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Ausgangssituation:

Lactulose ist ein Disaccharid [4-O-$-D-Galac-
topyranosyl-D-fructose], das sowohl prabioti-
sche Eigenschaften (Dosis ca. 2,5 g pro Tag)
als auch medizinischen Nutzen als Darmthera-
peutikum aufweist. Bisher wird Lactulose aus-
schlielBlich durch eine chemisch-thermische
Isomerisierung aus aufgereinigter Lactose ge-
wonnen. Zur Ausbeutesteigerung mussen die-
ser Reaktion Komplexbildner zugesetzt und
entstehende Nebenprodukte anschliel3end
abgetrennt werden. Ein alternatives enzymati-
sches Verfahren zur industriellen Herstellung
von Lactulose existiert nicht. Ebenso ist bisher
kein Verfahren etabliert, mit dem gezielt direkt
in einer komplexen Milchmatrix Lactulose er-
zeugt wird.

Ziel des Forschungsvorhabens war deshalb
sowohl die Entwicklung eines neuen enzyma-
tischen Verfahrens zur direkten Bildung von
Lactulose in komplexen lactosehaltigen Milch-
produkten als auch zur separaten Herstellung

von Lactulosepraparaten aus molkenbasier-
ten Lactosel6sungen.

Forschungsergebnis:

Fir die Produktion von lactulosehaltigen
Milchzeugnissen wurden mehrere S-Galacto-
sidasen auf ihre Fahigkeit zur Lactulosesyn-
these getestet, die aufgrund ihrer mikrobiellen
Herkunft fiir eine Zulassung im Lebensmittel-
bereich als geeignet erschienen. Fir die Lac-
tulosesynthese in einer Lactoseldsung erwie-
sen sich die f-Galactosidasen aus Aspergillus
oryzae und Escherichia coli als vielverspre-
chend. Drei getestete p-Galactosidasen aus
dem Metagenom zeigten keine hohere Lactu-
loseausbeute als die bereits bekannten, getes-
teten p-Galactosidasen.

Entsprechend diesen Ergebnissen wurden
weitere Versuche mit den p-Galactosidasen
aus A. oryzaeund E. coli in verschiedenen Le-
bensmittelmatrizes durchgefiihrt. Es wurden
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lagerfahige Milchmodellsysteme auf Basis
neutraler und gesauerter Milchprodukte unter
Einsatz von Ultrafiltration und Umkehrosmose
hergestellt. Die Analyse der enzymatischen
Reaktionsprodukte erfolgt Uber Hochleis-
tungsflissigchromatographie (HPLC).

Im Rahmen des Projekts wurde eine neue Me-
thodik entwickelt, mit der die ldentifizierung
von Lactulose und Lactose verbessert wurde.
Die Struktur der mit der neuen Methode nach-
gewiesenen Lactulose wurde mittels Nuklear-
magnetresonanzspektroskopie (NMR) besta-
tigt.

Die Bildung von Lactulose in Milchmodellsys-
temen wurde mit p-Galactosidasen aus A.
oryzae und E. coli studiert und in Abhangig-
keit von den Reaktionsparametern Enzymakti-
vitat, Fructosekonzentration, Temperatur und
Zeit beschrieben. In den verschiedenen Mo-
dellsystemen (UF-Permeate von Magermilch,
SiB- und Sauermolke) wurden maximale Lac-
tulosekonzentrationen von 4,7 g L™ (A. oryzae)
und 9,6 g L (£. co/i) erreicht. Dies bedeutet,
dass bei einem Konsum von 250 g bis 1 kg des
jeweiligen Produktes pro Tag ein prabioti-
scher Effekt zu erwarten ware. Mittels statisti-
scher Methoden wurden Funktionen fiir den
Zusammenhang zwischen maximal gebildeter
Lactulosekonzentration und den einzelnen Re-
aktionsparametern erstellt. Die Gultigkeit der
erstellten Modelle wurde fiir die Systeme Ma-
germilch und Joghurt tGberprift und bestatigt.

Da die Bildung von Lactulose in Milchproduk-
ten kinetisch kontrolliert ist, ist es notwendig,
das eingesetzte Enzym nach erfolgter Trans-
glycosylierung aus der Lésung zu entfernen
oder zu inaktivieren, um die Hydrolyse der ge-
bildeten Lactulose zu verhindern. Entspre-
chend wurden die kinetischen Parameter der
thermischen Inaktivierung bestimmt. Es zeigte
sich, dass die f-Galactosidase aus A. oryzae
durch eine Hoch-/UHT-Erhitzung und die aus
E. coli durch eine Kurzzeitpasteurisation aus-
reichend (> 3 log) inaktiviert wird.

