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Ausgangssituation:

Eine Konservierung von Lebensmitteln wird zu-
nehmend bedeutender, um vor allem die Ver-
zehr-Sicherheit fir die Verbraucher zu erhéhen,
andererseits um auch den verlangerten Distribu-
tionswegen Rechnung tragen zu kénnen. Neben
klassischen Konservierungsverfahren werden
mehr und mehr biologische Haltbarmachungs-
verfahren bzw. Verfahren eines sog. ,bio-
control” in den Fokus der Uberlegungen und
MalRnahmen gerlickt.

Bei physikalischen Verfahren kénnen thermische
und athermische Verfahren unterschieden wer-
den, die jeweils produktspezifisch angewendet
werden koénnen. Derart produktbelastende Ver-
fahren, die Hitze, Druck, Strahlung, Begasung
mit Schutzgas sowie Kiihlung oder Tiefgefrieren
anwenden, minimieren oder verhindern ein mi-
krobielles Wachstum i.d.R. jedoch nicht, ohne
weitere (z.T. unerwiinschte) Veranderungen der
Produktqualitdtseigenschaften zu generieren.

Chemische Konservierungsmethoden verwenden
natlrliche und synthetische Konservierungsstof-
fe, wie z.B. Antioxidantien, Chelatbildner oder
ahnliche Stoffe (Deklaration mittels E-Nummern,

z.B. Sorbaten, Propionaten, Acetaten, Ge-
schmacksstoff auf Alkoholbasis). Der Einsatz
vieler der o.g. traditionellen Konservierungsstof-
fe wird von den Verbrauchern zunehmend abge-
lehnt. Akzeptierte Alternativen, wie die ,Natural
Antimicrobials” (z.B. Bacteriocine, Lactoferrin,
Zimtaldehyd (Zimt)), sind jedoch U(berwiegend
schlecht verfligbar, relativ unspezifisch, nicht
ausreichend thermostabil und nicht ausreichend
solubilisiert oder sie verandern Aroma und Ge-
schmack des jeweiligen Produktes nachteilig.

Von mikrobiologischer Konservierung wird ge-
sprochen, wenn Lebensmittel fermentiert wer-
den, z.B. Sauerteig, Joghurt, Sauerkraut, Bier
etc., oder ihnen z.B. eine Schutzkultur zugege-
ben wird.

Anhand der o.g. und vielfach aktuell eingesetz-
ten Konservierungsverfahren wird deutlich, dass
Bedarf an einem ,natirlich’ operierendem Kon-
servierungsmittel besteht, welches nicht nur die
Haltbarkeit verlangert, sondern gleichzeitig auch
keine sensorischen oder qualitativen Nachteile
mit sich bringt. Vor diesem Hintergrund kann
durch den Einsatz von kalteangepassten Chitina-
sen ein Konservierungskonzept genutzt werden,
bei dem ein Lebensmittel wenig aufwéndig (oh-
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ne komplexe Anlagentechnik) und nicht produkt-
schadigend auch z.B. bei Raumtemperaturen
mikrobiologisch haltbarer hergestellt und gela-
gert werden kann. Gleichermalen liefert der Ein-
satz kalteangepasster Chitinasen oder kéltean-
gepasster Enzyme allgemein die Madglichkeit,
eine langanhaltende Frische und mikrobielle
Haltbarkeit der Lebensmittel unter Kihl- und
Raumtemperaturen zu generieren.

Die hydrolytische Desintegration namentlich von
Zellwand-Bausteinen bei Schimmelpilzen (u.a.
Chitin und R-Glucan) kann theoretisch durch den
Einsatz von Chitinasen erfolgreich durchgefihrt
werden und so ein Wachstum dieser Verderbnis-
erreger minimiert und/oder unterbunden werden.
Die mikrobielle Haltbarkeit von Backwaren und
anderen festen, halbfesten oder flissigen Le-
bensmittel wird i.d.R durch unerwinschtes
Schimmelwachstum limitiert, so dass durch Nut-
zung von kéalteangepassten Chitinasen, die auch
bei Raumtemperatur katalytisch wirksam sind,
ein neuartiges Instrument eines ,bio-control”
entwickelt werden kann.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, bakteriel-
le, kalteaktive Chitinasen zu identifizieren, die
einfach und preiswert zu produzieren sind und
durch deren Zusatz eine Schimmelpilzentwick-
lung in Lebensmitteln verhindert werden kann.

