtstreuung tiberpriift.
Die Messung der Lichtstreuung des nativen, mit 150 MPa sowie 250 MPa hochdruckbehan-
delten B-Lg nach der Druckfreigabe wurde {iber einen Winkelbereich von 30-150° durchge-
fiihrt. Alle Druckbehandlungen wurden unter gleichen Prozessbedingungen bei 20 °C, 18
Stunden lang durchgefiihrt. Ry wurden durch eine Fluktuationsanalyse des gestreuten Lichts
bestimmt.
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Abb. 1: Hydrodynamischer Radius von nativem (Symbol(Symbol e und o) und mit 150 MPa (Symbol ¥ und
A), mit 250 MPa druckbehandeltem B-Lg (Symbol m und o) beim Winkel 150° in Abhéngigkeit von
der Konzentration

Die Abhédngigkeit des Ry des nativen sowie mit 150 MPa (Ry;s50), 250 MPa (Rp250) hoch-
druckbehandelten B-Lg von der Konzentration ist in Abb. 1 dargestellt, wobei nur die Mes-
sungen beim Streuwinkel von 150° ausgewertet wurden. Der Messfehler wurde aus den Er-
gebnissen der Dreifach-Messungen bestimmt. Bei nativem B-Lg ist beim Radius keine Kon-
zentrationsabhéngigkeit zu sehen. Dagegen vergrofern sich Ry;so von 4 nm auf ca. 4.5 nm mit
steigender Konzentration. Eine weitere Zunahme des Ry»sp auf ca. 5 nm wurde beobachtet.
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Dabei ist zu erkennen, dass die Zunahme des Radius bei einer Konzentration von ca. 3
mg/mL beginnt. In Abb. 2 a und c sind des Ry des nativen, mit 150 sowie 250 MPa hoch-
druckbehandelten B-Lg in Abhéngigkeit vom Winkel in geringerer Konzentration (ca. 3
mg/mL) und in héherer Konzentration (ca. 6.5 mg/mL) dargestellt. Dadurch lésst sich die
Winkel- sowie Konzentrationsabhédngigkeit des Ry aller Proben vergleichen.
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Abb. 2: Winkelabhingigkeit der hydrodynamischen Radien und Verteilungsbreite gemessen an nativem (e und
o: ¢ = 3.37 mg/mL) und hochdruckbehandelter Probe mit 150MPa (¥: ¢ = 3.19 mg/mL und A: ¢ =
3.26 mg/mL), 250 MPa (m: ¢ = 2.92 mg/mL und 0: ¢ = 3.17 mg/mL) (a), (b) und an nativem (e und o: ¢
= 6.85 mg/mL) und hochdruckbehandelter Probe mit 150 MPa (¥: ¢ = 6.13 mg/mL und A: ¢ = 6.75
mg/mL), 250 MPa (m: ¢ = 6.2 mg/mL und o: ¢ = 6.71 mg/mL) (c), (d)

Natives B-Lg in einer hoheren Konzentration hat einen Ry von ca. 3.3 nm und Ry;s0 von 4.4
nm. Fiir beide Messwerte ist eine geringe Abweichung zu sehen. Bei mit 250 MPa hoch-
druckbehandeltem B-Lg ist der Ry 5-5.5 nm. Im Gegensatz zu den anderen beiden Proben ist
die Abweichung beim Doppel-Versuch so groB3, dass die Messergebnisse nicht innerhalb der
statistischen Fehlergrenzen der einzelnen Proben liegen. Demgegeniiber wurde beim Ry aller
Proben in einer geringeren Konzentration kaum Abweichung beobachtet. Trotz der gleich-
bleibenden Ry des nativen B-Lg ist der Ry;s0 ca. 4 nm, Rypsp ca. 4.5 nm und damit im Ver-
gleich zur Ry in einer héheren Konzentration leicht verringert. Unter Berlicksichtigung von
Fehlern ist nur eine geringe Abhédngigkeit des Ry vom Winkel zu erkennen. Betrachtet man
die Konzentration von ca. 3 mg/mL als kritische Konzentration, konnen die hochdruckindu-
zierte Anderungen des Ry im unterschiedlichen Konzentrationsbereich wie folgt erklirt wer-
den. B-Lg befindet sich vor der Druckbehandlung in einem globuldren Zustand. In einer etwas
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konzentrierteren Losung dndern sich die Oberflacheneigenschaften nicht. Aufgrund der
druckinduzierten Auffaltung der Struktur hat B-Lg eine groBere Oberfliche als natives,
dadurch steigt die Reaktivitdt der Aminogruppe an der Oberflache. Anschlieend folgt eine
leichte Zunahme des Ry. In verdiinnter Konzentration fiihrt nur der Druck-Effekt zur Vergro-
Berung des Ry des B-Lg. In konzentrierter Losung kommt noch der Konzentrationseffekt
dazu. Aufgrund der engen raumlichen Verteilung in einer konzentrierten Losung beeinflusst
der Hochdruckeffekt die Strukturdnderung des B-Lg starker. Dadurch liegt f-Lg noch weiter
aufgefaltet vor. Infolgedessen wird eine Konzentrationsabhidngigkeit des Ry beobachtet.

Zusatzlich konnte eine Konzentrationsabhidngigkeit der Verteilungsbreite des Ry beobachtet
werden (Abb. 2, b und d). Die leichte Abweichung bei kleinen Winkeln von 30 bis 50 © kann
auf die Anwesenheit von Fremdpartikeln zurlickgefiihrt werden. Besonders bei der Analyse
kleiner Molekiilen wie B-Lg beeintrichtigt Staub die Qualitét der Messergebnisse wesentlich
stirker als bei der von GrdBeren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hier beschriebenen Forschungsergebnisse
neue Erkenntnisse zur Stabilitédt von B-Lg liefern, wenn dieses moderaten Driicken (< 250
MPa) und langen Behandlungszeiten ausgesetzt wurde. Zusitzlich konnte im Hinblick auf
friihere Lichtstreuarbeiten die Signifikanz der Forschungsergebnisse weiter erhoht werden
indem auch die Konzentrationsabhingigkeit des Druckeffekts sowie die Verteilungsbreiten
des Ry beriicksichtigt werden.

Die Methode der winkelabhingigen dynamischen Lichtstreuung kann zukiinftig zur Charakte-
risierung weiterer, lebensmittelrelevanter Milchproteine wie Casein, Lysozym eingesetzt
werden. Fiir die Untersuchung der Interaktion der Proteine mit anderen Nahrungsmittelkom-
ponenten wie Fett, Zucker, Polysaccharide, Salz und Weichmacher wire die Anwendung
statischer Lichtstreuung ebenfalls von Interesse. Somit konnten Strukturbildungen im kom-
plexen Lebensmittelsystem griindlich untersucht werden.
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Molecular approach to explain mechanical properties of protein films
Molekularer Ansatz zur Erklirung mechanischer Eigenschaften von Proteinfilmen

Namrata Pathak and Ronald Gebhardt

Protein films are widely used as edible coatings in food industry because they offer a number
of functional properties, such as variable permeability’s for gases. For improved flexibility,
elongation or toughness of the films plasticizers such as glycerol and sorbitol are often added.
Recently, spiral crack patterns were used as tools to explore the influence of plasticizers on
the cohesive and adhesive interactions in B-lactoglobulin (B-LG) films (Gebhardt und Pet-
keviciute 2014). Besides interactions, structural changes of 3-LG should have a strong impact
on mechanical properties of resulting films. The latter can be probed by ultrasonic measure-
ments. Last year we reported on the variation of the adiabatic compressibility of B-LG solu-
tions with glycerol concentration (Pathak and Gebhardt 2014). Now, we took the analysis one
step further and calculated apparent specific quantities which are related to unit mass of pro-
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tein. It had been shown that three main parts of a protein contribute to specific volumes and
compressibility’s (Kauzmann 1959; Priev et al. 1996):

D, =V, . . +V, . +AV

intrinsic cavity solvation 1
d =x

+ Ax

TK solvation @)

intrinsic cavity
where Vinginsic and Kintrinsic are the volumes and compressibility’s of the amino acids constitut-
ing the polypeptide chain, Veayiyy and Keavity are the quantities for voids and cavities inside the
protein and AVglyation and AKsorvation take changes due to the solvation (hydration) into account.
We computed @, and @ by the following relations

1
D, =——[p ®)
V%[]

o, =K'0(2(I)V—2[u]—1] *

0

and estimated the relative concentration increments(protein concentration: Cp) in sound veloc-
ity [u], adiabatic compressibility [«] and density [p] according to:

[u]:u_”o’[K]:K_Ko,[p]:p_po )

UyCp KoCp PoCp

In this formula ug, p), Ko are the velocity, density and adiabatic compressibility of the refer-
ence solvent and u, p, k those for the protein solution. In the following, we discuss specific
volumes and compressibility’s of B-Lg measured at T = 30°C. Figure 1 shows how both
quantities vary with protein concentration when different amounts of glycerol are added.
Under dilute conditions (no glycerol added) we observed ®y = 0.765 mL/mol and
@, = 8-10"" mL/g/Pa which is in good accordance with literature (Valdez et al. 2001). Both,
specific volume and compressibility decrease with increasing glycerol concentration as ex-
pected from literature (Priev et al. 1996).
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Fig. 1: Effect of glycerol on molecular quantities of -LG at T = 30°C. Apparent specific volumes, ®y (a) and
partial specific compressibilities, @ (b) are plotted as a function of protein concentration.
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However, at high protein concentrations we observed the opposite. Instead of a decrease, we
observed slightly higher specific volumes but substantially increased compressibility’s after
addition of glycerol. We note that the glycerol effect reverses at high protein concentrations
and hence probably also in very dense media such as films. Volume and flexibility of proteins
increase and reach values as found under dilute conditions without glycerol. In summary,
information about the volumetric properties of proteins in dense media such as in films or
deposits can be obtained from the experimental results. These are relevant to the understand-
ing of structure-formation processes in food stuffs where capillary, osmotic or hydrostatic
pressures are involved
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Einflussgrofien auf ein Hochfrequenz-Resonanz-Messsystem zur online-Fettgehaltsbe-
stimmung von Milch

Influencing factors on a high frequency-resonance-measuring-system for the online determination of the
milk fat content

Daniel Saalfeld, Mirjana Stulac

Die Zusammensetzung von Milch, insbesondere der Fettgehalt, variiert abhéngig von dem
Futter, der Verfassung der Kuh und der Jahreszeit.