Der Herstellungsprozess eines lactulosehalti-
gen Milchdrinks wurde auf Basis der experi-
mentellen Ergebnisse beispielhaft ausgelegt
und im TechnikumsmafRstab umgesetzt. Ge-
nutzt wurde die f-Galactosidase aus A. oryzae,
fir die zunachst mit dem Modell fiir die Reak-
tionsparameter 90 g L' Fructose, 450 nkat
mL"' Enzymaktivitat, 5 °C bzw. 45 °C Reaktions-
temperatur die jeweils maximal erzielbare
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Lactulosekonzentration berechnet wurde. Als
thermische Behandlung zur Inaktivierung des
Enzyms wurde unter Berlicksichtigung der In-
aktivierungskinetik 90 °C fir 100 s genutzt. Als
Lactulosekonzentrationen wurden bei den
Milchdrinks 3,5 g L™ (5 °C, berechnet 3,9 g L")
und 2,9 g L' (45 °C, berechnet 2,6 g L) erzielt.

Fir die kontinuierliche Synthese von Lactu-
lose in molkenbasierten Lactoselésungen
wurde die f-Glucosidase aus Pyrococcus furi-
osus (CelB) auf einem oxiranhaltigen Trager
kovalent immobilisiert. Die Parameter aus der
MICHAELIS-MENTEN-Kinetik far die Hydro-
lyse Km Lactulose UNd K Lactose N@hmen durch die
Immobilisierung ab. Die Inhibitorkonstante
Ki Lactose fUr Galactose und Lactulose verander-
ten sich nicht (kompetitive Hemmung). Fruc-
tose aktivierte das freie CelB, inhibierte aber
das immobilisierte CelB kompetitiv.

Die kontinuierliche Synthese von Lactulose in
einem proteinarmen SuRR-/Sauermolkege-
misch (pH 5,0, 0,5 MFructose =90 g L") wurde
in einem FlieBbettreaktor durchgefiihrt. Es
wurden die Katalysatormenge Uber die Bett-
héhe Ho und die Ausdehnung des Katalysator-
bettes H/H, variiert. Als optimale Bedingungen
wurden ein H/Hy von 2,0 mit einem H¢-Wert
von 20 cm genannt. Unter diesen Bedingun-
gen wurden mit einer Produktivitdt von
103 g L' h™" im Produktstrom 6,8 g L' Lactu-
lose synthetisiert. Die Riickfilhrung umgesetz-
ter Losung in den Prozess bewirkte keine Zu-
nahme der Lactulosekonzentration. In einem
Langzeitversuch mit  Molken-UF-Permeat
blieb die Lactulosesynthese uber 14 Tage kon-
stant, wobei insgesamt 360 L Permeat umge-
setzt wurden. Das Scale-up des Versuchsauf-
baus in den Industriemal3stab ist gegeben, da
die Hohe des Reaktors konstant bleibt und nur
der Saulenquerschnitt angepasst werden
muss.

Die Konzentrierung (Faktor 7) und Trocknung
eines lactulosehaltigen Molke-UF-Permeats
wurden getestet. Durch den hohen Anteil an
Monosacchariden und den Fructosezusatz ist
die Trocknung erschwert, jedoch sollte die in-
dustrielle Umsetzung bei Nutzung von Tech-
nologien, die fir die Herstellung zuckerhalti-
ger, hygroskopischer Produkte, wie Fruchtpul-
ver, etabliert sind, moglich sein.
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Wirtschaftliche Bedeutung:

Die enzymatische Lactulosesynthese stellt
erstmalig eine Moglichkeit dar, in Milchpro-
dukten und lactosehaltigen Milchsystemen
unter Zugabe von Fructose aus Lactose den
prabiotischen Zucker Lactulose zu bilden.
Diese Reaktion kann bei entsprechender Pro-
zessentwicklung zur Herstellung von Lebens-
mitteln mit prabiotischem Zusatznutzen ein-
gesetzt werden. Gleichzeitig konnen Neben-
produkte, wie Molke, zu Praparaten mit hoher
physiologischer Wertigkeit transformiert wer-
den. Von der Wertschépfung durch diese ein-
fach durchfiihrbaren Prozesse kénnen insbe-
sondere kleine und mittelstdndische Unter-
nehmen profitieren.

Im Rahmen des Projektes wurde eine neue
Technologie zur Lactulosesynthese in Milch-
produkten entwickelt und an verschiedenen
Beispielen das Potenzial zur Umsetzung de-
monstriert. Vorteilhaft fir die Vermarktung
lactulosehaltiger Produkte sind in diesem Zu-
sammenhang die nachgewiesene prabioti-
sche Wirksamkeit, die toxikologische Unbe-
denklichkeit sowie die mehr als 40-jahrige Er-
fahrung im medizinischen Bereich.

Die enzymatische Gewinnung von Lactulose
in den unterschiedlichsten lactosehaltigen
Milchsystemen schafft sowohl fiir die Lebens-
mittelwirtschaft als auch die pharmazeutische
und biotechnologische Industrie (Enzymher-
steller) Optionen fir neue Produkte. Des Wei-
teren kann die Tierzuchtung und -haltung von
neuen lactulosehaltigen, prabiotischen Halb-
fertigprodukten profitieren.
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