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Ausgangssituation: 

Obwohl eine Vielzahl an gesundheitsfördern-

den oder technologisch nutzbaren Eigen-

schaften von Peptiden bekannt ist, ist deren 

gezielte Gewinnung mit Ausnahme des 

Caseinomakropeptids bis heute nicht im 

technischen Maßstab umgesetzt. Zudem sind 

enzymatische Prozesse zur Freisetzung funk-

tioneller Peptide aus einem Vorläuferprotein 

nur unvollständig verstanden, so dass die 

Peptidzusammensetzung von Hydrolysaten 

stark variieren kann. Dabei können neben den 

gewünschten funktionellen Peptiden ebenfalls 

Peptide mit negativen Eigenschaften, wie z. 

B. bitterem Geschmack, im Hydrolysat ent-

halten sein. Die Weiterentwicklung von tech-

nologisch oder physiologisch nutzbaren Pro-

duktkonzepten auf Basis von Teilhydrolysaten 

oder Peptidfraktionen ist selbst für spezia-

lisierte Unternehmen schwierig. Zwar können 

mit modernsten Methoden bei großem Auf-

wand kleinste Mengen an Peptidgemischen 

für die Analyse oder für experimentelle 

Untersuchungen fraktioniert werden, jedoch 

sind wissenschaftliche Studien zur Frak-

tionierung von Peptidgemischen im größeren 

Maßstab äußerst lückenhaft. Durch die heute 

industriell etablierten Ultra- und Nanofiltra-

tionsmembranen wird überwiegend nach dem 

Größenausschussprinzip getrennt, jedoch 

wird das physikochemische Fraktionierungs-

potenzial der Peptide bedingt durch ihre 

unterschiedliche Aminosäuresequenz noch 

nicht ausgeschöpft. Eine wesentliche 

Voraussetzung für neue marktfähige peptid-

haltige Produkte mit spezifischen techno-

funktionellen oder biofunktionellen Eigen-

schaften ist daher eine verbesserte prozess-

technische Gewinnung einzelner Peptidfrak-

tionen. 
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Ziel des Forschungsvorhabens war es daher, 

unter Berücksichtigung von Up-stream-

Processing (Substrat und Vorbehandlung), 

Hydrolyseprozess (hochselektives Enzym und 

Hydrolyseparameter) und Down-stream-Pro-

cessing (Fraktioniertechnik und Parameter) 

technologisches Potenzial zur Gewinnung 

definierter Peptidfraktionen zu erschließen. 

Wirtschaftlich attraktive Verfahren, wie die 

Membran-Adsorptions-Chromatographie 

(MAC) und Cross-Flow-Elektromembranfiltra-

tion (CFEMF), sollten weiter entwickelt 

werden, so dass beschriebene gesundheits-

fördernde oder technologisch nutzbare Eigen-

schaften von Peptiden für neue Produkte 

nutzbar gemacht werden können. Das 

zentrale wissenschaftliche Ziel war, die 

Vorgänge und Reaktionen, die in komplexen 

Systemen der Fraktionierung von Peptiden 

auftreten, zu durchdringen und Standard-

prozesse zur Fraktionierung zu generieren. 

 

Forschungsergebnis: 

