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Ausgangssituation:

Der Kasemarkt unterliegt einem starken interna-
tionalen Wettbewerb, so dass die Optimierung
von Prozessen und auch die Verwertung der bei
der Kaseherstellung anfallenden Molke (die
flinf-bis zehnmal hoéher ist als Kéase) wichtige
Faktoren fiir den wirtschaftlichen Erfolg der Un-
ternehmen sind. Molke wird dabei entweder zu
den unterschiedlichsten, madglichst nativen
Molkenproteinpraparaten veredelt oder direkt
in den Unternehmen in verschiedenen Produk-
ten eingesetzt.

Im Rahmen von zwei IGF-Projekten des FEI zum
Vorkommen und zur Identifikation sowie zur
Hitzeinaktivierung und  Saure/Lauge-Inakti-
vierung von Bakteriophagen stellte sich heraus,
dass die meisten Phagen eine Pasteurisation
der Rohmilch Ulberleben und einige besonders
thermoresistent sind. Damit ist nicht zu vermei-
den, dass Phagen in den Kasungsprozess ge-
langen und bei vorhandenen Wirtsmikroorga-
nismen z. T. in hoher Anzahl (bis zu 10° Phagen
mL") in die Molke gelangen. Dies kann einer-
seits zu Problemen bei der Wiederverwertung
der Molke oder des Molkenrahms bei den Un-

ternehmen fiihren, denn dadurch wird das Ar-
beitsgebiet  (Temperatur-Zeit-Kombinationen,
Gblicherweise < 100 °C) fiir die Mikropartikulie-
rung (MP) eingeschrankt, um thermoresistente
Phagen sicher zu inaktivieren. Andererseits ist
nicht auszuschlieen, dass zugekaufte Molken-
proteinpraparate mit einem hohen Anteil an na-
tiven Molkenproteinen (B-Lactoglobulin-
Denaturierungsgrad < 30 %), die in der Herstel-
lung fermentierter Milchprodukte, wie Joghurt
oder Frischkése, eingesetzt werden, durch ihre
Belastung mit Phagen zu Fermentationsstorun-
gen fuhren.

Im Ergebnis dieser beiden durchgefiihrten FEI-
Projekte wurden bereits zahlreiche MalBnahmen
von der Industrie ergriffen, um Fermentations-
storungen in Kasereien zu minimieren, z.B.
wurde die Molkenrahmerhitzung angepasst.
AuBerdem wird inzwischen vermieden, funkti-
onelle, native Molkenpraparate im eigenen Un-
ternehmen als Rezepturbestandteil zur Herstel-
lung fermentierter Milchprodukte zu nutzen, da
hierdurch Phagen im Unternehmen rezirkuliert
werden konnen; aber auch der Zukauf birgt Ri-
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siken, denn derartige Molkenpulver koénnen
ebenfalls Phagen enthalten.

Fermentationsstérungen durch Bakteriophagen
treten in kleinen und mittelstandischen Unter-
nehmen (KMU) unvorhergesehen auf und ma-
chen damit den Produktionsprozess schlechter
kalkulierbar. Zwar kommt es meistens nicht
zum Totalausfall einer Charge, da Mehrstamm-
kulturen eingesetzt werden oder eine Kulturen-
rotation erfolgt, aber Produktionsverzégerun-
gen und Qualitdtsschwankungen (z.B. bei
Aromakulturen) sind héaufig die Folge. Der
Schaden betrifft dann ganze Fermentations-
tanks (20.000 bis 50.000 Liter) und mehrere
Chargen, wenn die Ursache z. B. im Rezeptur-
bestandteil Molkenpraparat liegen sollte.

Es besteht damit ein Zielkonflikt: So ist eine
thermische Eliminierung thermoresistenter
Phagen in Molke zwar prinzipiell moglich, je-
doch fuhrt diese zu einer mindestens 60%igen
Denaturierung der Molkenproteine. Auf der an-
deren Seite wird eine moglichst schonende
thermische Verarbeitung angestrebt, um Mol-
kenproteinpraparate mit einem moglichst ho-
hen Anteil an nativen Molkenproteinen bereit-
zustellen.

Ziel des Forschungsvorhabens war es vor die-
sem Hintergrund, Moglichkeiten zur Phagenre-
duktion mittels einer Crossflow-Membran-
filtration (CFMF) fir Phagen mit verschiedenen
Morphologien experimentell zu untersuchen.
Idee war, die in der Molke enthaltenen Phagen
durch eine vorgeschaltete Phagenfiltration so
weit zu reduzieren, dass die heute Ubliche und
zwangslaufige Anreicherung der Phagen zu-
sammen mit den Molkenproteinen in der Wei-
terarbeitung, z.B. durch Ultrafiltration oder Ein-
dampfung, minimiert werden kann. Ziel war die
Reduktion des Phagentiters um 3 - 5 log-Stufen
in der Molke. Des Weiteren sollten Molkenpro-
dukte durch die Entwicklung eines Schnell-
nachweissystems frihzeitig hinsichtlich einer
Phagenbelastung bewertet werden kénnen.