Forschungsergebnis:

Chitinaseproduzierende Bakterienstimme aus
den Polarmeeren konnten erfolgreich vom Alf-
red-Wegener-Institut fir Polar und Meeresfor-
schung (AWI) reaktiviert und auf Chitinaseaktivi-
tat getestet werden. Um aus der reaktivierten
Stammkollektion geeignete antifungale Enzym-
produzenten herauszufinden, wurden unter-
schiedliche Methoden zum schnellen Nachweis
der Enzymaktivitditen sowie der Lyse von
Schimmelpilzmyzel und -sporen entwickelt. Bei
dem Screening zeigten insbesondere Gram-
positive Bakterien gute Chitinaseaktivitdt und ein
deutliches antifungales Potential. Auf diese
Gruppen fokussierten sich die weiteren Untersu-
chungen. Wegen des beachtlichen Anteils von
B-Glucan in Pilzzellwédnden wurde das Screening
noch auf Stdmme mit B-1,3-Glucanaseaktivitat
ausgeweitet. Der Versuch, sehr gute R-1,3-
Glucanasebildner mit sehr guten Chitinasebild-
nern zu kombinieren, erbrachte allerdings nicht
die erwartete deutliche Steigerung der antifun-
galen Aktivitat.
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Bei den in die engere Wahl gekommenen Stam-
men wurde die Stabilitdt der Enzyme und die
Moglichkeiten einer Steigerung der Enzymaktivi-
tat untersucht. Dabei zeigte sich, dass es kein
generelles Verfahren fir alle Stdamme gibt. Bei
den meisten Stdmmen wirkte sich aber der Zu-
satz von Chitin positiv auf die Chitinaseausbil-
dung und der Zusatz von Pilzmyzel positiv auf
die Glucanaseausbildung aus. Eine Dosierung
von Tween vor dem Abernten der Mikroorga-
nismenkulturen steigerte bei einigen Stdmmen
ebenfalls die Chitinaseaktivitdt. Andererseits
konnte der vermutete negative Einfluss des Ab-
zentrifugierens und der Sterilfiltration auf die En-
zymaktivitaten bei der Aufbereitung der Uber-
stande nicht bestéatigt werden. Das Aufkonzen-
trieren der Uberstinde mittels Ultrafiltration
steigerte nicht nur die Enzymaktivitdten, son-
dern auch die antifungale Wirkung. Es ist daher
davon auszugehen, dass die antifungale Wirkung
hauptsachlich enzymatischen Aktivitaten und
nicht Sekundarmetaboliten zuzuordnen ist.

Die unaufgereinigten in der spateren Phase des
Projektes aufkonzentrierten Enzymsysteme wur-
den in zuvor entwickelten, mikrobiologischen
Diagnostikverfahren (in vitro) der Forschungs-
stelle 1 auf antifungale Aktivitdt gegen ausge-
wahlte Verderbniserreger geprift. Hierbei zeig-
ten die kédlteangepassten, enzymaktiven Fermen-
tationsliberstdnde sowohl im Agardiffusionstest
als auch im Submersverfahren antifungale Akti-
vitdt, die im Gegensatz zu konventionell einge-
setzten Konservierungsmitteln (Sorbinsdure) pH-
unabhéngig operieren. Besonders im Submers-
verfahren fihrte die Zugabe von kélteangepass-
ten Fermentationstiberstdnden vergleichsweise
zu einer geringeren Keimbelastung als unter Zu-
gabe von konventionellen Konservierungsmit-
teln. Diese Analysen wurden durch weitere di-
rekte Verfahren, wie Ecologenansatze, bei denen
Pilzkultur und Enzymproduzent nur durch eine
bakteriendichte Membran getrennt sind, erganzt.
Auch hier wurden sehr (berzeugende antifunga-
le Effekte erhalten wie auch bei den LIVE/DEAD-
Untersuchungen. Rasterelektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen ergaben ebenfalls deutli-
che Schadigungen der Pilzzellwande unter Ein-
wirkung der antifungalen Bakterien und der Hefe
K. lactis.