Deswegen ist bei der Verarbeitung und Produktion von Konsummilch vor allem die stindige
Fettbestimmung wichtig, um den Mindestfettgehalt garantieren zu kdnnen. Neben den offline-
Methoden Rose-Gottlieb und Gerber, welche sich nicht fiir die kontinuierliche prozesstechni-
sche Uberwachung und Regelung eignen, sind bereits online-fihige Methoden auf dem
Markt. Dazu zéhlen die Nah-Infrarot-Technologie und die Dichtebestimmung. Die Genauig-
keit dieser beiden Methoden liegt allerdings bei 0,1 % Fett und ist damit fiir die Einstellung
des Fettgehalts von Konsummilch nicht ausreichend. Hierfiir ist eine Genauigkeit von <0,1 %
Fett notig, um das rechtzeitige Erkennen und Gegensteuern von Trends zu ermoglichen.

Im Rahmen eines Kooperationsprojektes wurde ein neuartiges Hochfrequenz-Resonanz-
Messsystem, unter praxisrelevanten Bedingungen, in einem inline Setup gepriift. Fiir die
Validierung und Kalibrierung dieses Systems wurde der Einfluss von der Stromungsge-
schwindigkeit, der Temperatur und des Fettgehaltes auf das Messsignal untersucht.

In Abb. 1 ist die Resonanzfrequenz bei einem Fettgehalt von 0,1 % als Funktion der Stro-
mungsgeschwindigkeit dargestellt. Es konnte festgestellt werden, dass eine Verdnderung der
Stromungsgeschwindigkeit bei konstantem Fettgehalt und unterschiedlichen Temperaturen
keinen Einfluss auf das Messsignal hat und somit als Einflussgroe ausscheidet. Dies ist, im
Hinblick auf die Verwendung des Messsystems in grolen Molkereien, durchaus positiv zu
sehen, da es den universellen Einsatz unabhéngig vom Rohrquerschnitt bzw. dem Volumen-
strom ermdglicht und somit an unterschiedlichen Stellen in der Produktion eingebaut werden
kann.
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Abb.1: Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf die Resonanzfrequenz bei einem Fettgehalt von 0,1 %

Zur Untersuchung einer weiteren prozesstechnischen Grofle wurde der Einfluss der Tempe-
ratur auf das Messsignal betrachtet.
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Abb. 2: Einfluss der Temperatur auf die Resonanzfrequenz bei unterschiedlichen Fettgehalten

ADbD. 2 zeigt die Resonanzfrequenz als Funktion der Temperatur bei unterschiedlichen Fettge-
halten. Wie zu erkennen, konnte ein signifikanter Einfluss auf das Messsignal, welcher auf
Grund des Messprinzips zu erwarten war, nachgewiesen werden. Dabei wurde ein exponenti-
eller Zusammenhang dritter Ordnung zwischen Resonanzfrequenz und Temperatur berechnet.

Neben den prozesstechnischen Gréflen hat auch die Zusammensetzung der Milch einen Ein-
fluss auf das Messsignal.
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Abb. 3: Einfluss der Fettgehaltes auf die Resonanzfrequenz eine Kalibrierfunktion erstellt,

die essentiell fiir die spétere
praktische Anwendung ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Stromungsgeschwindigkeit als
Einflussgrofe auszuschlieBen ist.

Die Temperatur sowie der Fettgehalt zeigten einen signifikanten Einfluss auf das Messsignal,
was bei der Erstellung der Kalibrierfunktion zu beachten ist. Hierfiir miissen Untersuchungen
durchgefiihrt werden, die auch beinhalten, ob die restlichen Bestandteile wie Laktose oder
Proteingehalt ebenfalls Auswirkungen auf die Resonanzfrequenz haben und somit in die
Kalibrierfunktion einbezogen werden miissen.

Dank: Das Forschungsvorhaben (KF2271412AK2) wird im Rahmen der ZIM — Kooperationsprojekte der AiF
Projekt GmbH gefordert.

Vergleich des Einflusses unterschiedlicher Salze auf die Aggregation von Beta-
Lactoglobulin

Comparison of the influence by different salts on the aggregation behaviour of beta-lactoglobulin

Daniel Saalfeld; Ronald Gebhardt

Durch vielfdltige technofunktionelle Eigenschaften und Einsatzmdglichkeiten hat das Milch-
protein Beta-Lactoglobulin (blg) in den vergangenen Jahren immer mehr an Bedeutung fiir
die Nahrungsmittelindustrie gewonnen. Weitere Studien miissen die Zusammenhénge zwi-
schen dem umgebenden Milieu sowie den Prozessparametern wie z.B. Scherung, Temperatur
und hohem hydrostatischen Druck (HHP) aufzeigen, um die funktionellen Produkteigenschaf-
ten gezielt verdndern zu kénnen.

Ein mogliches Werkzeug fiir neue Wege der Funktionalisierung stellt die HHP - Technologie
dar. Fiir blg unter Hochdruck konnte gezeigt werden, dass sowohl die Konformation als auch
die Aggregation von blg beeinflusst wird [1]. Dagegen ist noch ungeklart, inwieweit die
Zugabe von Salzen gemill der Hofmeister - Serie Einfluss auf die Struktur von blg unter
Hochdruck nimmt. Ausgehend von den Chloriden, die als Nullpunkt der Serie gelten, wurde
gezeigt, dass die Effekte der reinen Hochdruckbehandlung verstérkt werden kénnen [2]. Zum
Vergleich sollte der Einfluss von Nitraten bestimmt werden, die laut Hofmeister die Protein-
stabilitét herabsetzen und somit die Denaturierung foérdern.
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Aus diesem Grund erfolgten Untersuchungen zur hochdruckinduzierten Aggregation einer
5 %igen (w/w) blg-Losung unter Variation des Salzgehaltes und des Drucks. Im Anschluss an
die Behandlung wurden die Proben hinsichtlich Partikelgrole und gegebenenfalls Gelstirke
untersucht. Durch die Analyse mittels RP-HPLC wurde der Denaturierungsgrad von blg
bestimmt. Abb. 1 zeigt den Einfluss des Drucks auf die PartikelgrofBe in Losung verschiedener
Salzmilieus. Es wird ersicht-
lich, dass ohne Salzzugabe
mit steigendem Druck in der
o 100 MM NaNO, reinen blg-Losung keine
ot Verinderung an der Parti-

kelgroBe hervorgerufen wird.

100 mM KNO,

E 5 . Im Gegensatz dazu konnte
E 100 mM NaCl_~ durch Zugabe von Salzen
24 . .
S A mit Konze.ntratlc?nen von 100
=3 100 mM KCI mM bereits bei Atmosphi-
) - rendruck eine Aggregation
. e

von blg beobachtet werden.
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Abb. 1: Einfluss des Drucks bei verschiedenen Salzen auf die Partikelgrofle mng mit stelgend'em Druck
einer behandelten 5 % (w/w) blg-Losung ist durch den Einsatz der

Chloride eine Abnahme der
Partikelgrofle zu erkennen, wohingegen durch die Nitrate ein Wachstum der Partikel verur-
sacht wurde. Des Weiteren kam es bei Zugabe von NaNOj; bzw. KNOs zur Ausbildung eines
geringen Anteils an groBeren Aggregaten mit einem Durchmesser von ca. 30 nm (in Abbil-
dung nicht gezeigt). Dies ldsst darauf schlieen, dass die Konformation von blg durch Nitrate
stirker beeinflusst wird als durch Chlorid. In Ubereinstimmung mit der Reihenfolge in der
Hofmeister - Serie sinkt die Proteinstabilitit, wodurch die Moglichkeit zur Bildung neuer
Disulfildbriicken auf Grund der zunehmenden Freilegung von reaktiven Thiolgruppen steigt.
Fiir das weitere Verstidndnis der Salzwirkung auf blg unter Hochdruck wurden Untersuchun-
gen mit zweiwertigen Salzen (CaCl, bzw. Ca(NOs),) durchgefiihrt. Die Wahl fiel dabei auf
die Calciumsalze, da bekannt ist, dass Calcium zum einen in der Lage ist Calciumbriicken
auszubilden und zum anderen neben Kalium als Hauptbestandteil der Salze in Kuhmilch
enthalten ist.

