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Ausgangssituation:

Die enzymatische Hydrolyse von Lactose, dem
Hauptkohlenhydrat von Milch und Molke, ist be-
reits seit einigen Jahrzehnten Gegenstand der
angewandten Forschung. Die bei der enzymati-
schen Lactosehydrolyse durch mikrobielle g-Ga-
lactosidasen (Name des humanen Enzyms:
Lactase) entstehenden Zucker Galactose und
Glucose besitzen eine hdhere SifRkraft, eine
bessere Loslichkeit und sind leichter zu fermen-
tieren als Lactose. Des Weiteren ist ein Teil der
Weltbevodlkerung lactoseintolerant, weshalb Lac-
tose seit kurzem in Europa der Kennzeichnungs-
pflicht unterliegt, wenn sie Lebensmitteln zuge-
setzt wird (Deklarationsgrenze 1 g/kg). Man
kann davon ausgehen, dass milchhaltige Le-
bensmittel mit einer Auslobung ,lactosearm”
bzw. ,lactosefrei” zukiinftig eine noch starkere
Aufmerksamkeit beim Verbraucher erzielen wer-
den. Zurzeit liegen die Grenzwerte in Deutsch-
land fir ,lactosearm” bei 1 g-100 g' bzw. fir
Jlactosefrei” bei 0,1 g-100 g™.

Obwohl in der Literatur eine Vielzahl an mikro-
biellen p-Galactosidasen beschrieben ist, stehen
der Industrie aktuell nur wenige Enzympraparate,
vor allem aus den Hefen Kluyveromyces lactis
und K. fragilis, zur Verfigung. Die kommerziell
erhéltlichen Enzympréaparate besitzen jedoch ei-
nige gravierende Nachteile, unter anderem hohe
Kum-Werte fir Lactose, Inhibierung durch Galac-

tose oder Calciumionen und Peptidasenebenak-
tivitaten.

Damit es zukilnftig zur Entwicklung und Ver-
marktung neuer und hoherwertiger Milch- und
Molkeprodukte durch den Einsatz von f-Galacto-
sidasen kommen kann, ist es erforderlich, nach
neuen, besser an die Aufgabenstellung der Lac-
tosehydrolyse angepassten Enzymen zu scree-
nen. Die neuen Enzyme missen dabei von einem
Mikroorganismus mit food-grade-Status kosten-
glnstig produziert werden kénnen und am Ende
des Hydrolyseprozesses leicht inaktivierbar sein.

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher,
neue mikrobielle p-Galactosidasen, die fir den
Einsatz zur enzymatischen Hydrolyse von Lacto-
se in Milch- und Molkeprodukten in der Lebens-
mittelindustrie optimal geeignet sind, sowohl in
Metagenombibliotheken (als Quelle neuer Enzy-
me von nicht-kultivierbaren Mikroorganismen)
als auch in einer Stammsammlung mit kultivier-
baren Lebensmittelmikroorganismen zu finden
und herzustellen. Es sollte ein p-Galactosidase-
Praparat fur die Lebensmittelindustrie hergestellt
werden, das mit hoher Aktivitdt (Umsatz pro
Zeit) und Affinitat (niedriger Km-Wert) ohne Pro-
duktinhibierung und Peptidasenebenaktivitdt bei
niedrigen Temperaturen (4 — 8°C) Lactose hyd-
rolysiert und sich leicht inaktivieren lasst
(65°C). Das neue Enzym, die Ziel p-Galacto-
sidase, sollte die Anforderungen zur Verwen-
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dung als technischer Hilfsstoff erflillen und da-
her keiner Deklarationspflicht fir das Lebensmit-
tel unterliegen.

Die Herstellung mindestens einer industrietaugli-
chen p-Galactosidase sollte durch mehrere auf-
einander abgestimmte Teilschritte erreicht wer-
den. Parallel dazu standen das Auffinden des
geeigneten Enzyms und die Up-scale-fahige Her-
stellung des Enzyms im Bioreaktor im Blickpunkt
des Projekts.