Um die antifungale Wirkungsweise der Chitina-
sen/R-1,3-Glucanasen neben den mikrobiologi-
schen Analysen in Lebensmitteln zu erfassen,
wurden Modellsysteme von Kuchenmassen und
Schnittbroten (mit verschiedenen pH-Werten),
sowie ein Weizenvollkornbrot durch die For-
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schungsstelle 1 entwickelt und intern standardi-
siert (in situ).

Die Brote wurden nach dem Backen und Aus-
kiihlen mit dem jeweiligen Konservierungsmittel
bespriht und verschweil3t gelagert. Bei den
Massen wurde das jeweilige Konservierungsmit-
tel zu der ungebackenen Masse homogen einge-
tragen und ebenfalls verschweil3t gelagert. Diese
0.g. Modellsysteme wurden nach unterschiedli-
chen Lagerdauern bei verschiedenen Temperatu-
ren mikrobiologisch untersucht. Hierbei konnte
der kalteangepassten Chitinase (resp. dem Fer-
mentationsmedium) keine antifungale Aktivitat
zugeschrieben werden. Modellsysteme, denen
kélteangepasste Fermentationsiiberstande zuge-
geben worden sind, zeigten eine annahernd ahn-
liche Keimbelastung wie die Referenz, die ohne
Zugabe eines Konservierungsmittels gelagert
worden ist.

Die fur die Modellsysteme eingesetzten Fermen-
tationstiberstande waren nach Upscalingprozes-
sen, nach unterschiedlichen Anséatzen zur Opti-
mierung der Enzymaktivitatsproduktion, nach
Versuchen zur geeignetsten Aufbewahrung bzw.
Stabilisierung und nach Entwicklung einer geeig-
neten Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration
produziert worden. Die in den Uberstanden be-
findlichen Chitinasen und Glucanasen wurden
mit Hilfe von Zymogrammen und unterschiedli-
chen Aktivitatstests u.a. auch in Abhéangigkeit
von Temperatur und pH-Wert charakterisiert.
Dabei konnte bestatigt werden, dass eine Chi-
tinase vom Stamm 1700 im optimalen pH-
Bereich von 4,5 bis 5,5 die hochste Aktivitat bei
sehr niedrigen Temperaturen (4° bis 12°C)
entwickelt. Das Aktivitatsoptimum einer Gluca-
nase lag ebenfalls im niedrigen pH-Bereich, al-
lerdings waren hier die optimalen Temperaturen
hoéher.

Obwohl biochemische Charakterisierungen und
mikrobiologische Analysen unter optimalen Be-
dingungen im Agardiffusionstest und im Sub-
mersverfahren (in vitro) vielversprechende Er-
gebnisse  zur antifungalen  Aktivitdt der
kélteangepassten Chitinasen lieferten, konnten
in den realen Backsystemen (Modelle — in situ)
keine deutlich inhibierenden Reaktionen beo-
bachtet werden. Demzufolge kann abgeleitet
werden, dass in den untersuchten und mit en-
zymaktiven Fermentationsiiberstanden behandel-
ten Modellsystemen von Brot und rohen Sand-
massen eine zu geringe Aktivitdt an Chitinase
und RB-Glucanase einerseits zuganglich ist und
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andererseits keine antifungalen Effekte festge-
stellt werden konnten.

In Lebensmitteln mit héheren Wassergehalten,
wie z.B. Saften oder Sauermilchprodukten,
kénnten diese Enzyme mdoglicherweise eine bes-
sere Aktivitat entwickeln. Vor diesem Hinter-
grund erscheint namentlich eine Optimierung des
Produktions- und vor allem des Aufreinigungs-
verfahrens notwendig, um kéalteangepasste anti-
fungale Enzymaktivitdten zu generieren. Offen-
bar sind chitinolytische Aktivitdten allein nicht
ausreichend, um erwinschte und ausreichend
lytische Wirkungen zu erzielen. Es bedarf offen-
bar immer auch einer R-Glucanase-Aktivitat in
Gegenwart eine Chitinase, um ggf. dementspre-
chend technische Enzymsysteme als effektives
Konservierungsmittel im Rahmen eines ,bio-
control” wirtschaftlich nutzen zu kénnen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Das Backwarengewerbe in Deutschland ist mit-
telstdndisch geprégt. Neben rund 16.500
handwerklichen Béackereien bestimmen ca. 60
mittelgrofRe industrielle Béackereien und nur 4
grolRe Betriebe die Brotherstellung. Insgesamt
sind ca. 135.000 Beschaftigte im Backgewerbe
tatig, der Jahresumsatz der Branche betragt ca.
15 Mrd. €. Die ca. 40 Hersteller von Backgrund-
stoffen fir das Backgewerbe beschéaftigen ca.
8.000 Mitarbeiter und erwirtschaften einen Jah-
resumsatz von ca. 1,5 Mrd. €. Die Zahl der
Handwerksbé&ckereien sinkt seit Jahren deutlich,
wahrend die Zahl von Bake-Off-Stationen in Su-
permarkten und Selbstbedienungsbéackereien im
Niedrigpreissegment zunimmt.