B-lg without salt

In Abb. 2 ist der Denaturierungsgrad (a) und die Gelstirke einer 5 %igen (w/w) blg-Losung
mit 100 mM Ca(NOs), bzw. CaCl, als Funktion des Drucks dargestellt.
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Abb. 2: Einfluss des Drucks auf a) den Denaturierungsgrad und b) die Gelstirke einer behandelten 5 % (w/w)
blg-Losung mit 100mM CaNO; bzw. CaCl, Zusatz

Dabei wird ersichtlich, dass durch Zugabe der Calciumsalze eine Gelbildung von blg indu-
ziert werden kann, wobei die Starke des Gels mit zunehmendem Druck ansteigt. Anhand des
Vergleichs der Denaturierungsgrade zwischen den Salzen konnte beobachtet werden, dass ca.
70% des blg aufgefaltet vorliegen muss damit eine Gelbildung einsetzte. Vergleicht man auch
hier wieder den Einfluss der mehrwertigen Salze auf die Struktur von blg, so ist ein signifi-
kanter Unterschied sichtbar. Dieser duBlert sich deutlich in der Stirke der entstandenen Gele.
Waihrend bei CaCl, erst bei Driicken ab 400 MPa die Gelbildung beginnt, konnte durch Zuga-
be von Ca(NOs), bereits bei Driicken ab 200 MPa ein Gel erhalten werden. Dies bestitigt die
Annahme, dass Nitrate im Vergleich zu Chloriden die Proteinstruktur stirker destabilisieren.
Die weitere Zunahme der Gelstérke mit steigendem Druck kann durch die zunehmende Auf-
faltung des Proteins, die zur Freilegung der freien reaktiven Thiol- und Carboxylgruppen
fithrt, erklart werden. Daraus resultiert einerseits die Mdoglichkeit der Bildung von weiteren
vernetzenden Disulfidbriicken. Andererseits ist das Calcium in der Lage, Wechselwirkungen
mit den Carboxylgruppen des Proteins einzugehen und die Gelstruktur weiter zu stabilisieren.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von einwertigen (Na*, K*) und zweiwertigen (Ca*") Chlo-
riden bzw. Nitraten in Kombination mit HHP auf die Strukturbildung von blg getestet. Wah-
rend die Zugabe einwertiger Salze in 1slichen Aggregaten resultierte, kam es bei den zwei-
wertigen Calciumsalzen zu Gelbildung. Die Aggregatgrofie lieB3 sich je nach Art des Anions
der einwertigen Salze vergrofern oder verkleinern. Im Vergleich zu CaCl, [2] konnte nach
Zugabe von Ca(NO3),, sowohl der Denaturierungsgrad als auch die Stérke der resultierenden
Gele erhoht werden. Zukiinftig sollen die hier betriebenen Hochdruckexperimente zum Ver-
stindnis der thermisch induzierten Partikulierung und Gelbildung beitragen, da der Einsatz
von Hochdruck die getrennte Untersuchung von Auffaltung und Aggregation erlaubt.
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Investigation of casein micro-particles in casein/pectin blend film
Untersuchung von Casein Mikropartikeln in Casein-Pektin Filmen

. * * . .
Yu Zhuang, Julia Sterr , Ronald Gebhardt ('TUM Lehrstuhl fiir Lebensmittelverpackungstechnik)

In recent years, interest has grown for studying micro-particle as a carrier of bioactive com-
pounds. Apart from its packaging function, polymer based films is an ideal object to study
phase transformation, structure formation or deformation. Bonnaillie and his co-workers
reported that aggregates appeared when 1.0% pectin was added to the casein-based film, and
these aggregates altered the mechanical properties of film [1]. This phenomenon is a result of
volume exclusion effect between polymers at neutral pH. However, little knowledge was
obtained on casein particles. Our study applied confocal Raman microscopy to investigate
casein micro-particles after adding of pectin in films. The spatial distribution of casein micro-
particle and pectin was explored in films

We prepared films from a mixed casein/pectin solution (mixing ration 1:0.1 w/w) under neu-
tral pH condition. 2 ml of the solution was carefully deposited onto cut-edge glass slides.
They were dried under 30% relative humidity at 20°C for 48 hours. Raman spectra were
obtained at room temperature using a confocal Raman microscopy (Alpha 500, WITec
GmbH, Germany). Raman images were recorded by combining single spectra with a vertical
depth scan of 60 pm x 20 pm. CH-deformation of carbohydrate ring configuration was used
to identify pectin. And Amide I band indicated the appearance of casein. Fig. 1 shows a
color-coded Raman image generated by integration over selected vibration bands for casein-
rich region (blue) and pectin-rich region (green). It is clear shown that casein formed a micro-
particle and pectin surrounds its surface. The aggregated structures were a result of the vol-
ume exclusion effects, which occurred, as the casein was concentrated during film formation

[2].

Fig. 1: Color-coded Raman microscopic image by integration over selected vibrational bands in vertical direc-
tion, casein-rich region (blue), and pectin-rich region (green)

A flat ellipsoidal structure of casein micro-particle was also observed in Fig.1. We attributed
this kind of micro-particle deformation to the compression induced by capillary pressure in
vertical direction during drying. Interestingly, this observation is in agreement with a previous
study on casein micelle film, which revealed single casein micelle became compressed in
films [3].
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In order to investigate the structure of casein micro-particles, we dissolved casein/pectin films
in solution. Casein micro-particle can be isolated from pectin matrix and released into solu-
tion. We can visualize a casein micro-particle in solution by optical microscopy. A clear
round structure was observed. Similar to the micro-particles in films states, the size of this
round structure was approximately 15 pm. This process shows a potential to further use ca-
sein micro-particle as carrier for bioactive components, such as polyphenol or vitamins.

To conclude, casein micro-particle could be fabricated through film formation process with
assistance of pectin. Drying process concentrated micellar casein into micro-particles. In
future studies, swelling properties of the micro-particles, after they separated from the pectin
matrix, should be investigated in detail. It is also worth to study their inner structure (integrity
and connectivity of CM) to understand formation and properties of the film structures. We
also plan to vary drying conditions, such as temperature and relative humidity, to generate
micro-particles of various size and elasticity.
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¢ Husby, S: Influence of the removal of proteins on the efficiency of the reverse osmosis and
the nanofiltration used to produce high yield milk and whey concentrates

e Meyer, P, Husby, S, Kulozik, U: High enrichment of milk and whey with reduced energy
demand by means of a membrane cascade with novel dynamic filtration devices
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2014 ADSA-ASAS-CSAS Joint Annual Meeting “Linking Animal science and Animal
Agriculture: Meeting the Global Demands of 2050”, Kansas City / USA, 20.-24.07.2014

e Holzmiiller, W, Kulozik, U: Separation of proteins from the milk fat globule membrane
with minimal losses

e Kulozik, U: Autocatalytic multistage gel formation reaction in dairy based systems in
relation to compositional factors

19" International Drying Symposium, Lyon / Frankreich, 25.-27.08.2014
e Ambros, S, Dombrowski, J, Kulozik, U: Microwave vacuum drying of probiotics
7™ International Whey Conference, Rotterdam / NL, 07.-09.09.2014

e Dombrowski, J, Johler, F, Kulozik, U: Understanding the role of heat-induced structural
changes of B-lactoglobulin in relation to its foaming properties

e Kulozik, U: Membrane separation techniques in whey concentration and fractionation and
ways to control deposit formation

e Saalfeld, D, Kulozik, U: The effect of nitrates and chlorides on the aggregation behaviour
of beta-lactoglobulin during high pressure processing

o Wolz, M, Kulozik, U: Extrusion cooking as a new process for the microparticulation of
whey proteins using high protein concentrations

FEI-Jahrestagung "Beitrige Industrieller Gemeinschaftsforschung fiir den Innovations-
& Produktionsstandort Deutschland*, Freising, 09.-10.09.2014

e Kulozik, U: Neue Wege zur Erzeugung von bioaktiven oder technologisch aktiven Pepti-
den mit blutdrucksenkenden bzw. grenzflichenaktiven Eigenschaften

