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Ausgangssituation:

In Produktionsprozessen fermentierter Milch-
produkte, wie RuUhrjoghurt oder Frischkéase,
wird in groRen Fermentationstanks (20 bis 50
m?®) zundchst in Ruhe ein Gel ausgebildet. Um
die Fermentation zu stoppen, wird das Gel
leicht aufgerihrt und mittels schonend fordern-
der Pumpen Uber Warmetauscher gekthlt. Die
fermentierte Milch (= Mikrogelsuspension) wird
im Fall von Rihrjoghurt haufig bei ca. 20 °C
und von Frischkédse bei <10 °C in einem Puf-
fertank zwischengestapelt. Hier ware eine en-
zymatische Nachbehandlung einfach zu inte-
grieren. AnschlieBend wird das Produkt mit
Pumpen abgezogen, ggf. mit Zutaten ver-
mischt, dem Fuller mit den Dosierstationen zu-
gefihrt und verpackt. In den verschiedenen
Prozessstufen erfolgt auf Grund der mechani-
schen Belastung der empfindlichen Mikrogelpar-
tikel ein Strukturabbau. Dieser wird in der Pra-
xis aktuell entweder durch einen erhdhten
Rohstoffeinsatz (0,1-0,4 % Protein) oder durch
Zusatz von Verdickungsmitteln kompensiert.
Der Ansatz, Laccasen zur Strukturregenerierung
(,Rebodying”), also zum Vernetzen und Stabili-
sieren der Mikrogelpartikel im bereits fermen-
tierten Milchprodukt, zu nutzen, wurde bisher

nicht verfolgt. Kdnnten auf biokatalytischem
Wege verarbeitungsbedingte Strukturverluste in
fermentierten Milchprodukten kompensiert wer-
den, lieRe sich einerseits der Rohstoffeinsatz
optimieren und andererseits kénnte auf stabili-
sierende Zusatze verzichtet werden.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, Lacca-
sen aus Speisepilzen als strukturbildende bzw.
als strukturregenerierende Enzyme fir den Ein-
satz in fermentierten Milchprodukten verfliigbar
zu machen. Dazu sollte das Anforderungsprofil
an die Laccasen durch proteinanalytische, tech-
nologische, rheologische und sensorische Un-
tersuchungen in Hinblick auf die Anwendung in
fermentierten Milchprodukten erforscht werden.

Forschungsergebnis:

In Forschungsstelle 1 wurden neben dem kom-
merziellen Referenz-Laccasepraparat aus Trame-
tes versicolor (Lcc C) gereinigte Laccasen aus
anderen Basidiomyceten-Stammen (Funalia tro-
gil, Trametes versicolor und Meripilus gigan-
teus) nach Einrlhren in kommerziellen Mager-
milchjoghurts hinsichtlich der erwiinschten
Strukturmodifikation gescreent. Die viskoelasti-
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schen Parameter (komplexe Viskositat n*,
Speichermodul G’ und Verlustmodul G*‘) wur-
den erhoht. Durch Zusatz von Food-Grade-
Mediatoren konnte die Vernetzungseffizienz der
Enzyme weiter gesteigert werden. Mit Vanillin
steht ein beliebter, in Milcherzeugnissen ver-
breitet verwendeter Aromastoff als Mediator
zur Verfigung. Die Vernetzung in kommerziel-
len Magermilchjoghurt mit Lcc C zur Erhéhung
der Viskositat war effizienter als die Erhéhung
der Proteinkonzentration im Joghurt.

In einem Screening von 20 Pilzstdmmen wurde
die Laccase aus Pleurotus eryngii in Gegenwart
der naturlich in Milch vorkommenden lonen (K*,
Ca®*, Mg?*, CI', Phosphat, Citrat) weniger inhi-
biert als das Referenzenzym Lcc C. Die gerei-
nigte Laccase aus P. eryngii zeigte ein schmales
Optimum fir die Vernetzung der Milchproteine
in Gegenwart des Mediators Vanillin. Hohere
Enzymdosen flhrten zu Fragmentierungsreakti-
onen und zum Strukturabbau. Unerwiinschte
oxidative Verdnderungen an empfindlichen In-
haltsstoffen, wie Fett- und der Aminosauren,
infolge von Laccase-katalysierten Nebenreakti-
onen wurden im Rahmen der analytischen
Grenzen nicht nachgewiesen.