Im Rahmen des Vorhabens wurden 

Standardprozesse (up-stream) zur Gewinnung 

von hochreinem β-Lactoglobulin, micellarem 

Casein sowie reinem β-Casein entwickelt, 

optimiert und etabliert. Darüber hinaus wurde 

durch thermische Vorbehandlung die 

Zugänglichkeit der Schnittstellen im Substrat 

β-Lactoglobulin modifiziert und näher stu-

diert. Als Enzyme wurden kommerzielles 

Trypsin sowie hochreines Trypsin und Lys-C, 

die im Projekt erzeugt und gereinigt wurden, 

für die Experimente genutzt. Mit der pH-Stat-

Methode wurde eine standardisierte Hydro-

lyse der Substrate erreicht. Methoden zur 

Analyse der Hydrolysate wurden erarbeitet 

und etabliert (RP-HPLC, ESI-LC-MS/MS). Zur 

selektiven Fraktionierung von Peptiden 

(down-stream) wurden die Membran-Adsor-

ptions-Chromatographie (MAC) und Cross-

Flow-Elektromembranfiltration (CFEMF) ent-

wickelt, aufgebaut und für die gezielte 

Gewinnung von Peptidfraktionen (< 10 Pep-

tiden) optimiert. Zur statistischen Auswer-

tung der Eignung verschiedener kombinierter 

Prozessparameter wurde eine ANOVA 

angewandt. Die gewonnenen Peptidfraktio-

nen wurden hinsichtlich ihrer bio- und tech-

nofunktionellen Eigenschaften mit Hilfe 

verschiedener Methoden, z. B. ACE-Inhibitor- 

Test, Schaumbildungs- und Emulgiervermö-

gen, charakterisiert. Unter anderem wurden 

die folgenden Ergebnisse in den Forschungs-

stellen in Hinblick auf das Forschungsziel 

erarbeitet:  

An Forschungsstelle 1 wurde die Endo-

peptidase Lys-C rekombinant in E. coli 

hergestellt. Durch die Renaturierung der nicht 

aktiven Form wurde eine Lys-C-Aktivität von 

896 ± 2 nkatTos-GPK-pNA/LKultur erreicht. Diese 

konnte durch die Bioreaktor-Kultivierung um 

das 150-fache im Vergleich zum Projekt-

beginn auf 9.340 ± 555 nkatTos-GPK-pNA/LKultur 

erhöht werden. Aufgrund der hohen Reinheit 

war eine weitere Reinigung nicht notwendig. 

Lys-C weist als Pulver bei -20 °C eine 

Halbwertszeit (t1/2) von 360 Tagen auf. Das 

kommerziell erhältliche Trypsin wurde mittels 

Affinitätschromatographie in chymotrypsin-

freies Trypsin (Überprüfung mit LC-MSMS) 

gereinigt, die Ausbeute betrug 75 %, die 

Reinheit ≥ 99,98 % bei einer spezifischen 

Enzymaktivität von 5.016 nkatBz-VGR-pNA/ 

mgProtein. Die Halbwertszeit (t1/2) von Trypsin 

betrug als Pulver bei -20 °C 360 Tage. Die 

Immobilisierung von Lys-C erbrachte nur 

Ausbeuten von 10 %, Trypsin hingegen 

konnte als Cross-Linked Enzyme-Aggregate 

mit einer Ausbeute von ca. 100 % 

immobilisiert werden. Das biochemische pH-

Optimum verschob sich dabei von pH 7 auf 

pH 8 - 9 und das biochemische Temperatur-

optimum von 35 °C auf 50 - 55 °C. Die ma-

ximalen Hydrolysegrade (DH) von Casein mit 

Lys-C und Trypsin beliefen sich auf 5,3 % 

bzw. 8,5 % für Trypsin. 

An Forschungsstelle 2 wurde im Technikums-

maßstab die Gewinnung von micellarem 

Casein und β-Casein (Reinheit > 80 %) 

entwickelt, optimiert und ein Protokoll 

erstellt. Die Caseine dienten als Ausgangs-

substrate für die hydrolytische Umsetzung 

mittels des Enzyms Trypsin. Zur Fraktio-

nierung der Totalhydrolysate mittels Ultrafil-

tration und Cross-Flow- Elektromembranfil-

tration wurden Prozessparameter variiert und 

deren Einfluss auf den Fraktionierprozess 

ermittelt (Flux, Permeationsleistung, spezi-

fische Deckschichtmasse, Bestimmung des 

Proteingehalts). Die Peptide in Hydrolysat, 

Retentat und Permeat wurden identifiziert 

und ausgewählte Hauptpeptide durch eine 

dafür entwickelte  HPLC-Methode quanti-

fiziert. Abschließend wurde gezeigt, dass 

durch geeignete Prozessparameter bei der 

Elektromembranfiltration sechs biofunktio-

nelle Peptide selektiv fraktioniert werden 

können. 
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An Forschungsstelle 3 wurde ein Prozess zur 