Technology Seminar Weihenstephan - Food Bioprocessing: New functionalities through
production, concentration and stabilization of biologically active components, Freising,
17.-19.09.2014

e Ambros, S, Bauer, SAW, Kulozik, U: Fundamental aspects and differentiation of drying
methods and storage conditions for the preservation of microbial cultures

e Bauer, SAW: Effect of the culturing conditions on the resistance of starter cultures and
probiotic bacteria against thermal and dehydration stress

e Eschlbeck, E, Kulozik, U: Effect of microbial surface properties on adhesion properties to
solid and physiological surfaces

o Heidebrecht, HJ: Separation of immunoglobulins from milk

e Heidebrecht, HJ: Sensitivity of immunoglobulins and their reactivity to processing stress

e Kleemann, C, Kulozik, U, Selmer, I, Smirnova, I, Heinrich, S: Aerogels as a novel adsorp-
tive matrix to encapsulate physiologically active components

e Kulozik, U: Separation methods in food technology and bioprocessing applications - Fun-
damentals and new perspectives -

e Kulozik, U: Fractionation of caseinomacropeptide (CMP) and removal from rennet whey
for infant food manufacture by enzymatic crosslinking and other means

e Leeb, E, Kulozik, U: Targeted enzymatic hydrolysis of proteins to produce bioactive or
technologically valuable peptides

e Voswinkel, L, Kulozik, U: Removal of B-lactoglobulin as single target protein from whey
to reduce the allergenic potential of whey products

e Wiirth, R, Forst, P, Kulozik, U: Protection of probiotic microorganisms by microencapsu-
lation
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Weihenstephaner Milchwirtschaftliche Herbsttagung, Freising-Weihenstephan,
09.-10.10.2014

e Meyer, P, Husby, S, Kulozik, U: Energiesparendes Hochkonzentrieren von Milch und
Molke mittels Membranverfahren in Kaskadenschaltung

e Dumpler, J, Kulozik, U: ,,Quo vadis Magermilchkonzentrat?* — Losungsansétze fiir (ultra)
hocherhitzbare Magermilchkonzentrate hoher Trockenmasse

e Gebhardt, R, Ueda I, Kulozik, U; Untersuchungen intermolekularer Wechselwirkungen
von B-Lactoglobulin mithilfe der statistischen und dynamischen Lichtstreuung

BLE Innovationstage 2014 - Neue Ideen fiir den Markt, Bonn, 15.-16.10.2014

e Kulozik, U, Marx, M, Dumpler, J: Neue ressourcen- und energiesparende Prozesse zur
Herstellung, Vertrieb/Logistik und Einsatz von Milch- und Molkekonzentraten als Ersatz
fiir Milch- und Molkepulver

Treffen des Arbeitskreises ,,Schnittstellenproblematik bei Aseptikanlagen“ des VDMA,
Frankfurt am Main, 17.10.2014

e Eschlbeck, E, Kulozik, U: Einflussfaktoren auf die Inaktivierung von Mikroorganismen
auf Packstoffoberflichen mittels gasférmigem Wasserstoffperoxid - Erzeugung bakterieller
Sporen im Submersverfahren

8" International Congress of Food Technologists, Biotechnologists and Nutritionists,
Opatija / Kroatien, 21.-24.10.2014

e Eschlbeck, E, Kulozik, U: Decontamination with gaseous H202 depends on bacterial
surface hydrophobicity

e Heidebrecht, HJ, Toro Sierra, J, Kulozik, U: Process Options to Obtain an Immunoglobulin
- Rich Whey Protein Concentrate for Human Health Issues

e Zhuang, Y, Kulozik, U, Gebhardt, R: Effects of high-methoxyl pectin on assembly of
casein micelles on films

8. MIV-Ideenbérse Forschung ,,Unsere Milch in alle Welt“, Fulda, 12.-13.11.2014
¢ Kulozik, U: Uberblick zur Technologieoptimierung nicht-fermentierter Milcherzeugnisse

28" EFFoST International Conference | 7th International Food Factory for the Future
Conference, Uppsala / Schweden, 25.-28.11.2014

e Eschlbeck, E, Pruf3, K, Kulozik, U: Decontamination with gaseous H,O, depends on bacte-
rial surface hydrophobicity

e Ambros, S, Kulozik, U: Microwave freeze drying: A promising substitute for conventional
freeze drying shown by the preservation of berries

Sitzungen der Projektbegleitenden Ausschiisse der AiF/FEI und BLE-Forschungsvor-
haben

e Ambros, S, Kulozik, U: Entwicklung eines energieeffizienten, mikrowellenunterstiitzen
Vakuumtrocknungsverfahrens zur schonenden Herstellung von mikrobiellen Kulturen,
AiF-FV 17124 N, Freising, 03.11.2014

e Bauer, SAW, Kulozik, U: Ressourcenschonende Produktion und Anwendung mikrobieller
Kulturen fiir Milcherzeugnisse, BLE 281740111, Freising, 03.07.2014

e Brand, J, Kulozik, U: Eiklarproteinfraktionierung zur Verbesserung der Verschaumungsei-
genschaften und Pasteurisierbarkeit der entstandenen Fraktionen, AiF-FV 17479 N, Neu-
enkirchen-Vorden, 04.12.2014
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e Dombrowski, J, Kulozik, U: AiF-FV 17124 N ,,Charakterisierung der Struktur und Dyna-
mik von proteinstabilisierten Schdumen®, AiF/DFG-CV PAK 551/0 ,,Proteinschdume in
der Lebensmittelproduktion: Mechanismenaufklarung, Modellierung und Simulation, Ber-
lin, 27.05.2014

e Dombrowski, J, Kulozik, U: AiF-FV 17124 N ,,Charakterisierung der Struktur und Dyna-
mik von proteinstabilisierten Schiumen®, Abschlusssymposium des AiF/DFG-CV PAK
551/0 ,,Proteinschdume in der Lebensmittelproduktion: Mechanismenaufkliarung, Model-
lierung und Simulation, Bonn, 26.09.2014

e Eschlbeck, E, Kulozik, U: Einflussfaktoren auf die Inaktivierung von Mikroorganismen
auf Packstoffoberflichen mittels gasformigem H202, AiF-FV 17721 N, Freising,
29.09.2014

e Kleemann, C, Kulozik, U, Selmer, I, Smirnova, I, Heinrich, S: Hochpordse Aerogelpartikel
aus Protein als Trigermatrix fiir sensitive und sensorisch storende Stoffe in Lebensmitteln,
AiF-FV 17485 N, Freising, 09.05.2014

e Marx, M, Dumpler, J, Kulozik, U: Neue ressourcen- und energiesparende Prozesse zur
Herstellung, Vertrieb/Logistik und Einsatz von Molkenkonzentraten als Ersatz fiir Mol-
kenpulver, BLE 313.06.01-28-174.005-11, Freising, 24.10.2014

e Meyer, P, Kulozik, U: Hochkonzentrieren von Milch und Molke durch Membrantrenn-
technik mit reduziertem Energieverbrauch, AiF-FV 16836 N, Freising, 28.05.2014

e Wolz, M, Kulozik, U: Mikropartikulierung von Molkenproteinen mittels Heilextrusion,
AiF-FV 17140 N, Freising, 04.11.2014

Posterprisentationen
DESY Photon Science Users' Meeting, Hamburg, 31.01.2014

e Steinhauer, T, Perlich, J, Kulozik, U, Gebhardt, R: Deposit structure of milk proteins for-
med during frontal filtration

e Gebhardt, R, Steinhauer, T, Meyer P, Perlich, J, Kulozik, U: Cross-flow Filtration Cell for
X-ray Studies on Proteins in Deposit Layers

Users' Meeting 2014 & Associated Workshops — ESRF, Grenoble / Frankreich, 04.-
05.02.2014

e Gebhardt, R, Meyer, P, Steinhauer, T, Reynolds, M, Burghammer, M, Kulozik, U: Effect
of filtration forces on the internal structure of casein micelles: Nanobeam SAXS in a single
membrane pore

Jahrestreffen der ProcessNet-Fachgruppen ,,Mechanische Fliissigkeitsabtrennung® und
»Irocknungstechnik®, Karlsruhe, 19.-21.02.2014

¢ Meyer, P, Kulozik, U: Konzentrierung von Magermilch mittels dynamischer Ultrafiltration
mit rotierenden Membranen

Jahrestreffen der ProcessNet-Fachgruppe Lebensmittelverfahrenstechnik, Freising, 26.-
28.02.2014

e Schmitz-Schug, I, Kulozik, U, Forst, P: Lysinverluste wihrend der Spriihtrocknung von
Milchpulvern: Einfluss des physikalischen Zustands und der Trocknungskinetik

e Voswinkel, L, Kulozik, U: Direct capture membrane adsorption chromatography for crude
cheese whey at technical scale

e Dombrowski, J, Dechau, J, Holzmiiller, W, Kulozik, U: Impact of pH and temperature on
the structure and foaming properties of casein micelles
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e Leeb, E, Cheison, S, Kulozik, U: Thermal pre-treatment of f-Lactoglobulin to increase the
production of functional peptides by enzymatic hydrolysis

e Meyer, P, Kulozik, U: Application of a membrane cascade to produce milk and whey
concentrates with reduced energy demand

e Wiirth, R, Forst, P, Kulozik, U: Spray drying for gentle microencapsulation of probiotics

e Holzmiiller, W, Kulozik, U: Alternative methods for the isolation of milk fat globule
membrane to reduce the loss on milk fat globule membrane proteins

Infotag Membrantechnik ,,Neuentwicklungen Cross Flow Filtration — Membranen,
Module und Prozesse®, Frankfurt am Main, 09.04.2014

e Heidebrecht, HJ, Toro Sierra, J, Kulozik, U: Fraktionierung von bovinen Immunglobulinen
in Milch mittels Mikrofiltration

15th Food Colloids Conference, Karlsruhe, 13.-16.04.2014

e Dombrowski, J, Johler, F, Kulozik, U: Understanding the role of heat-induced structural
changes of B-lactoglobulin in relation to its foaming properties

e Dumpler, J, Kulozik, U: Changes in the composition of milk serum and its influence on
heat stability of concentrated milk

e Heidebrecht, HJ, Kulozik, U: A Process Option to obtain a bioactive Whey Protein Con-
centrate

e Saalfeld, D, Kulozik, U, Gebhardt, R: Influence of pH and salt concentration during high
pressure processing on § —Lactoglobulin

e Zhuang, Y, Kulozik, U, Gebhardt, R: Effects of high-methoxyl pectin on casein based thin
film