Forschungsergebnis:

Nach der Entwicklung eines selektiven X-Gal-
Plattenassays konnten zundchst 140 Esche-
richia coli-Metagenom-Klone gefunden werden,
die bei 10° C p-Galactosidase-Aktivitat aufwie-
sen. Diese wurden mit Lactose als Substrat un-
tersucht und die Hydrolyseleistung mit dem En-
zympraparat Maxilact” verglichen. Da kein
Kandidat bessere Eignung zur Lactosehydrolyse
in Milch zeigte, wurden neue Zielparameter fir
das Screening definiert. Hierbei wurde die Kine-
tik (Km-Wert, Inhibierung durch Galactose) der
Kandidaten beriicksichtigt. Zudem wurden die
Kultivierung und der Zellaufschluss in Mikrotiter-
platten verbessert. Mit dieser Screeningstrategie
wurden 245 Metagenom-B-Galactosidasen un-
tersucht. Die vielversprechendsten Kandidaten
wurden im Schittelkolben rekombinant in E. coli
exprimiert und nach Herstellung des zellfreien
Rohextraktes zur Lactosehydrolyse in Milch bei
8°C eingesetzt. Nach biochemischer Charakteri-
sierung (Kwm, Ki, T- und pH-Optimum) wurden die
Kandidaten zur Steigerung der Enzymausbeuten
in E. coli BL21 im pET20b-System exprimiert.
Eine p-Galactosidase (3J 33) erwies sich bezig-
lich der Hydrolyse-Eigenschaften deutlich besser
als das Referenzpraparat Godo 2YNL. Diese
wurde im 35-L-Arbeitsvolumen rekombinant ex-
primiert, mittels Ammoniumsulfat-Féllung gerei-
nigt und fir weitere Hydrolysen im 500-mL-
Arbeitsvolumen mit hoéherer Aktivitat in Milch
und Molkefraktionen eingesetzt. Bei Einsatz von
40 nkattactose /mL Milch bei 8°C waren nach 24
Stunden 0,11 g/L Lactose vorhanden. Durch Er-
héhung der Temperatur, wie sie auch im Rah-
men der Pasteurisation stattfindet, konnte der
Lactosegehalt auf unter 0,1 g/L gesenkt werden.
Far die Herstellung von Modell-B-Galactosidasen
erfolgte die rekombinante Produktion der -
Galactosidasen Lac4 aus Kluyveromyces lactis
wie auch CelB aus Pyrococcus furiosus in Lac-
tobacillus ssp. Als Expressionsvektoren kamen
die Vektoren pSIP403 und pSIP409 zum Ein-
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satz. Mit beiden gelang die Expression der Mo-
dell-B-Galactosidasen unter anderem in Lb.
plantarum, Lb. sakei und Lb. casei. Die héchsten
Enyzmaktivitdten wurden in Lb. plantarum bei
CelB-Produktion mit 2.500 nkatenecal/mgprotein
nach Kultivierung im Bioreaktor in MRS-Medium
mit mehrfacher Glucosezugabe erreicht. Die Kul-
tivierung und rekombinante Produktion erfolgte
ebenfalls in einem neu entwickelten und kosten-
gunstigen Molkepermeat basiertem Medium.