Im Rahmen dieses Forschungsprojektes konnten
erste wichtige Grundbausteine gelegt werden,
um zu klaren, inwieweit kélteaktive, antifungal
wirksame Enzymsysteme, wie Chitinase, als
Konservierungsmittel industriell einsetzbar sind.
Nach weiteren Untersuchungen und/oder Modi-
fikationen und finaler Implementierung der kalte-
angepassten Chitinase fir kommerzielle Lebens-
mittel-Produkte, kénnten Backwarenproduzenten
durch Einsatz kélteaktiver Enzyme, wie Chitina-
sen, ihre Waren lénger haltbar und hygienisch
und toxikologisch sicherer lagern und anbieten.
Ein vorzeitiger mikrobieller Verderb kdénnte so
minimiert werden, die Qualitdtsmerkmale einer
Ware wirden erhéht und einer Vernichtung von
Lebensmittel kénnte entgegengewirkt werden.
Der Anteil an verschimmeltem Brot u.a.m. wr-
de sich reduzieren. Mit qualitativ besseren und
umweltfreundlicher produzierten Produkten
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kdénnten insbesondere kleine und mittelstédndi-
sche Unternehmen der Konkurrenz der Super-
markt- und Discounter-Produkte besser standhal-
ten. Durch die verlangerte Haltbarkeit bestiinde
aulRerdem die Maoglichkeit, handwerkliche Pro-
dukte besser Uberregional zu vertreiben und da-
mit neue Markte zu erschlieBen. Eine Umsatz-
steigerung ware moglich, zumal teure Neuan-
schaffungen von Geréaten oder Einrichtungen zur
Etablierung der Methode nicht nétig sind. Dieses
kénnte sich auch auf die Preiskalkulation und
auf die Wettbewerbsfahigkeit auswirken. Wett-
bewerbsvorteile ergeben sich nicht nur bei ver-
packten Lebensmitteln, wie Schnittbrot, die im
sauren pH-Wertbereich liegen, noch gréRere
Marktvorteile sind bei solchen Produkten zu er-
warten, die im neutralen und leicht basischen
pH-Bereich liegen, wo Sorbinsdure und Propion-
sdure unwirksam sind, oder nur noch in sehr ho-
hen Konzentrationen wirken. Wettbewerbsvor-
teile sind auch bei Toastbrot, Hamburger Buns
0.a. zu erwarten, deren Verpackungen u.a. mit
Alkohol mikrobiell haltbar gemacht werden. Die-
ses ist eine erndhrungsphysiologisch kritisch zu
betrachtende Methode, die auf absehbare Zeit
nicht mehr zuldssig sein wird. Nach aktuellem
Stand der Technik stehen bisher keine praktikab-
len Alternativen zur Verfligung, so dass der Ein-
satz kalteaktiver Chitinasen ein aussichtsreicher
Weg ware. Auch Produzenten von Kuihlproduk-
ten hatten mit dem neuen Konservierungssys-
tem Wettbewerbsvorteile, denn Unter-
brechungen der Kihlkette (+ 8°C) bei Kihlpro-
dukten, wie z.B. Brotaufstrich, fiihren zu kost-
spieligen Ausfallen. Mit kéalteaktiver Chitinase
versehene Kihlprodukte wirden eine kurzfristige
Erwdrmung ohne Schaden Uberstehen, da die
Chitinasen auch bei Raumtemperatur aktiv blei-
ben.
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