7™ International Whey Conference, Rotterdam / NL, 07.-09.09.2014

e Marx, M, Kulozik, U: Influence of the dry matter content and composition of whey con-
centrates on the thermal stability of proteins and spores

e Saalfeld, D, Kulozik, U, Gebhardt, R: The effect of nitrates and chlorides on the aggrega-
tion behaviour of B -Lactoglobulin during high pressure processing

Deutsche Tagung fiir Forschung mit Synchrotronstrahlung, Neutronen und Ionenstrah-
len an Grofigeriten 2014, Bonn, 21.-23.09.2014

e Zhuang, Y, Sterr, J, Kulozik, U, Yang C, Zhao, N, Bian, F, Tian, F, Gebhardt, R:
Nano/mesoscale structures of protein-polysaccharide systems

28™ EFFoST International Conference 7th International Food Factory for the Future
Conference, Uppsala / Schweden, 25.-28.11.2014

e Ambros, S, Kulozik, U: The potential of pulsed microwave vacuum drying for energy-
efficient conservation of probiotics and starter cultures

Veroffentlichungen

Peer reviewed

Aschenbrenner, M, Grammiiller, E, Kulozik, U, Forst, P: The contribution of the inherent
restricted mobility of glassy sugar matrices to the overall stability of freeze-dried determined
by low resolution solid state IH-NMR, Food Bioprocess Technol, 7, 4, 1012-1024, 2014

Baruk¢ié, 1, Bozanié¢, R, Kulozik, U: Effect of pore size and process temperature on flux,
microbial reduction and fouling mechanisms during sweet whey cross-flow microfiltration by
ceramic membranes , Int. Dairy J, 39, 8-15, 2014
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Baum, M, Schantz, M, Leick, S, Berg, S, Betz, M. Frank, K, Rehage, H, Schwarz, K,
Kulozik, U, Schuchmann, H, Richling, E: Is the antioxidative effectiveness of a bilberry
extract influenced by encapsulation? J. Sci. Food Agr. 94 (11) 2301-2307, 2014

Brand, J, Pichler, M, Kulozik,U: Enabling egg white protein fractionation processes by pre-
treatment with high-pressure homogenization, J. of Food Engineering, 132, 48-54, 2014

Eggert, A, Miiller, M, Nachtrab, F, Dombrowski, J, Rack, A, Zabler, S: High-speed in-
situ tomography of liquid protein foams, International Journal of Materials Research, 105 (7)
632-639, 2014

Gebhardt, R: Effect of filtration forces on the structure of casein micelles, J Applied Crys-
tallography, 47, 29-34, 2014

Gebhardt, R, Petkeviciute, I: 3-Lactoglobulin films with spiral cracks, Food Structure, 1 (2)
155-163, 2014

Gebhardt, R, Teulon, JM, Pellequer, JL, Burghammer, M, Colletierdef, JP, Riekel, Chr:
Virus particle assembly into crystalline domains enabled by the coffee ring effect, Soft Mat-
ter, 10, 5458-5462, 2014

Gebhardt, R, Kulozik, U: Simulation of the shape and size of casein micelles in a film state,
Food & Function, 5, 780-785, 2014

Hausmann, A, Sanciolo, P, Vasiljevic, T, Kulozik, U, Duke, M: Performance assessment of
membrane distillation for skim milk and whey processing, 97, 1, 56,-71, 2014

Leeb, E, Holder, A, Letzel, T, Cheison, SC, Kulozik, U, Hinrichs, J: Fractionation of dairy
based functional peptides using ion-exchange membrane adsorption chromatography and
cross-flow electro membrane filtration, Int. Dairy J, 38, 116-123, 2014

Schmitz-Schug, I, Gianfrancesco, A, Niederreiter, G, Forst, P, Kulozik, U: Reaction
kinentics of lysine loss in a model dairy formulation as related to the physical state. Food
Bioprocess Technol, 7, 3, 877-886, 2014

Steinhauer, T, Kulozik, U, Gebhardt, R: Structure of milk protein deposits formed by
casein micelles and p-lactoglobulin during frontal microfiltration, J Membrane Sci, 468, 126-
132,2014

Strixner, T, Sterr, J, Kulozik, U, Gebhardt, R: Structural Study on Hen-egg Yolk High
Density Lipoprotein (HDL), Granules, Food Biophysics, 9, 314-321, 2014

Ueda, I, Riegel, I, Kulozik, U, Gebhardt, R: Effect of Hydrostatic pressure treatment on the
structure-foaming relationships of 3-Lactoglobulin, High Pressure Research, doi.org/10.1080/
08957959.2014.967768

Vinderola, G, Burns, P, Binetti, A, Torti, P, Kulozik, U, Forzani, L, Renzulli, P, Re-
hinheimer, G: Adminstration of caseinomacropeptide-enriched to mice enhances the calcium
content of femur in a low-calcium diet, Int. Dairy J, doi:10.1016/j.idairyj.2014.12.005, 2014

Voswinkel, L, Kulozik, U: Fractionation of all major and minor whey proteins with radial
flow membrane adsorption chromatography at lab and pilot scale, Int. Dairy J, 39, 209-214,
2014

Zhuang, Y, Sterr, J, Kulozik, U, Gebhardt, R: Application of confocal Raman microscopy
to investigate casein micro-particles in blend casein/pectin films, Int. J Biol Macromol,
doi:10.1016/j.ijbiomac.2014.11.017, 2014
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Congress Proceedings/Praxisorientierte Publikationen

Leeb, E, Kulozik, U: Trennung durch Bindung — Fraktionierung funktioneller Peptide mittels
ionenaustauschbasierter Membranadsorptionschromatographie, Labor&More, 7, 30-34, 2014

Kulozik, U, Dombrowski, J, Hanke, R, Eggert, A: Charakterisierung der Struktur und Dy-
namik von proteinstabilisierten Schaumen (AIF 17124 N), in: Zentrale Ergebnisse des
DFG/AIF-Clusterprojektes Proteinschdume in der Lebensmittelproduktion: Mechanismenauf-
klarung, Modellierung und Simulation, Hrsg. Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V.
(FEI), 51-65, ISBN: 978-3-925032-53-0, 2014

Dombrowski, J, Kulozik, U, Eggert, A, Hanke, R: Neue Methoden zur zwei- und dreidi-
mensionalen in-situ Charakterisierung von Schaumen, FOOD-Lab, 4 (14) 4-6, 2014

Livney, Y. D, Kulozik, U, Gebhardt, R.: Delivery of Functionality in Complex Food Sys-
tems: Physically Inspired Approaches from Nanoscale to Microscale: 5th Symposium, Food
Biophysics, 9, 301-303, 2014 (Editorial)

Technologietransfer/Organisation von wissenschaftlichen Veran-
staltungen (im Berichtszeitraum aktive Forschungsvorhaben)

Weihenstephaner Milchwirtschaftliche Herbsttagung des Verbandes Weihenstephaner Milch-
wirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. 9.-10. Oktober 2014 in Weihenstephan

Technology Seminar “Food Bioprocessing: New functionalities through production, concen-
tration and stabilization of biologically active components”, September 17th -19th, 2014

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

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 17479 N Eiklarproteinfraktionierung zur Verbesserung der Verschdumungseigen-
schaften und Pasteurisierbarkeit der entstandenen Fraktionen, Laufzeit 01.04.2012 -
31.12.2014

AIF-FV 17477 N Entwicklung eines mirowellenunterstiitzten Vakuumtrocknungsverfahren
zur schonenden und effizienten Herstellung von mikrobiellen Kulturen, Laufzeit 01.04.2012 —
31.12.2014

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

AIF-FV Einflussfaktoren auf die Inaktivierung von Mikroorganismen auf Packstoffoberfla-
chen mittels gasformigem H202 01.04.2013 —30.09.2015

AIF 17485 N Hochpordse Aerogelpartikel aus Protein als Trigermatrix fiir sensitive und
sensorisch storende Stoffe in Lebensmitteln 01.09.2013 — 29.02.2016

AIF 18126 N Gewinnung B-Lactoglobulin-freier Molkenerzeugnisse mittels selektiver ther-
mischer Aggregation und Fraktionierung der entstandenen Komponenten 01.04.2014 —
30.09.2016

AIF 18122 N ,,Separate Funktionalisierung der Eigelbhauptfraktionen Granula und Plasma
zur Steigerung von deren Emulgiereigenschaften 01.04.2014 — 30.09.2016
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AIF-ZIM/KF:2271412AK2: Hochfrequenz-Resonanz-Messsystem zur Bestimmung von
Fliissigkeitskonzentrationen 01.10.2013 — 31.03.2015

BLE Vorhaben: Neue ressourcen- und energiesparende Prozesse zur Herstellung, Vertrieb/
Logistik und Einsatz von Milch- und Molkekonzentraten als Ersatz fiir Milch und Molkepul-
ver, Laufzeit 15.07.2012 — 14.09.2016

DFG 2375/1-1: Struktur und Bildung von Kasein-Mizellen-Ablagerungen auf pordsen Ober-
flaichen wahrend der Mikrofiltration, Laufzeit 01.10.2012 — 31.10.2014

