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Wahrend der Kuhllagerung von Rohmilch bis
zur Prozessierung ist bekannt, dass sich
psychrotolerante Mikroorganismen vermeh-
ren konnen. Einige dieser Mikroorganismen,
z.B. jene der Gattung Pseudomonas, sind in
der Lage, hitzestabile Endopeptidasen zu se-
kretieren, die im Gegensatz zu den Mikroor-
ganismen die thermische Prozessierung der
Milch aktiv iberstehen konnen. Nach unvoll-
standiger Inaktivierung der Endopeptidasen
sind selbst geringe Mengen im Endprodukt
ausreichend, um zu Produktveranderungen
wahrend langen Haltbarkeitsperioden zu fiih-
ren. Diese Produktverdnderungen &uf3ern
sich sowohl in der Gelierung der Milchprote-
ine als auch in der Bildung eines bitteren Ge-
schmacks. Solch geringe Endopeptidaseakti-
vitaten sind mit den kommerziell erhéltlichen
Methoden =zur Endopeptidaseaktivititsbe-
stimmung nicht quantifizierbar.

Ziel des Forschungsvorhabens war es des-
halb, aufbauend auf den Ergebnissen des
IGF-Projekts AiF 16588 N eine sensitive und
spezifische analytische Methode fir den
quantitativen Nachweis hitzestabiler Endop-
eptidasen in Milch zu entwickeln. Dabei wur-
den zwei verschiedene Losungswege ver-

folgt: A) basierend auf der Substratselektivi-
tat unter Verwendung spezifischer Marker-
substrate, B) anhand der Sequenzhomologie
unter Verwendung spezifischer Antikorper.
Die entwickelten Methoden sollten die Mog-
lichkeit geben, betroffene Rohmilch zu identi-
fizieren und dementsprechend zu Produkten
mit geringer Haltbarkeitsperiode zu verarbei-
ten.

Forschungsergebnis:

Anhand der Sequenzhomologie der sekretier-
ten Endopeptidasen wurden acht Pseudomo-
nas-Spezies zur Produktion dieser Endopep-
tidasen ausgewahlt. Die Endopeptidasen
wurden unter geeigneten Bedingungen
(100 % (v/v) Milch (0,3 % Fett), 20 °C) produ-
ziert und mittels FPLC aus dem Kulturiber-
stand gereinigt. Nach einer UHT-Erhitzung
von Milch waren diese mit 25-40 % der initia-
len Endopeptidaseaktivitat aktiv.

Fir beide Losungsansatze (A und B) wurde
eine einfache Aufarbeitungsmethode fiir
Milch entwickelt, um den Einfluss von
Storsubstanzen zu minimieren und die ent-
haltene Endopeptidaseaktivitat zu konzentrie-
ren. Im ersten Schritt wurde die Probe auf pH
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5 angesauert, um die Caseinmicellen auszu-
fallen. Um hitzelabile Endopeptidasen zu in-
aktivieren, wurde die Probe fiir eine Minute
auf 95 °C erhitzt. AnschlieBend erfolgte die
Konzentrierung der Probe durch hydrophobe
Interaktionschromatographie mittels Gravity-
flow-Zentrifugenrohrchen. Die Wiederfin-
dung der Endopeptidaseaktivitat lag bei 43 %.

Fir Losungsansatz A wurde zuerst die Sub-
stratselektivitdt der Endopeptidasen durch
Hydrolyse verschiedener Peptide/Proteine
mit bekannter Aminosauresequenz (z. B. B-
Casein, BSA) und nachfolgender massen-
spektrometrischer Analytik der Peptide be-
stimmt. Dabei wurde eine breite Substratse-
lektivitat der Endopeptidasen mit einer Prafe-
renz fir hydrophile, basische Aminosauren
(z. B. Arginin, Lysin, Glutaminsdure) an P1-
Position der Peptidbindung und unpolare,
aliphatische Aminosauren (z. B. Valin, Leucin,
Asparaginsdure) an P1’-Position ermittelt.
Anhand der Ergebnisse der Substratselektivi-
tat lieBen sich die Endopeptidasen in zwei
Gruppen abhangig von deren Sequenzhomo-
logie einteilen. So bevorzugte eine Gruppe
Arginin an P1-Position (Sequenzhomologie
innerhalb der Gruppe 86-98 %), wahrend die
zweite Gruppe (Sequenzhomologie 91 %)
Alanin bevorzugte. Die beiden Gruppen wie-
sen eine Sequenzhomologie zwischen 66-
68 % auf. Durch die Verwendung von chro-
mogenen Para-Nitroanilin-Substraten oder
fluorometrisch aktiven Substanzen konnte
gegenuber dem bisher verwendeten Na-Ca-
seinat/OPA-Nachweis keine Sensitivitatsstei-
gerung erreicht werden. Da es sich hierbei
um einen universellen Endopeptidasenach-
weis handelte, war die Methode nicht selek-
tiv. Daher war der Erhitzungsschritt fur die
Aufarbeitung der Milch unerlasslich, um den
Einfluss hitzelabiler Endopeptidasen, wie z. B.
Plasmin, auszuschliel3en.