Gewinnung von β-Lactoglobulin im Techni-

kumsmaßstab entwickelt und optimiert, 

wodurch Reinheiten von über 95 % erreicht 

wurden. Das reine native und unterschiedlich 

thermisch denaturierte β-Lactoglobulin diente 

als Ausgangssubstrat für die tryptische 

Hydrolyse. Indem die Freisetzung der Peptide 

während der Hydrolyse verfolgt wurde, zeigte 

sich, dass die Zugänglichkeit des Enzyms zu 

möglichen Schnittstellen durch die Wahl des 

Denaturierungs-pH-Werts und der damit 

verbundenen Aggregatform gesteuert werden 

kann. Anschließend wurden die Hydrolysate 

unter Einsatz eines membranbasierten 

Anionen- und Kationenaustauschers in 14 

einzelne Fraktionen fraktioniert, in denen 

funktionelle Peptide angereichert vorlagen. 

Auf Basis der experimentellen Arbeiten 

wurden aktuelle Grenzen und Potenziale für 

die Fraktionierung von Hydrolysaten mittels 

Ultrafiltration (UF), Cross-Flow-Elektromem-

branfiltration (CFEMF) und Membran-Adsorp-

tions-Chromatographie (MAC) aufgezeigt.  

Die Resultate zum Einfluss der Enzymwahl, 

der hydrolytischen Umsetzung und der 

angewandten Trenntechnik auf die selektive 

Fraktionierung wurden aufbereitet, um 

Unternehmen die technologischen Potenziale 

zur Gewinnung bio- und technofunktioneller 

Peptide für maßgeschneiderte Peptid-Produk-

te zu erschließen. 

 

Wirtschaftliche Bedeutung: 

Der milchverarbeitende Sektor erwirtschaftet 

in Deutschland mit knapp 37.000 Beschäf-

tigten an etwa 100 Betriebsstätten einen 

Umsatz von jährlich etwa 22 Mrd. €. Die 

deutsche Milchwirtschaft ist nicht nur 

innerhalb der EU, sondern auch weltweit dem 

Wettbewerb ausgesetzt. Entsprechend wird 

in neue Technologien investiert und es finden 

sich neben den Standardmagermilch- und 

molkenpulvern inzwischen zahlreiche Spezial-

produkte. Auf internationalen Märkten gibt es 

bereits einige „Functional Food“-Produkte wie 

Getränke, Kaugummi, Konfekt, bei denen mit 

biofunktionellen Peptiden aus Milch gewor-

ben wird. Der deutsche Markt für „Functional 

Food“ wird auf 5,1 Mrd. € mit einem 

jährlichen Wachstumspotenzial von 20 % 

geschätzt.  

Die entwickelten Messmethoden ermöglichen 

es insbesondere kleinen und mittelstän-

dischen Unternehmen (KMU), Peptidfraktio-

nen für spezifische Anforderungen zu ent-

wickeln und anschließend im technischen 

Maßstab zu produzieren. Durch die vorge-

stellten Versuche in Labormaßstab wird bei 

Variation der Technologie eine praxisrelevan-

te Herstellung, eine beschleunigte Übertra-

gung in den Technikumsmaßstab sowie das 

Einhalten eines engeren Zielbereichs der 

gewünschten funktionellen Eigenschaften 

garantiert. Die anhand verschiedener Varian-

ten (definierte milchbasierte Substrate, aus-

gewählte Enzyme und die entsprechende 

Trenntechnik) erarbeiteten Prozess-Funktions-

beziehungen ermöglichen zudem eine gezielte 

und effiziente Herstellung neuer maßge-

schneiderter Peptid-Produkte. Somit wird es 

KMU ermöglicht, durch diese Technologie 

Peptidfraktionen mit z. B. grenzflächen-

aktiven, langkettigen amphiphilen Peptiden in 

Lebensmittelformulierungen ohne besondere 

Kennzeichnung (Clean Label) für die 

Emulgierung und Schaumstabilisierung einzu-

setzen, um sich am Markt besser zu 

behaupten. Das erweiterte Angebot an 

maßgeschneiderten Peptid-Produkten erhöht 

die Absatzmärkte in der Lebensmittelindus-

trie, um in Lebensmittelformulierungen einge-

setzt zu werden. 
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