BLE Verbundprojekt RESOCULT: Ressourcenschonende Produktion und Anwendung mik-
robieller Kulturen fiir Milcherzeugnisse, Laufzeit 01.02.2013 — 31.03.2016

sowie ein weiteres bilateral finanziertes Forschungsprojekt

Typpriifungen

Typpriifung 6600 INF/070 — Hocherhitzungsanlage der Fa. GEA TDS GmbH am 24./25.06.
in Schwibisch Hall, Hohenloher Molkerei eG

Exkursionen

31.01.2014 Fachexkursion mit 20 Studenten im Rahmen der Vorlesung Biopro-
zesstechnik zur Fa. Roche, Penzberg

09.06.—13.06.2014  Fachexkursion mit 37 Studenten des Studiengangs Technologie und
Biotechnologie der Lebensmittel zu Lebensmittel— und Zulieferbetrie-
ben (Raum Graz, Wien, Linz)

10.06. — 13.06.2014  Fachexkursion mit 30 Studenten des Studiengangs Bioprozesstech-
nik/Molekulare Biotechnologie zu Lebensmittel- und Zulieferbetrie-
ben (Raum Ulm, Stuttgart, Frankfurt)

01.09.-03.09.2014  Fachexkursion mit 15 Studenten im Rahmen der Vorlesung Technolo-
gie der Milch- und Milchprodukte (Raum Leutkirch, Friedrichshafen,
Sulgen, Feldkirch, Ravensburg, Schongau)

Partnerschaft Technische Universitit Miinchen in bayerischen
Gymnasien

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

Staatliches Gymnasium, Miinchen-Moosach (StD René Horak)

Katharinen-Gymnasium, Ingolstadt (OStD Dr. Reinhard Kammermayer)
Gnadenthal-Gymnasium, Ingolstadt (OStD Kurt Miiller)
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Zusammenarbeit mit wissenschaftlichen Expertengremien und
Organisationen bzw. Mitarbeit in Hochschulgremien

Kulozik, U.

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

Berufenes Mitglied in der International Academy of Food Science and Technology
(TAFoST)

Mitglied im Wiss. Ausschuss des Forschungskreises der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI)
Mitglied im Wissenschaftlichen Beirat des Milchindustrieverbandes (MIV) e.V.
Mitglied im Technologieausschuss des Verbandes Deutscher Marktmolkereien (VDM)
Gewihltes Mitglied des Studienfakultitsrates Brau- und Lebensmitteltechnologie

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

Gewdbhlter Gutachter der Allianz Industrie Forschung (AIF) "Otto von Guericke" e.V. zur
Evaluierung von Forschungsantragen an das Bundesministerium fiir Wirtschaft und Tech-
nologie (BMWi)



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

Adresse

WM
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B|L

Geschdfisfiihrung:
Melanie Marx, Christian Kleemann

Vorstand:
Prof. H.C. Langowski

Weihenstephaner Berg 1

D - 85354

Telefon:
Telefax:
Email:

Internet:

Freising-Weihenstephan

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 iiber 100 Jahren stetig wachsender unabhéngiger Berufsverband fiir die Lebensmittel-
und Bioprozesstechnikbranche mit derzeit 1881 Mitgliedern (Stand 31.12.2014). Im Ge-
schiftsjahr 2014 ist die Mitgliederzahl des Verbandes um 65 Mitglieder gestiegen.
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Entwicklung der Mitgliederzahl des Verbandes in den letzten 25 Jahren (Stand: 31.12.2014)
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Der Verband setzt sich im Wesentlichen zur Hélfte aus studentischen Mitgliedern verschiede-
ner Fachrichtungen (Lebensmittel- und Biotechnologie, Bioprozesstechnik, Brauwesen, Er-
ndhrungswissenschaft, 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 Universitit und Industrie.

Der Verband bietet seinen Mitgliedern:

1. Finanzielle Unterstiitzung bei Fachexkursionen
a.  Bezuschussung privat organisierter Exkursionen zu Messen, Tagungen o.4.
b.  Bezuschussung universitarer Exkursionen

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

3. Preise fiir herausragende wissenschaftliche Arbeiten
a.  Bachelor: € 500,-
Master: € 1000,-

c.  Doktorarbeiten: € 2000,-

4. Eine Netzwerk-Plattform
a.  Uber 1800 Mitglieder (studiengangiibergreifend)
Ein jéhrlich erscheinendes Mitgliederverzeichnis
c.  Jahrliches Ehemaligentreffen

5. Informationsaustausch zwischen Industrie und Universitit
a.  Wissenschaftlicher Jahresbericht iiber aktuelle Forschungsthemen
. RegelmiBig erscheinende Email-Nachrichten zum Campus Weihenstephan
c.  Weihenstephaner Milchwirtschaftliche Herbsttagung mit Fachvortrigen,
Mitgliederversammlung und Kéasebuffet (Ehemaligentreffen)
d.  Einladung zu Weihenstephaner Tagungen, Veranstaltungen und Messen

Versammlungen und geforderte Exkursionen

Versammlungen:
Vorstandssitzung am 19.03.2014
Vorstandssitzung am 08.10.2014

Mitgliederversammlung am 09.10.2014
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Lehrstuhlexkursionen:
12.05. — 14.05. unter Leitung des Lehrstuhls fiir Lebensmittelverpackungstechnik (Prof. Dr.
Horst-Christian Langowski) der TUM mit 11 WMBL-Studenten zur Messe Interpak

09.06. — 12.06. unter Leitung des Lehrstuhls fiir Lebensmittelverpackungstechnik (Prof. Dr.
Horst-Christian Langowski) der TUM mit 12 WMBL-Studenten zu Lebensmittel- und Zulie-
ferbetrieben

09.06. — 14.06. unter Leitung des Lehrstuhls fiir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkerei-
technologie (Prof. Dr.-Ing. Ulrich Kulozik) der TUM mit 27 (21 WMBL) Studenten (BPT &
MBT) zu Lebensmittel- und Zulieferbetrieben im Raum Allgéu und Rhein-Main-Gebiet.

09.06. — 13.06. unter Leitung des Lehrstuhls fiir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkerei-
technologie (Prof. Dr.-Ing. Ulrich Kulozik) der TUM mit 37 (25 WMBL) Studenten zu Le-
bensmittel- und Zulieferbetrieben in Osterreich

10.06. — 13.06. unter Leitung des Lehrstuhls fiir Systemverfahrenstechnik (Prof. Dr.-Ing.
Heiko Briesen) der TUM mit 19 (2 WMBL) Studenten zu Lebensmittel- und Zulieferbetrie-
ben in Deutschland

02.07. — 05.07. unter Leitung von Prof. Dr. Dirk Rehmann mit 81 (29 WMBL) Studenten des
Studienganges Lebensmitteltechnologie der Hochschule Weihenstephan Triesdorf zu Le-
bensmittel- und Zulieferbetrieben in Bayern, Baden-Wiirttemberg und Sachsen.

01.09. — 03.09. unter Leitung des Lehrstuhls fiir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkerei-
technologie (Prof. Dr.-Ing. Ulrich Kulozik) der TUM mit 15 (9 WMBL) Studenten zu Le-
bensmittel- und Zulieferbetrieben in der Schweiz

22.09. — 25.09. unter Leitung von Prof. Dr. Dirk Rehmann mit 16 (1 WMBL) Studenten des
Studienganges Lebensmitteltechnologie der Hochschule Weihenstephan Triesdorf zu Le-
bensmittel- und Zulieferbetrieben in Norddeutschland

Privatexkursionen:

Neben den universitér organisierten Fachexkursionen wurde im Jahr 2014 auch 1 eigen-
initiativ organisierte Exkursion studentischer Mitglieder zu Fachmessen und —Tagungen be-
zuschusst. Informationen zur Forderung sowie der Forderantrag finden sich auf der Homepa-
ge des Verbandes.

Ehrungen anlasslich des Hochschultages und der
Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbst-
tagung

Preise fiir herausragende wissenschaftliche Arbeiten

Zum siebten Mal in Folge wurden in diesem Jahr zusétzlich zum Preis fiir ,herausragende

Diplom- und Masterarbeiten* Preise fiir die beste Bachelorarbeit und die beste Doktorarbeit
verliehen.
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Der mit € 500,- dotierte Preis fiir die beste Semester-/Bachelorarbeit wurde in diesem Jahr an
Frau Katharina Rotzer, B.Sc. aus Oberviechtach fiir ihre mit der Note 1,0 bewertete Ba-
chelorarbeit zum Thema ,, Kalibrierung eines optischen Sensorspots zur in-situ Sauerstoff-
messung unter Hochdruck* verlichen.

Der zum 19. Mal in Folge ausgeschriebene Preis des Verbands Weihenstephaner Milchwirt-
schaftler Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. fiir die beste Diplom-/Masterarbeit, der mit
€ 1000,- dotiert ist, wurde anlésslich der Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbstta-
gung am 09. Oktober 2014 an Frau Sonja Schrempf, M.Sc.. aus Landshut verliehen. In ihrer
Arbeit (Note 1,0) beschiftigte sie sich mit der , Beschreibung des Wérmeiibergangs von
Fruchtsuspensionen in Rohrstromungen .