Fir Losungsansatz B wurden auf Basis von
zwei Endopeptidasen (P. /actis und P. wei-
henstephanensis, Sequenzhomologie 68 %)
polyklonale Antikdrper produziert. Die Anti-
korper interagierten mit den Endopeptidasen
weiterer Pseudomonas-Spezies abhéangig
von deren Sequenzhomologie. Milchkompo-
nenten wurden nicht durch die Antikorper de-
tektiert. Die verwendeten Antikorper waren
spezifisch fiir Pseudomonas-Endopeptida-
sen, konnten allerdings auch die Endopep-
tidase von Serratia marescens, die eine Se-
guenzhomologie von 51 % zu Pseudomonas-
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Endopeptidasen besal3, nachweisen. Endop-
eptidasen weiterer Milchkontaminanten, wie
z.B. Microbacterium oder Stenotrophomo-
nas, oder milchendogene Peptidasen wurden
durch die Antikorper nicht erkannt.

Des Weiteren wurde ein indirekter ELISA mit
einer Durchfihrungsdauer von 6-7 h, der eine
hohe Préazision und Reproduzierbarkeit auf-
wies, entwickelt. Die Nachweis- und Bestim-
mungsgrenzen lagen bei 21,0 bzw. 25,7 ngpro-
w«in ML, Um die Sensitivitat zu erhdhen, sollte
ein indirekter Sandwich-ELISA entwickelt
werden. Aufgrund der Verwendung polyklo-
naler Antikorper, die mehrere Epitope er-
kannten, traten Kreuzreaktionen der Antikor-
per untereinander auf. Somit konnte kein ver-
lasslicher Sandwich-ELISA entwickelt wer-
den. Als Alternative wurde ein indirekter,
kompetitiver ELISA entwickelt, der als Ergéan-
zung zum indirekten ELISA eingesetzt werden
kann. Durch das umgekehrt proportionale
Verhalten von Antigenkonzentration und Sig-
nalstiarke kann diese Methode bei geringen
Antigenkonzentrationen verwendet werden,
um falsch-positive Ergebnisse auszuschlie-
Ben.

Als kritische Endopeptidaseaktivitat, die bei
20 °C innerhalb von 3-6 Monaten zur Destabi-
lisierung von Milchprodukten fliihren konnte,
wurde = 0,1 pkatNa.CaseinanpA mL" identifiziert.
Bei erhdohten Temperaturen kdnnte jedoch
schon eine geringere Endopeptidaseaktivitat
zur Destabilisierung des Milchprodukts fih-
ren. Um diese Aktivitdten verlasslich nach-
weisen zu kénnen, muss die Sensitivitat der
Detektionsmethoden mindestens um das
10fache gesteigert werden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

In Deutschland werden in 140 Unternehmen
jahrlich ca. 30 Mio. t Rohmilch verarbeitet.
und ein Umsatz von 25 Mrd. € generiert. Der
Export von Erzeugnissen ins Ausland macht
dabei 25 % aus. Durch Transport und Lage-
rung der Milchprodukte in klimatisch war-
mere Lander steigen die Anforderungen an
deren Mindesthaltbarkeit. Die Produzenten
mussen Uber die gesamte Logistik- und Ver-
triebskette der internationalen Markte sicher-
stellen, dass ihre Produkte bis zum Ende der
angegebenen Mindesthaltbarkeit keine nega-
tiven Veranderungen in der Textur oder Sen-
sorik aufweisen, ansonsten sind Gewinn-
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einbulRen durch Regresspflichten gegenliber
den Geschaftspartnern und Imageschaden
fur die Unternehmen zu erwarten. Hitze-
stabile Endopeptidasen stellen dabei ein po-
tenzielles Risiko fiir die Einhaltung von Halt-
barkeitsgarantien dar. Rohmilch, die auf-
grund von technischen Produktionsstérun-
gen oder schwankenden Lagerzeiten (Be-
standsplanung, Wochenendbetrieb) langer
als drei Tage gelagert wurde, sollte routine-
malig auf hitzestabile Endopeptidasen unter-
sucht werden. Dies wiurde den Unternehmen
eine grofRere Sicherheit geben, ihre Haltbar-
keitszusagen einhalten zu konnen.

Die Ergebnisse dieses Projektes geben erste
Anhaltspunkte Uber die Maoglichkeiten zur
sensitiven Detektion hitzestabiler Endopep-
tidasen. Die entwickelte Aufarbeitungsme-
thode zeichnet sich durch ihre einfache Um-
setzbarkeit ohne die Verwendung komplexer
Gerate aus und kann einfach in den Proben-
eingang integriert werden. Durch die Vermei-
dung von FPLC-Systemen wird aul3erdem
eine parallele Aufarbeitung mehrerer Proben
moglich. Der entwickelte ELISA setzt die Ana-
lysedauer des zuvor verwendeten Na-Ca-
seinat/OPA-Assays von 96 h auf 7 h herab
und kann daher zu einer Verbesserung fiih-
ren. In Hinblick auf die ermittelte kritische En-
dopeptidaseaktivitat, die zur Produktverande-
rung fihren kénnte, muss die Sensitivitat der
Nachweismethode allerdings nochmals ge-
steigert werden, um eine verlassliche Aus-
sage Uber die getestete Milch zu geben.
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Der Schlussbericht ist flir die interessierte
Offentlichkeit bei der Forschungsstelle abzu-
rufen.
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