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Ausgangssituation 

Die enzymatische Gewinnung von Proteinhydrolysaten erfolgt in der Lebensmittelindustrie bisher in diskonti-
nuierlichen Batchprozessen. Dabei ist nachteilig, dass i) die Enzyme nur einmal zur Anwendung kommen und 
deshalb einen hohen Prozesskostenanteil ausmachen, ii) die resultierenden Peptide/Aminosäuren eine Pro-
duktinhibierung bewirken, die den Hydrolyseprozess verlangsamt und iii) die quantitative und qualitative Zu-
sammensetzung des finalen Proteinhydrolysats von Batch zu Batch Schwankungen unterworfen ist. 

Ein kontinuierlicher Prozess mittels Enzym-Membran-Reaktor-(EMR)-Technologie könnte diese Nachteile be-
heben, dieser ist allerdings bisher kaum erforscht. Ziel des Forschungsvorhabens war es deshalb, einen konti-
nuierlichen Hydrolyseprozess von Milchproteinen in einem EMR zu entwickeln, der eine maximale Ausnutzung 
der Enzyme realisiert und durch eine kontinuierliche Permeation der Peptide/Aminosäuren aus dem Prozess-
raum die Inhibierung der Enzyme minimiert. Die im Permeat erhaltenen Proteinhydrolysate sollten eine defi-
nierte Zusammensetzung mit neuen technofunktionellen Eigenschaften aufweisen und sensorisch unauffällig, 
d.h. neutral, sein. 

Forschungsergebnis 

Aufgrund der angestrebt langen Betriebszeiten eines EMR von mehreren Tagen oder Wochen sollte eine mög-
liche Verkeimung des EMR durch die Wahl geeigneter Prozessparameter (pH-Wert, Temperatur) unterdrückt 
werden. Die mikrobielle Stabilität von Casein war bei einer Prozesstemperatur von 65 °C gewährleistet. Das 
Präparat Sternzym BP 25201 (thermolysin-ähnliche Peptidase) hatte geeignete Charakteristika für eine Casein-
hydrolyse bei 65 °C (Restaktivität nach 24 h = 80 %). Für Molkenproteine kam aufgrund ihres Löslichkeitsver-
haltens eine derart hohe Temperatur nicht in Betracht. Es wurde alternativ ein pH-Wert ≤ 3 für die Gewähr-
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leistung der mikrobiellen Stabilität als geeignet ermittelt. Das Präparat Maxipro AFP (Aspergillopepsin I) konnte 
hierfür bei 45 °C und pH <3 eingesetzt werden (Restaktivität nach 24 h = 40-60 %). Der optimale Hydrolysegrad 
für technofunktionelle Eigenschaften von Na-Caseinat betrug ca. 2 % (Zunahme freier Aminogruppen). Bei die-
sem Hydrolysegrad waren die Schaumstabilität um 31 % und die Emulsionsstabilität um 210 % gesteigert. Der 
optimale Hydrolysegrad für eine gesteigerte Technofunktionalität von WPI betrug 1-2 %. Bei diesen Hydroly-
segraden stieg die Emulsionsstabilität um bis zu 71 %. Beide Hydrolysate wurden jedoch sensorisch als „sehr 
bitter“ wahrgenommen. Eine Entbitterung der Hydrolysate war mit der bakteriellen Exopeptidase PepN aus 
Lb. helveticus oder mit einer vorbehandelten, endopeptidasefreien Flavourzyme-Fraktion möglich. 

Bei der kontinuierlichen Hydrolyse im EMR gingen die Schaumeigenschaften des resultierenden Hydrolysats 
verloren, da die Membran schaumrelevante Peptide zurückhielt. Außerdem kam es im Retentat zu einer An-
reicherung größerer Peptide, die eine Membranverblockung bewirkten und letztendlich zum Abbruch des EMR 
führten. Durch Immobilisierung der Peptidasen wurde die Anwendung in einem Enzym-Filter-Reaktor (EFR) 
ermöglicht, wodurch eine Verblockung auf Retentatseite vermieden wurde und ein stabiler, kontinuierlicher 
Hydrolyseprozess über 24 Tage möglich war. Im Unterschied zum EMR konnte der EFR auch mit höheren Sub-
stratkonzentrationen [10 % (w/v) anstatt 2,5 % (w/v)] betrieben werden. Die erzielte Raum-Zeit-Ausbeute des 
EFR-Prozesses war 53-mal höher als die im EMR und die Enzymproduktivität stieg um ein 4-faches. Gleichblei-
bende Produkteigenschaften wurden im EFR entweder durch eine tägliche Ergänzung des immobilisierten En-
zyms oder durch eine Verlängerung der Verweilzeit der Substratlösung erreicht. Das auf diese Art erhaltene 
Hydrolysat hatte ähnliche technofunktionelle Eigenschaften wie das zuvor im Batch-Verfahren hergestellte 
Hydrolysat. 

In einem abgewandelten zweistufigen EMR-Verfahren mit löslichen Enzymen wurde ein Na-Caseinat-Hydroly-
sat mit einem gesteigerten Hydrolysegrad von 18,5 % kontinuierlich und unter gleichbleibenden Prozessbe-
dingungen produziert. In der ersten Stufe wurde Sternzym BP 25201 eingesetzt, um das Na-Caseinat bis zu 
einem maximal möglichen Hydrolysegrad von ca. 8 % zu hydrolysieren. Dieses bittere Hydrolysat wurde in der 
zweiten Stufe durch vorbehandeltes, endopeptidase-freies Flavourzyme weiter hydrolysiert. Die Ausbeute die-
ses Prozesses lag bei nahezu 100 %. Durch den Prozess wurde die Enzymleistung maximal ausgenutzt. Das 
Hydrolysat aus dem zweistufigen Prozess wurde sensorischen Tests unterzogen und als „entbittert“ eingestuft. 
Es hatte im Vergleich zum Ausgangssubstrat Na-Caseinat jedoch keine gesteigerten Emulgier- oder Schaum-
eigenschaften mehr. Das antioxidative Potential des Hydrolysats stieg hingegen im Vergleich zu unbehandel-
tem Na-Caseinat um 40 %. Damit konnte das „proof of principle“ für eine kontinuierliche Proteinhydrolyse ge-
zeigt werden. 

Wirtschaftliche Bedeutung 

Auf Grundlage der Ergebnisse können Milchproteinhydrolysate bzw. -fraktionen für spezifische Anforderungen 
kostengünstiger als bisher entwickelt und produziert werden. Das Prinzip des EFR sowie des zweistufigen EMR-
Verfahrens und das im Projekt erarbeitete Know-how hinsichtlich Substrat, Enzym, Hydrolysegrad und Tech-
nofunktionalität ermöglichen eine Ausweitung der Enzymhydrolyse auf weitere Anwendungen in der Lebens-
mittelindustrie. Da Filtrationsanlagen in milchverarbeitenden Unternehmen bereits vorhanden sind, ist die Im-
plementierung eines solchen kontinuierlichen Hydrolyseprozesses ohne größere technische Investitionen 
möglich. 

Da gerade Milchproteinhydrolysate keine Massenware darstellen, eröffnet dieser Bereich insbesondere klei-
nen und mittelständischen Unternehmen die Chance, neue Märkte zu erschließen und profitable Nischen zu 
besetzen. Technofunktionelle Hydrolysate können zudem in Lebensmittelformulierungen ohne besondere 
Kennzeichnung (Clean Label) eingesetzt werden. 
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