Da die erreichten Enzymaktivitaten in Lactobacil-
lus ssp. deutlich unter den im E.-coli-System er-
reichten Aktivitaten lagen, erfolgte die Produkti-
on der aufgefundenen Ziel-B-Galactosidase
3J 33 im E.-coli-BL21-Stamm mit pET20b als
Expressionsvektor. Nach Verbesserung der Kul-
tivierungsstrategie, erfolgte die Produktion im
Batch-Verfahren im 35-L-Volumen. Die erhalte-
nen Enzymaktivitdten bei 8°C lagen mit
50.000 nkatLaktose/MLRonextrakt deutlich hoher als die
im Schittelkolben erreichten Werte von 1.200
nkatiaktose/MLRonextrakt. Nach fraktionierter Ammo-
niumsulfatfallung stand ein Enzympraparat zur
Verfligung, welches frei von Peptidasenebenak-
tivitdten ist. Eine in einem K.-lactis-food-grade-
Expressionssystem durchgefiihrte Produktion der
Ziel-B-Galactosidase 3J 33 hatte nach Deletion
der nativen B-Galactosidase eine um Faktor 75
geringere Enzymaktivitét als Ergebnis. Somit ist
E. coli BL21 als bevorzugter Expressionswirt an-
zusehen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Bisher stehen der Industrie nur S-Galactosidasen
mit unzureichenden Prozesseigenschaften zur
Verfigung. Damit kdénnen die Produktionspro-
zesse zum Erreichen der Grenzwerte fir die Aus-
lobung ,lactosearm” bzw. ,lactosefrei” unter
den gegebenen 6konomischen und sensorischen
Rahmenbedingungen des Lebensmittelmarktes
nur schwierig bzw. in diversen Lebensmittelma-
trizes gar nicht erreicht werden. Durch die neue,
industrietaugliche p-Galactosidase kénnen unter
lebensmittelgerechten Prozessbedingungen (nie-
drige Temperatur, kurze Verweilzeit, keine un-
erwilinschten Nebenprodukte) neue Produktlinien
mit technisch, physiologisch und/oder senso-
risch verbesserten Eigenschaften entwickelt und
erfolgreich vermarktet werden. Je nach Exper-
tise und Portfolio der Unternehmen sind dann
neue individuelle, lactosearme bzw. -freie Zwi-
schen- oder Endprodukte fir den Lebensmittel-
markt realisierbar. AuRerdem koénnen durch die
neue, effektivere p-Galactosidase die Prozess-
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kosten zur Herstellung lactosefreier Produkte
gesenkt werden.

Auch kénnte die Steigerung der SiRkraft bei
konstantem Kohlenhydratanteil durch die en-
zymatische Lactosehydrolyse bestimmter Milch-
produkte ausgelobt und speziell beworben wer-
den. Und zwar in dem Sinne, dass in
lactosehydrolysierten Milchprodukten bei unver-
dnderter Menge an Kohlenhydraten eine ver-
gleichsweise héhere SiiRe erzeugt wird. Dadurch
kénnte beispielsweise die Zugabemenge an Kris-
tallzucker oder Glucosesirup bei ohnehin gesuR-
ten Milchprodukten reduziert und neu eingestellt
werden, was insgesamt zu einem niedrigerem
Kaloriengehalt des Endprodukts fihren wiirde.

Die neue p-Galactosidase aus dem Metagenom,
die durch dieses Projekt erstmalig zur Verfigung
steht, besitzt neue biochemische Eigenschaften
und eignet sich daher bedeutend besser fir eine
vollstandige Lactosehydrolyse in Milchprodukten
als bisher bekannte Enzympréaparate. Zielgruppe
fur die neuen, optimierten p-Galactosidase-
Praparate sind hauptsachlich kleine und mittel-
stédndische Unternehmen der milchverarbeiten-
den Industrie, die damit neue lactosefreie Milch-
und Molkeprodukte sowohl fir den Verbraucher
als auch die weiterverarbeitende Lebensmittelin-
dustrie bereitstellen kénnen.

Der Jahresumsatz der deutschen Milchindustrie
betragt ca. 21 Mrd. €; ca. 5 % dieses Umsatzes
wird durch den Absatz von lactosefreier Milch
bzw. lactosefreien Milchprodukten erwirtschaf-
tet. Die deutsche Molkereiwirtschaft ist mittel-
standisch organisiert und beschaftigt ca 37.000
Mitarbeiter.
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