Forschungsergebnis:

An Forschungsstelle 1 (Universitat Hohenheim)
wurde zunachst im Laborexperiment gezeigt,
dass der Phagentiter in mit Phagen gespikter,
idealer Molke mittels organischen Polyethersul-
fon (PES)-Membranen reduziert (bis zu 3 log-
Stufen) und gleichzeitig eine hohe Permeation
der majoren Molkenproteine erreicht werden
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kann. Die Permeation von a-Lactalbumin war
im Gegensatz zu [-Lactoglobulin signifikant
héher und unabhangig von der Membran-
trenngrenze. Die Phagenretention war unab-
hangig von der Morphologie der Phagen und
stieg mit abnehmender Membrantrenngrenze
(100 kDa > 300 kDa > 500 kDa). Lediglich Pha-
gen mit groBem Kapsid wurden signifikant bes-
ser zuruckgehalten.

Im Weiteren wurde die Hypothese gepriift, dass
Wirtsbakterien, die als ,Fishing Tool” der Mol-
ke zugegeben werden bzw. in der Praxis in der
Molke ohnehin vorhanden sind, die Retention
der Phagen verbessern. Diese Hypothese wurde
bestétigt. Grinde sind, dass a) Phagen an die
Wirtsbakterien adsorbieren und damit nicht
mehr frei in der Molke vorliegen und b) die
Wirtsbakterien und andere Stoffe eine Deck-
schicht auf der Membran bilden, wodurch wei-
tere Phagen zuriickgehalten werden.

Ausgehend von diesen Modellexperimenten
wurde im Labormal3stab gepritift, ob eine Filtra-
tion mit keramischen Membranen vergleichba-
re Ergebnisse liefert. Zundchst wurden die
Mem-branen charakterisiert (u.a. beziglich ih-
rer Hy-drophobizitdt, PorengréBe). Anschlie-
Bend wurden analog die Prozessparameter va-
riiert und die resultierende Phagenretention
und Permeation von Molkenbestandteilen un-
tersucht. Die Proteinpermeation war vergleich-
bar mit denen der Experimente mit organischen
Membranen. Die Phagenretention war aller-
dings bei vergleichbarer Trenngrenze mit anor-
ganischen Membranen um 3 log-Stufen hoher
als bei den organischen Membranen. Diese Er-
kenntnisse sollten im gro3eren Mal3stab an rea-
ler Molke verifiziert werden.

Dazu wurde in der Forschungs- und Lehrmolke-
rei Hohenheim die bei der Schnittkdseherstel-
lung anfallende Molke entrahmt und mit Pha-
gen gespikt. Diese wurde anschlieBend im
Technikumsmalstab (70 Liter) (1,69 m?, Gradi-
entenmembran, 0,1 ym, Membralox Modul 7
P - 1940 GP) filtriert (Uberstromgeschwindigkeit
7 m s Transmembrandruck 0,06 MPa, 10 °C)
und das ablaufende Permeat hinsichtlich Pha-
gentiter und Molkenproteingehalt untersucht.
Ablaufendes Retentat wurde wahrend des Ex-
periments vermischt und wieder dem Vorlauf-
behélter zugefiihrt (Dauer des Experiments 90
min). Es wurde eine Phagenreduktion um > 4
log-Stufen lber die Filtrationszeit von 90 min
bei einer Proteinpermeation von > 80 % er-
reicht.
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Somit stellt das Mikrofiltrieren (0,1 um) von Ka&-
semolke vor der Weiterverarbeitung einen at-
traktiven Prozessschritt zur Reduktion von Pha-
gen dar. Weiterhin werden durch diesen
Filtrationsschritt Schwebstoffe und Bakterien
aus der Molke abgetrennt, nicht jedoch Enzyme
oder funktionelle Bestandteile, wie z. B. Lact-
oferrin. Die , phagenfiltrierte” Molke enthélt bis
zu 90 % der nativen Molkenproteine und bietet
dadurch Potenzial fiir die Entwicklung neuer
Produkte.

An Forschungsstelle 2 (MRI) wurden die fiir die
Filtrationsversuche essentiellen Bakteriophagen
aufgereinigt, aufkonzentriert und als hochreine
Phagenpraparationen der Forschungsstelle 1
zur Verfigung gestellt. Aufgrund der schlechten
Lagerstabilitat der eingesetzten Phagen muss-
ten diese mehrfach vor den Filtrationsversu-
chen aufgearbeitet werden. Des Weiteren wur-
den die bei der Filtration verwendeten
Polyethersulfon-Membranen vor und nach den
durchgefiihrten Filtrationen mit Hilfe eines Ras-
terelektronenmi-kroskops untersucht und cha-
rakterisiert.