In Forschungsstelle 2 wurden im Technikums-
malstab Standardprozesse fir Magermilchjo-
ghurt, Vollmilchjoghurt und Frischkése der Ma-
gerstufe aufgebaut und durchgefiihrt. Integriert
war jeweils eine standardisierte Nachbehand-
lung mittels Scherventil, die eine industrielle
mechanische Belastung simuliert. Die so me-
chanisch vorbelasteten fermentierten Systeme
wurden ohne (Standard) und mit dem Refe-
renzenzym Lcc C behandelt, strukturell charak-
terisiert und sensorisch evaluiert. Analysiert
wurde u. a. der Speichermodul bei 10 °C (10
rad/s), als ein MaR fir die Festigkeit der
Rahrjoghurts bzw. Frischkdses, sowie die
Scherviskositat (10 °C, 50 1/s), die mit der
sensorischen Wahrnehmung korreliert. In den
im TechnikumsmalRstab hergestellten Joghurt-
und Frischkasesystemen mit simulierter mecha-
nischer Belastung wurde nach Zusatz des Refe-
renzenzyms Laccase C im Vergleich zum Stan-
dard keine signifikante Erh6hung des
Speichermoduls und der Scherviskositat beo-
bachtet. Im Rahmen einer sensorischen Unter-
suchung wurden die enzymatisch behandelten
Proben, unabhangig von der Zugabe von Vanil-
lin als Mediator, im Vergleich zur Referenzprobe
(Mager- bzw. Vollmilchjoghurt) als niedrigvisko-
ser wahrgenommen. Zusatzlich wurden die mit
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Laccase C versehenen Joghurtproben als unty-
pisch beschrieben.

In Modellexperimenten wurde im Folgenden
gemeinsam mit Forschungsstelle 1 verstarkt der
Frage nachgegangen, durch welche Inhaltsstof-
fe des komplexen Milchsystems (z.B. lonen,
Sauerstoff, Antioxidanzien) und welche Pro-
zessparameter (Temperatur, Zeit, Enzymdosa-
ge) die Reaktionen der Lacc C beeinflusst wer-
den. Z.B. wurde ein Modellsystem bestehend
aus Natriumcaseinat mit Lcc C vorbehandelt
und anschlieRend mit Glucono-d&lacton direkt
gesauert. Gegenlber dem Modellsystem ohne
Enzymzusatz konnte in einem Penetrationsver-
such ein reduzierter Kraftanstieg und eine redu-
zierte Maximalkraft gemessen werden. Folglich
lag ein schwacher ausgepragtes Gelnetzwerk
vor.

Ferner zeigte eine Mikrostrukturvisualisierung
mithilfe CLSM (Confocal-Laser-Scanning-
Microscopy) fir Mager- und Vollmilchjogurt,
fir Frischkdse der Magerstufe sowie flir das
Natriumcaseinat-Modellsystem jeweils gegen-
Uber den enzymfreien Referenzproben ein auf-
grund von grofRen Molkeeinschlissen (erhohte
Synédrese) aufgelockertes, heterogenes Gel-
netzwerk. AuRerdem wurden fragmentierte Pro-
teinaggregate beobachtet.

Mit dem Forschungsvorhaben wurde gezeigt,
dass Laccasen Milchproteine mit und ohne Me-
diatoren im sauren Milieu vernetzen kénnen. Fr
das Screening nach Laccasen ist zu beachten,
dass Milchinhaltsstoffe, wie z.B. Salze und An-
tioxidanzien, die Aktivitdt reduzieren koénnen
und dass ggf. Nebenprodukte entstehen, die
auch in geringer Konzentration zu sensorischen
Abweichungen flhren. Es besteht weiterhin
Forschungsbedarf, um mit einem tieferen Ver-
standnis geeignete Laccasen fir den Einsatz in
Milchprodukten gezielt auszuwahlen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Ergebnisse dieses Forschungsprojektes hel-
fen Enzymherstellern und Molkereiunternehmen,
innovative Anwendungsoptionen flr struktur-
modifizierende Enzyme in Milchprodukten zu
erschlieBen. Weniger als 1 % der auf dem
Markt verfliigbaren Enzyme werden bisher fir
technische Anwendungen im Bereich der Le-
bensmittel genutzt. Das Projekt hat einen Bei-
trag geleistet, diese Wissenslliicke zu schlieRen.
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So kénnen zukinftig kleine und mittlere En-
zymproduzenten auf Basis der erarbeiteten Kri-
terien gezielter nach strukturbildenden Enzymen
fir Milchprodukte screenen. Milchunternehmen
profitieren von den vorwettbewerblich gewon-
nenen Erkenntnissen, um die gestiegenen An-
forderungen bei Exportprodukten zu erfiillen, da
technologische Optionen fir qualitativ hochwer-
tige und lagerstabile fermentierte Milchprodukte
aufgezeigt wurden.

Der deutsche Milchverarbeitungssektor umfasst
rund 100 Unternehmen und beschéftigt ca.
36.000 Mitarbeiter. Mit etwa 19 Mrd. € Um-
satz erzielt er knapp 14 % des Gesamtumsatz-
volumens der deutschen Lebensmittelindustrie.
Die sog. WeilRe Produktlinie (Joghurt, Quark
etc.) ist mit 5,7 Mrd. € der umsatzstarkste Be-
reich. Insbesondere kleine und mittelstandische
Unternehmen (KMU) dieses Wirtschaftssektors
stehen in einem starken internationalen Wett-
bewerb und sind gefordert, kostengilinstig quali-
tativ hochwertige und lagerstabile fermentierte
Milchprodukte zu produzieren.
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