Der Preis fiir herausragende Doktorarbeiten (€ 2000,-) wurde in diesem Jahr an zwei Preistré-
gerinnen verlichen:

Frau Dr. rer. nat. Stefanie Brunner aus Freising schloss ihre Promotion mit dem Titel ,, Ef-
fect of a dietary intervention to reduce the n-6/n-3 fatty acid ratio in maternal nutrition dur-
ing pregnancy and lactation on selected maternal and cord blood biomarkers in relation to
infant body composition up to 2 years of life* am Lehrstuhl fiir Erndhrungsmedizin mit magna
cum laude ab.

Frau Dr.-Ing. Iris Schmitz-Schug aus Miinchen schloss ihre Dissertation mit dem Titel “/m-
proving the nutritional quality of dairy powders - analyzing and modeling lysine loss dur-ing
spray drying as influenced by drying kinetics, thermal stress, physical state and molecular mobili-
ty” am Lehrstuhl fiir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkereitechnologie mit summa
cum laude ab.

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

Ehrung langjihriger Verbandsmitglieder

Neben den studentischen Preistriigern werden bereits seit vielen Jahren langjahrige Mitglieder
des Verbandes im Rahmen der Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbsttagung geehrt.

In diesem Jahr konnte Herrn Erich Frank, Herrn Werner Hackenschmied, Herrn Helmut Klin-
ger, Herrn Giinter Liebert, Herrn August Sauber und Herrn Adolf Wichmann zu ihrer 50-
jahrigen Mitgliedschaft gratuliert werden. Herrn Theo Kehm konnte zu seiner 60-jahrigen
Mitgliedschaft gratuliert werden.

Durch die langjihrige Treue haben die Jubilare Vorbildfunktion erworben. Den anwesenden
Jubilaren wurde ein Milchkrug mit dem Emblem des Verbandes iiberreicht.
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Verleihungsrichtlinien zum Preis fiir Semester-, Bachelor-,
Diplom-, Master sowie Doktorarbeiten von Verbandsmit-
gliedern

Priaambel

Der Verband Weihenstephaner Milchwirtschaftler, Bio- und Lebensmitteltechnologen e.V. ist einer
der traditionsreichsten Hochschulverbénde mit tiber 1800 Mitgliedern. Das stetige Wachsen des Ver-
bands ist eng mit den Erfolgen der Absolventen der Lebensmittelforschung in Weihenstephan verbun-
den. Der Verband mochte durch die Vergabe eines Preises fiir herausragende Studien-/For-
schungsleistungen die Verbundenheit zu den Forschungsinstituten noch stirker zum Ausdruck bringen
und die studentischen Mitglieder dazu ermutigen, sich an den Einrichtungen der Lebensmittelfor-
schung weiter zu engagieren.

Dotierung

Die Preise werden je nach Kategorie mit folgenden Betrédgen honoriert:
e Semester- oder Bachelorarbeit: 500 €
e Diplom- oder Masterarbeit: 1000 €
e Doktorarbeit: 2000 €

In jeder Kategorie wird jéhrlich jeweils ein Preis verlichen.

Auswahlkriterien

e Es muss sich um eine herausragende Arbeit in Zusammenhang mit einer tiberdurchschnittlichen
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 (erhéltlich unter www.verband-weihenstephan.de) bei der Ge-
schiftsstelle des Verbands Weihenstephaner Milchwirtschaftler Bio- und Lebensmitteltechnologen
e.V. zu folgenden Daten eingereicht:

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

Die Arbeit darf als dltestes Datum (Abgabetermin beim Lehrstuhl) den 30. April/Juni des Vorjahres
tragen. Der Preis fiir die Semester-/Bachelorarbeit wird am Weihenstephaner Hochschultag verliehen.
Die Preise fiir Diplom-/Master- und Doktorarbeit werden vom Vorstand des Verbands jéhrlich bei der
Weihenstephaner Milchwirtschaftlichen Herbsttagung verliehen. Nur der Verbandsvorstand ist berech-
tigt, die Preistrager 6ffentlich bekannt zu geben.

Jury

Die Jury besteht aus 5 Professoren der TUM und der HSWT. Die Jury kontrolliert, ob die
vorgeschlagenen Kandidaten den Bedingungen dieser Verleihungsrichtlinien entsprechen,
priift die eingereichten Unterlagen und benennt die Preistréger. Sie ist berechtigt, sich Beur-
teilungen von dritter Seite zu beschaffen und Kandidaten zur personlichen Beurteilung einzu-
laden. Die Entscheidung der Jury ist unanfechtbar. Ein Rechtsanspruch auf Zuerkennung ei-
nes Preises besteht nicht.

Antragsformulare finden sich auf der Homepage des Verbandes oder kénnen beim Geschdifts-
fiihrer des Verbands angefordert werden.



Vereinigung zur Forderung 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
Geschéftsfiihrer Univ.-Prof. Dr.-Ing. Ulrich Kulozik

Zweck und Ziele der Fordervereinigung

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 Miinchen in ihrer ganzen Breite zur Fortentwicklung der gesamten
Milch- und Lebensmittelwirtschaft zu fordern. Die Vereinigung verfolgt ausschlieBlich und
unmittelbar gemeinniitzige Zwecke im Sinne des Abschnitts steuerbegiinstigte Zwecke der
Abgabenordnung. Sie sucht dies zu erreichen durch:

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

Forderung des Nachwuchses durch Stipendien,

stindigen 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 Vortrage.

Unterstiitzt werden die am Campus Weihenstephan milchwissenschaftlich forschenden Ein-
richtungen in Form von Mitteln fiir neue Forschungsgebiete entweder direkt milchbezogen
oder auch auf die Lebensmitteltechnologie allgemein bzw. flir spezifische Ausstattungen.
Oftmals werden dadurch Vorarbeiten initiierbar, die spéter zu 6ffentlich geforderten, vorwett-
bewerblich durchgefiihrten Gemeinschaftsforschungsprojekten fiihren, so dass die bereit ge-
stellten Mittel mehrfach multipliziert werden. Die Vergabe der Forschungsmittel bzw. die
Auswahl der beantragten Vorhaben nimmt der Vorstand vor, wobei ein aus dem Mitglieder-
kreis gewéhltes Kuratorium mit 12 Industrievertretern den Vorstand berdt. Die Kuratoriums-
mitglieder haben eine Amtszeit von 3 Jahren.
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Die Mitgliedsunternehmen ermoglichen mit ihren nach der UnternehmensgroBe (Umsatz)
gestaffelten Beitrdgen eine substratspezifische Forschung in allen relevanten Disziplinen
(Physiologie, Mikrobiologie und Produktsicherheit, Analytik, Technologie und technische
Innovation, Betriebswirtschaft und Biofunktionalitdt), die sich vorrangig mit zukunftsgerich-
teten Fragestellungen in der Milch- bzw. Lebensmittelwissenschaft befassen kann, die ohne
diese Forderung nicht zustande kommen konnten. Insofern iibernimmt die Branche ein hohes
MaB 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 geforderte Projekte sind nachfolgend aufgefiihrt:

Lehrstuhl fiir Produktions- und Ressourcenéokonomie

o Diversifizierung versus Spezialisierung — Organisationelle Herausforderungen
fiir die deutsche Milchwirtschaft

Lehrstuhl fiir Lebensmittelverpackungstechnik

o Einfluss neuartiger Handelsbeleuchtung auf die Produktqualitiit von
Kondensmilch und Kaffeesahne

Abteilung Mikrobiologie

o FEinfluss der Hoflagerung auf die Rohmilch-Mikrobiota — Analyse mittels
Next-Generation-Sequencing

Abteilung Physiologie

o FEtablierung einer 3D Zellkultur fiir primdre bovine Euterepithelzellen zur
Erforschung der durch Euterepithelzellen vermittelten Immunantwort und der
Einfliisse von Stoffwechselmetaboliten auf die Laktogenese

o Milk fat globule membrane proteome

Abteilung Technologie

o Antrag auf Férderung zur Verbesserung der analytischen Infrastruktur durch
Erwerb eines Texture Analysers

o Antrag auf Férderung von Vorarbeiten fiir ein Forschungsvorhaben
zur Milchproteinfraktionierung mittels polymerer Spiralwickelmembranen

Eine besondere Rolle spielen in diesem Zusammenhang die 6ffentlich durch das Bundes-
ministerium fiir Wirtschaft und Technologie (BMWi) geforderten Forschungsprojekte im
Rahmen der ,,Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)“, die iiber den Arbeitskreis fiir in-
dustrielle Gemeinschaftsforschung (AiF) bzw. den Forschungskreis der Erndhrungsindustrie
(FEI) ausgeschrieben werden. An derartigen Vorhaben beteiligen sich Mitglieder der Forder-
vereinigung unter Einsatz von Mitgliedsbeitragen regelméBig, so dass eine enge Anbindung
der Wissenschaft an industrierelevante Fragestellungen gewéhrleistet ist.
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Beitragsordnung

1. Unternehmen

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

2. Einzelmitglieder

Mindestbeitrag 100,00 €

Informationstransfer — Mitgliederinformation

Ein wichtiges Hilfsmittel zum Informationsaustausch ist der '"Wissenschaftliche Jahres-
bericht", der mit Unterstiitzung der Vereinigung zusammengestellt wird. Neben diesem Be-
richt sind auch regelméfige Rundschreiben ein wesentlicher Beitrag zur Informationspolitik
der Vereinigung.

