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Forschungsziel

Die rekombinante Gewinnung von Milchproteinen riickt vor allem aus Griinden der Nachhaltigkeit in den Fokus
der aktuellen Forschung. Das in Milch enthaltene Molkenprotein B-Lactoglobulin (BLG) ist bereits in groRerem
Malstab rekombinant herstellbar. Die Anwendung rekombinant gewonnener Milchproteine in Lebensmitteln
stellt einen Zukunftsmarkt mit hohem wirtschaftlichem Potenzial dar, der derzeit im Fokus einzelner Unter-
nehmen mit nicht allgemein zuganglicher Expertise steht. Die Erzeugung der groRen Bandbreite an Strukturen
unterschiedlicher traditionell hergestellter Milchprodukte allein auf Basis von BLG oder pflanzlicher Alternati-
ven sind fiir Unternehmen eine groRe Herausforderung. Bovine Caseinmizellen stellen die Hauptproteinfrak-
tion in Kuhmilch dar und fungieren als die primar strukturbildende Komponente in den meisten etablierten
und geschatzten Milchprodukten. Es werden bisher jedoch nur wenige Firmen in Zusammenhang mit rekom-
binanten Caseinen genannt, darunter bspw. neben der prominenten kalifornischen Firma Perfect Day in Eu-
ropa ,, Those Vegan Cowboys” (Gent, Belgien) und die Formo Bio GmbH (Berlin). Fiir den Einsatz in neuen Le-
bensmitteln weisen bovine Caseine in Form der origindren Mizellen, oder durch strukturelle Modifizierungen
abgeleitete Produkte, eine hohe Funktionalitat hinsichtlich Schaumbildung, Emulsionsstabilisierung und Was-
serbindevermogen auf.

Um eine Abhangigkeit von einzelnen auf diesem Feld forschenden Unternehmen zu vermeiden, sollte die Cha-
rakterisierung und Ableitung von Anwendungen rekombinant gewonnener Caseinfraktionen im Fokus allge-
meinzuganglicher Forschung stehen. Bisher sind jedoch weder effiziente mikrobielle Produktionssysteme noch
Prozesse fiir die rekombinante Herstellung von Caseinen etabliert. Die funktionellen Eigenschaften
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rekombinant gewonnener Caseine sind bisher kaum aufgeklart. Ferner ist wenig bekannt tiber den Einfluss
posttranslationaler Modifikation auf das Expressionsverhalten bzw. deren Auswirkung auf techno-funktionelle
Eigenschaften der Caseine. Unterschiede in Zusammensetzung und kolloidalen Eigenschaften solcher Casein-
fraktionen gegeniiber bovinen Caseinmizellen kdnnen die im Rahmen der Herstellung von Lebensmitteln auf-
tretenden Wechselwirkungen mafRigeblich verandern. Mizellen in Humanmilch enthalten im Gegensatz zu Kuh-
milch nur Spuren von a-Casein. Dies stellt das Erfordernis einer Integration von a-Caseinen zur Ausbildung von
Mizellen und spezifischer Funktionalitat in Frage. Weiterhin ist nicht geklart, ob sich beim Einsatz rekombinan-
ter Caseine ohne aufwandigen Aufbau boviner Mizellstrukturen Anwendungsvorteile erzielen lassen. So wer-
den in Verarbeitungsprozessen von Caseinmizellen zur Funktionalitdtserhéhung haufig strukturelle Verande-
rungen beispielsweise mittels Labs, Sdure oder Schmelzsalzen durchgefiihrt. Auf Basis rekombinant gewonne-
ner Caseine kdnnten mittels einer spezifischen Strukturmodulation fiir einzelne Anwendungen maRgeschnei-
derte Caseinfraktionen erzeugt werden. Demzufolge ist es von Bedeutung, die grundlegenden Eigenschaften
rekombinant gewonnener Caseine in Abhangigkeit von duBeren Einflussfaktoren systematisch zu untersuchen
und mit denen boviner Caseinmizellen und Caseinmonomeren zu vergleichen.

Bei der mikrobiellen Herstellung kann es zu nicht-natdirlichen Faltungsmustern wahrend der Translation kom-
men, was zu Zellstress und Degradationseffekten durch exponierte Proteindomanen fiihren und einen negati-
ven Einfluss auf die Prozesseffizienz haben kann. Die besondere Struktur der Caseine als sog. ,,intrinsisch un-
geordnete Proteine”, deneni.d.R. eine fixierte 3D-Konformation fehlt, legen zusatzlich eine Beteiligung an die-
sen Effekten nahe und unterstiitzen die ausgepragte Temperaturabhangigkeit des Teilfaltungs- und Aggrega-
tionsverhaltens von Caseinen. Es gilt deshalb die Translationsrate, Faltung und Aggregationsverhalten in einem
engen Rahmen feinzujustieren, um optimale biomassespezifische Produktbildungsraten sowie Produkt-pro-
Substrat- bzw. Raum-Zeitausbeuten zu erreichen. Das Aggregationsverhalten der Caseine ist dabei u.a. stark
temperaturabhéangig, was durch die Wahl der verwendeten Methoden zur temperaturabhangigen Translati-
onskontrolle adressiert wird und Vorteile im Vergleich zu konventionellen rekombinanten Verfahren hervor-
bringen soll.