Fir die Entwicklung von Nachweissystemen
von Phagen der Milchsaurebakterien wurde die
genomische DNA von thermoresistenten, neu-
artigen und ,,Problem”-Phagen (2 Leuconostoc-
und 7 L.-/actis-Phagen) sequenziert. Die erhal-
tenen Genomsequenzen wurden an der For-
schungsstelle 2 bioinformatisch analysiert (An-
notation, vergleichende Sequenzanalysen).
Durch vergleichende Sequenzanalysen der Leu-
conostoc-Phagen mit allen bisher publizierten
Sequenzen von Leuconostoc-Phagen konnte
der PCR-Assay zum Nachweis der Leuconostoc-
Phagen optimiert werden. Innerhalb der ver-
wendeten PCR-Primer konnten Abweichungen
zwischen den Sequenzen festgestellt werden,
wodurch einige Phagen nicht erfasst wurden.
Durch Modifikation dieser Primer gelang es, al-
le bisher verfligbaren Leuconostoc-Phagen
nachzuweisen.

Vergleichende Sequenzanalysen von vier ther-
moresistenten L.-/actis-Phagen der 936 Phagen-
spezies mit allen publizierten Sequenzen dieser
Spezies flihrten zu einer Zielregion fur einen
spezifischen molekularen Nachweis der ther-
moresistenten L.-/actis-936-Phagen.

Anhand dieser Zielregion wurde ein LAMP
(,Loop mediated isothermal amplification”)-
Assay entwickelt. Die LAMP-Methode wurde
aufgrund ihrer einfachen Durchflihrbarkeit, des
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geringen Zeitaufwands und besonders wegen
ihrer hohen Spezifitdt ausgewahlt. Die Methode
wurde erfolgreich etabliert. Sauermolke, ideale
Molke und Kdasemolke wurden mit verschiede-
nen Phagen gespikt. Die DNA wurde direkt aus
der Molke isoliert und fiir den molekularen
Nachweis eingesetzt. Die vier thermoresisten-
ten Phagen wurden mit dieser molekularen Me-
thode spezifisch nachgewiesen.

Die bisherige Nachweisgrenze der Phagen in
Molke konnte von 10* Plaque-bildenden Einhei-
ten (PbE) mL" um eine log-Stufe auf 10° PbE
mL" optimiert werden. Fir die schnelle und ein-
fache Auswertung der Reaktionen wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR®-Safe dem Reakti-
onsgemisch nach Reaktionsende zugegeben.
Aufgrund der gro3en Menge DNA, die bei ei-
nem LAMP-Assay amplifiziert wird, zeigten po-
sitive Reaktionen eine intensive Fluoreszenz
nach Anregung mit UV-Licht.

Das entwickelte Testsystem ist ein verlassliches
Werkzeug, um spezifische Phagen schnell (in-
nerhalb von 90 Minuten) in Molke nachzuwei-
sen. Dabei wird nur eine einfache Laborausstat-
tung benotigt.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Der Kaseproduktion kommt fiir die Wertschop-
fung milchverarbeitender Unternehmen eine
grol3e Bedeutung zu. 2010 betrug die Kasepro-
duktion in Deutschland ca. 2,4 Mio. Tonnen.
Damit ist Deutschland EU-weit bei der Kase-
produktion an erster Stelle. Die Eigenverwer-
tung von Molke in den Betrieben oder die Ver-
arbeitung zu unterschiedlichsten Molken-
produkten gewinnt in milchverarbeitenden
Unternehmen eine immer gréf3ere wirtschaftli-
che Bedeutung. Molke aus der Kaseproduktion
enthélt allerdings haufig eine hohe Konzentra-
tion an Phagen, die Probleme bei der Wieder-
verwertung hervorrufen kann. Das Projekt gibt
Molkereien Werkzeuge an die Hand, mit der
sich dieses Risiko erheblich minimieren lasst.
Dazu bietet sich vor allem die Filtration an, da
thermische Verfahren aufgrund der thermi-
schen Denaturierung der hitzeempfindlichen
Molkenproteine nur begrenzt anwendbar sind.
Zur Uberpriifung einer niedrigen Phagenkon-
zen-tration sind zudem schnelle und sensitive
Nachweisverfahren notwendig. Die aus dem
Projekt abzuleitenden technologischen Empfeh-
lungen kénnen in KMU einfach umgesetzt und
damit die Prozesssicherheit verbessert werden.
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Die praktische Nutzung des Verfahrens ergibt
sich insbesondere im Lebensmittelsektor, auf-
grund der Berucksichtigung unterschiedlicher
Phagenmorphologie sind die Ergebnisse aber
auch fur den biotechnologischen Bereich von
Interesse. Das Phagentestsystem koénnte von
Zulieferunternehmen hergestellt und zum Pha-
genmonitoring vermarktet werden. Darlber
hinaus leistet das Vorhaben auch wichtige Hin-
weise flr andere Firmen der Zulieferindustrie,
wie Starterkulturenhersteller, Membranlieferan-
ten, sowie fur den Maschinen- und Anlagenbau
fir die Auslegung oder Neukonzeption von Pro-
zesslinien.
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