Ferner fiihrt 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 brancheniibergreifende Beitrige legt.

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

Ferner steht die Fordervereinigung in engem Kontakt mit Industrieverbanden 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 konnen das nachstehend abgedruckte Beitrittsformular verwenden.

c/o Lebensmittelverfahrenstechnik - WZW
85354 Freising, Weihenstephaner Berg 1
Telefon: 0 81 61 /71 42 05

Telefax: 0 81 61/71 43 84
Bankverbindung: Sparkasse Freising
Konto 171 876 - BLZ 700 510 03

Vereinigung zur Forderung der
Milchwissenschaftlichen Forschung

an der Technischen Universitit Miinchen
in Freising-Weihenstephan e.V.

BEITRITTSERKLARUNG

Ich (wir) erklidre(n) meinen (unseren) Beitritt zur Vereinigung zur Forderung der
Milchwissenschaftlichen Forschung an der TU Miinchen in Freising-Weihenstephan e.V. ab
.......................... und werde(n) gemif Satzung/Beitragsordnung einen jahrlichen Forderungs-
beitrag von € ........................ leisten. Die Bedingungen der Mitgliedschaft sind mir (uns) aus
den mir (uns) iibermittelten Satzungen der Vereinigung bekannt.

NAIMNEC: oo ee e et e e ettt e e e e etbe e e e e etbree e eeataeeeeertaeeeeenraeens

(Unterschrift)
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Hinweise auf neue Techniken und Produkte

Der technische Teil des wissenschaftlichen Jahresberichtes will den Leserkreis auch in diesem
Jahr iiber 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

Seite

1. ALPMA Alpenland Maschinenbau GmbH, Rott am Inn 145
2. Bauer GmbH & Co. KG, Wasserburg/Inn 148
3. Bayerische Milchindustrie eG, Landshut 144
4. Biicker-Fachverlag GmbH & Co. KG, Bad Breisig 154
5. Champignon-Hofmeister Unternehmensgruppe / 152

Kiserei Champignon Hofmeister GmbH & Co. KG, Lauben im Allgédu

6. DSM Food Specialities Germany GmbH, Diisseldorf 151
7. Goldsteig Kisereien Bayerwald GmbH , Cham 148
8. GQM mbH, Landshut 149
9. Milchindustrie-Verband e.V., Berlin 146
10. Molkerei Gropper GmbH & Co., Bissingen 150
11. Molkerei Weihenstephan GmbH & Co. KG, Freising 147

12. Zentis GmbH & Co. KG, Aachen 153



144 Technischer Teil

(BMI

Milch- und K3se-Spezialitsten
aus Tradition!

BMI — Bayerische Milchindustrie eG
E-Mail: info@bmi-eg.com - Internet: www.bmi-eg.com
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Qualitat ohne
Kompromisse

ALPMA steht fur ausgereifte Technik,

hochste Qualitat und langfristige
Zuverlassigkeit —durchdachte und
praxisorientierte Losungen in allen
Bereichen.

Prozesstechnik
Kasereitechnik
Schneidetechnik

Verpackungstechnik

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

Er vertritt rund 100 Unternehmen. ml[%EETRIE
95 % der deutschen Milchanlieferung oder 29,6 Mio. t Milch und VERBAND

100 % des Exportvolumens werden von MIV-Mitgliedern erbracht.

Mit rund 25 Milliarden Euro Jahresumsatz ist die Milchindustrie
der groRte Bereich der deutschen Erndhrungsbranche.

Er ist Interessenvertreter und Dienstleister auf regionaler, nationaler,
europaischer und internationaler Ebene.

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

Der MIV fordert Forschung und Wissenschaft:

>
>

>
>

»

MIV-Kompetenznetzwerk-Milch: Milchindustrie und Wissenschaft als Partner

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

MIV-ldeenborse Forschung: Generierung praxisnaher Forschungsideen

MIV-Arbeitsgruppe Forschung: Initiierung, Priifung 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. | Jagerstralte 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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Es ist schwer fiir eine Familie,
wenn ihr Grober das Haus
verlasst. !
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i B Software :
‘ ' b Organisation
Managementsysteme

Die Welt der Produktionsdatenverarbeitung ist sehr komplex, oftmals komplexer als die Welt der
ERP-Systeme. Das resultiert daraus, dass, gerade in der Produktion, jedes Unternehmen spezielle
Informationsstrukturen besitzt, die sehr individuell gestaltet sind. Die permanente Aufgabe der
GOM st es seit jeher Standards aus einer Vielzahl von Anwendungen herauszubilden, die zum
einen fiir den Anwender erprobte Grundstrukturen zur Verfligung stellen und zum anderen doch
optimale Flexibilitdt gewahrleisten kénnen. Diese Herausforderung fiir die GQM immer wieder
aufs Neue zu bestehen, kann nur unter Anwendung exzellenter Branchenkenntnisse funktionieren.
Ziele dabei sind:

m Permanente Information zur ErschlieBung von Verbesserungspotentialen m Identifikation und
Eliminierung von Verschwendungen und Mangeln m Aktuellste Informationen zur unmittelbaren
Produktionsdurchfithrung mit Ressourcenverfugbarkeiten incl. Qualitdtsanforderungen und
Zusatzdokumenten m  Erfillung von Kundenanforderungen fiur Liefertermine incl.
Auftragsfortschritts- und Lagerbestandsiiberwachung m Hohes Mall an Flexibilitdt fur kurze
Reaktionszeiten und Beherrschung von Stérungen m  Organisationshilfe fiir  die
Planungsdurchfihrung m Voraussetzung fiir einen hohen Automatisierungs- und damit
Rationalisierungsgrad m Mehr Sicherheit zur Erfiillung der Produkthaftungsvorschriften

GOM Module und
Prozessbeispiel

Auf dieser Grundlage entstanden die in einem Prozessbeispiel oben abgebildeten bewdhrten
QUALIFAX® Module, die permanent weiterentwickelt werden, Alle Erkenntnisse flieRen auch in die
dot.net basierten GOM MES Module (MES = Manufacturing Execution System) mit erweiterten
Maoglichkeiten ein. Diese sind auch in Kombination mit den QUALIFAX® Modulen einsetzbar.
Daneben sind Migrationen oder komplette GOM MES (Modul)Applikationen méglich.

GOM mbH Tel.: 0871/924 00-0
GOM System und Service GmbH Fax: 0871/ 924 00-1
Innere Miinchener Str. 10 info@gqm.de
84036 Landshut www.GOM . de
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Das markeniibergreifende 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.gropper.de

\\\U///

N g ww;"’; ey GROPPER

QUALITAT & IDEEN SEIT 1929
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Quality
for_ife

.-

Milchprodukte nach lhrem Geschmgazl\(
Wir machen es moglich

Sie wollen Textur und Geschmack verbessern, Ausbeute und Lebensmittelsicherheit erhdhen
oder lhre Prozesswirkungsgrade optimieren? Dank unseres fundierten wissenschaftlichen
und anwendungstechnischen Knowhows sind wir in der Lage, eines der umfassendsten
Portfolios an Zusatzstoffen fiir die Milch- und Molkereiindustrie, die derzeit auf dem Markt
sind, anzubieten.

In Zusammenarbeit mit lhnen tragt unser globales Expertenteam dazu bei, die vom
Verbraucher gewiinschten gesunden, natiirlichen und verfiihrerischen Milchprodukte
bereitzustellen. Wie unsere innovativen Losungen fiir Milchprodukte Ihnen den Weg
ebnen kdnnen, erfahren Sie bei: www.dsm.com/food.

DSM

HEALTH * NUTRITION - MATERIALS BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.
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ROUGETIE -
eroffnet die Grillsaison!

* Cremig-mild
* Krduter
* Chili

% ) \ N

¥ ROUGETTE - mehr kann man aus Kdse nicht machen!
i 3 YA\ A - / /

KASEREI CHAMPIGNON

Hofmeister GmbH & Co. KG ® Kemptener StraBe 17-24 » D-87493 Lauben / Allgéu
Telefon: +49 /83 74 / 92-0 e Telefax: +49 / 83 74 / 92-169  info@champignon.de ® www.champignon.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 tdglich 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 m Postfach 101637 m 52016 Aachen ®» Deutschland

Tel. +49(0)241/4760-0 m Fax +49(0)241/4760-369 m www.zentis.de » info@zentis.de
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FLEISCH | WURST | FEINKOST

— FLelsch

9l2014 |

B&L MedienGesellschaft mbH & Co. KG

Unser Fach- und Kundenzeitschriften begleiten den gesamteten

Weg der Milch: von der Verarbeitung Uber die Vermarktung, an den POS
und direkt bis zum Verbraucher.

B&L MedienGesellschaft mbH & Co. KG ® Zehnerstr. 22b e 53498 Bad Breisig  Postfach 1363
T: 026 33/45 40-0 o F: 0 26 33/45 40 99 e info@moproweb.de ® www.moproweb.de



@ Druckmedienzentrum Gotha GmbH

Verkaufsbiiro Siid — Jiirgen Eitner
Am Miihlbachbogen 4 a - 85368 Moosburg - Tel. (08761) 7297878
d | m | A www.druckmedienzentrum.de - E-Mail j.eitner@druckmedienzentrum.de

druckmedienzentrum
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