Mit dem Projektvorhaben ,SPArC” soll eine Plattform zur rekombinanten Herstellung von  und k Casein in
mikrobiellen Systemen entwickelt werden. Hierfir sollen molekulare Schalter, sog. RNA-Thermometer (RNAT),
zur temperaturabhangigen Feinjustage der Translationsrate und damit Faltungs- sowie Aggregationsverhalten
von B- und k-Casein zum Einsatz kommen. Im Hinblick auf Skalierbarkeit konnten RNAT weiterhin von Vorteil
sein, da sie Produkt und Biomassebildung entkoppeln kénnen und im Falle einer zukiinftigen Skalierung in der
Industrie zur automatischen Induktion des Systems aufgrund von metabolischer Abwarme genutzt werden
konnten. Weiterhin sollen Caseine mit posttranslationalen Modifikationen (Phosphorylierung — B Casein und
Glykosylierung — k Casein) mikrobiell hergestellt, untersucht und bewertet werden. Nachfolgend soll auf Basis
dieser Erkenntnisse eine Prozessoptimierung im Bioreaktor durchgefiihrt werden. Ziel ist es, die Nutzung von
RNA-Thermometern fiir die Caseinproduktion zu untersuchen, einen Prozess zur rekombinanten Herstellung
fir B/k Casein zu entwickeln und zu optimieren und erstmalig belastbare Daten zu Titern und Ausbeuten zu
veroffentlichen.

Weiterhin sollen fiir eine optimale Nutzbarkeit in unterschiedlichen Lebensmittelanwendungen auf diesem
Weg erzeugbare Caseinfraktionen hinsichtlich kolloidaler Eigenschaften und Wechselwirkungen in typischen
Verarbeitungsschritten sowie hinsichtlich des Einflusses von Phosphorylierung und Glykosylierung charakteri-
siert und mit natlirlichen bovinen Caseinen verglichen werden. MaRgeschneiderte rekombinante Caseinfrak-
tionen, die eine optimierte Zusammensetzung sowie eng definierte kolloidale Eigenschaften aufweisen, kénn-
ten den Aufwand fiir komplexe Verarbeitungsprozesse erheblich reduzieren. Zudem kénnten durch die Mi-
schung aus rekombinanten und/oder isolierten Caseinen (v.a. B und k), durch Einstellung kolloidaler Eigen-
schaften, optimierte Funktionalitdten erzielt werden. Fiir eine industrielle Anwendbarkeit in bestehenden Pro-
zessanlagen sollen die Wechselwirkungen rekombinanter Caseine im Rahmen klassischer Verarbeitung sowohl
in Reinform als auch in Mischsystemen mit Caseinen aus Kuhmilch charakterisiert werden.

Ein weiteres Kernziel des Forschungsvorhabens ist die Entwicklung einer allgemeinzuganglichen Datenbasis fur
rekombinante Caseine (molekularbiologische Konzepte und Daten, bioprozesstechnische Aspekte und
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Messdaten sowie Experimentaldaten zur Proteincharakterisierung und Funktionseigenschaften), vornehmlich
Uber Publikationen in Fachzeitschriften, aber auch liber Datenbanken (bspw. Rlsources, re3data oder auch
internationale Anbieter). Hierdurch sollen fiir die Zukunft weitere Forschungsarbeiten katalysiert und somit
ein Transfer der Forschungsarbeiten in die Anwendung beglinstigt sowie durch die gezielte Publikation die
Patentsituation und eine evtl. Monopolentstehung fiir die Zukunft im Sinne von KMUs positiv beeinflusst wer-
den.

Wirtschaftliche Bedeutung

Im Umfeld eines wachsenden Milchmarktes wird hohes Wachstum fiir verschiedene aus Milch gewonnene
caseinreiche Zwischenprodukte prognostiziert. Fiir mittels Membrantrennverfahren isoliertes mizellares Ca-
sein bildet Europa den groRten Markt, welcher von Deutschland dominiert wird. Mizellares Casein findet zu-
nehmend Anwendung zur Anreicherung von Milchprodukten, Proteinanreicherung verschiedener Lebensmit-
tel, sowie in Nahrungserganzungsmitteln, Sauglingsnahrung und klinischer Erndahrung. Beim Einsatz in Milch-
produkten ergeben sich Vorteile gegenliber anderen Proteinquellen, da Casein keinen produktfremden Zusatz
darstellt.

Die hohe Variabilitdt der Zusammensetzung von Milch als Ausgangsmaterial stellt eine der gréRten technischen
Herausforderungen bei der Verarbeitung der enthaltenen Caseinfraktion in komplexen Verarbeitungsprozes-
sen wie der Kaseherstellung dar. So erfordert eine addaquate Prozessanpassung bei industrieller Produktion
Expertenwissen oder die Flexibilitat von Handwerksbetrieben, was den Markteintritt von KMUs mit konkur-
renzfahigen Prozessablaufen erschwert. Maligeschneiderte Caseinfraktionen aus rekombinanter Erzeugung
kénnten branchenibergreifend den Aufwand komplexer Verarbeitungsabldufe reduzieren. 35% der produzier-
ten Milch (entspricht 261 Mio. t jahrlich) werden letztendlich als (funktionaler) Zusatzstoff in anderen Produk-
ten verwendet. Es wird erwartet, dass Caseine aus der Precision Fermentation insbesondere in diesen Anwen-
dungsfeldern Caseinmizellen aus Milch graduell substituieren konnten. Die Preise fiir Casein betragen derzeit
ca. 10 €/kg, was mit industriell, rekombinant hergestellten Proteinen wie Cellulasen aus Trichoderma ver-
gleichbar ist. Eine Machbarkeitsstudie berichtet bereits, dass die rekombinante Herstellung von bovinem a-
Lactalbumin in E. coli fir die verwendeten Rohstoffe wirtschaftlich sinnvoll sein kann.

Um Abhéngigkeiten und Nachteile fir kleine und mittelstandische Unternehmen zu vermeiden, sollte die For-
schung und Anwendung dieser Caseine Offentlich zuganglich sein. Bisher fehlen jedoch effiziente mikrobielle
Produktionssysteme und etablierte Verfahren fiir die rekombinante Herstellung von Caseinen. Ein wichtiges
Teilziel ist, durch gezielte Publikation die Patentsituation und eine evtl. Monopolentstehung in der Zukunft flr
KMUs positiv zu beeinflussen. Hierzu soll eine grundlegende Wissensbasis von sowohl der rekombinanten Her-
stellung und Aufreinigung als auch der fiir eine Lebensmittelanwendung relevanten Charakterisierung von iso-
lierten rekombinanten Caseinen generiert werden. Die Ermittlung kollodialer Eigenschaften und Wechselwir-
kungen daraus ableitbarer Caseinfraktionen unterschiedlicher Zusammensetzung ermdoglicht es, neue Pro-
dukt- und Produktionszweige belastbar bewerten zu kdnnen. Weiterhin soll hierdurch die Hirde reduziert wer-
den, eine eigene Produktentwicklung auf Basis rekombinanter Inhaltsstoffe durchzufiihren und frihzeitig,
auch bereits vor einer Zulassung in der EU, Planbarkeit ermoglicht werden.

Weiteres Informationsmaterial

Technische Universitat Miinchen - School of Life Sciences
Professur fiir Cellular Agriculture

Gregor-Mendel-Stral3e 4, 85354 Freising

Tel.: +49 8161 71-5130

E-Mail: marius.henkel@tum.de

Seite 3von 4



& ) FORSCHUNGSKREIS DER
ERNAHRUNGSINDUSTRIE E.V.

Technische Universitdat Miinchen - School of Life Sciences
Forschungsdepartment Life Science Engineering
Professur Food Process Engineering

Weihenstephaner Berg 1, 85354 Freising

Tel.: +49 8161 71-4205

Fax: +49 8161 71-4384

E-Mail: petra.foerst@tum.de

Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEl)
Godesberger Allee 125, 53175 Bonn

Tel.: +49 228 3079699-0

Fax: +49 228 3079699-9

E-Mail: fei@fei-bonn.de

Forderhinweis

011F24510N
SPArC

... ein Projekt der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)

Gefordert durch:

* Bundesministerium
A | fur Wirtschaft
und Energie

aufgrund eines Beschlusses FORSCHUNGSKREIS

des Deutschen Bundestages DER ERNAHRUNGSINDUSTRIE E.V.

INDUSTRIELLE O I_

GEMEINSCHAFTSFORSCHUNG

Das o. g. IGF-Vorhaben der Forschungsvereinigung Forschungskreis der Ernahrungsindustrie e. V. (FEl), Godesberger Allee 125, 53175 Bonn,
wird/wurde im Rahmen des Programms zur Forderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) vom
Bundesministerium fur Wirtschaft und Energie (BMWE) aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.

Bildnachweis - Seite 1: © Toh Kheng Guan - stock.adobe.com #8412359

Stand: 3. November 2025

Seite 4 von 4



