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Rohmilch enthélt Bakteriophagen in Titern von
bis zu 10 Plague-bildenden Einheiten (PbE) mL-
1 mit groRRer Biodiversitat. In vorangegangenen
IGF-Projekten wurde gezeigt, dass mit wenigen
Ausnahmen die Molkerei-Bakteriophagen der
mesophilen Sauerungs- und Aromakulturen die
Kurzzeit-Pasteurisation  Uberstehen.  Somit
gelangen unterschiedliche Phagenspecies in
den Kasungsprozess. Treffen die Phagen auf
sensitive Wirtsbakterien, so vermehren sie sich
bis zu einem Titer von bis zu 10° PbE mL* Molke
oder g! Kase. Werden phagenbelastete
Molkeprodukte in den Betrieben recycelt,
kénnen Fermentationsstérungen die Folge sein.
Bisher kann die ,Phagenfreiheit® von Molke
weder schnell gepruft noch garantiert werden.

Im Rahmen des IGF-Projekts AiF 16714 N wur-
de deshalb ein neues, hochspezifisches mole-
kulares Nachweissystem basierend auf der
LAMP-Methode (Loop-mediated isothermal Am-
plification) entwickelt, mit dem innerhalb von 90
min gezielt vier besonders thermoresistente
Lactococcus-lactis-Problemphagen der 936

Species in einer Molkenprobe mit einer Nach-
weisgrenze von 102 PbE mL detektiert werden
kénnen. Darliber hinaus wurden in den IGF-
Projekten AiF 14339 N und AiF 15886 N experi-
mentelle Daten zur thermischen Inaktivierung
thermoresistenter Phagen ermittelt, die inzwi-
schen erfolgreich fur das Auslegen der ther-
mischen Behandlung in Prozessen genutzt
werden. Allerdings werden beim thermischen
Inaktivieren der Phagen Molkenproteine dena-
turiert, so dass dies keine Option fiir funktionelle
Molkenproteinpraparate mit einem hohen Anteil
an nativen Molkeproteinen darstellt. Fir solche
Produkte konnte aber im Rahmen des IGF-
Projekts 16714 N eine nichtthermische
Alternative aufgezeigt werden, mit der mittels
Mikrofiltration Phagen um mehr als 4 log-Stufen
in nativer Molke reduziert werden kdnnen. Ist die
Molke gering belastet, kann eine solche
phagenfiltrierte Molke zum Recycling im Betrieb
oder zur Weiterverarbeitung genutzt werden. Ist
der Ausgangsphagentiter jedoch hoher, z. B. 108
PbE mL?1, wirde die alleinige Filtration keine
ausreichende Phagensicherheit garantieren. Fir
diese Falle ware die sog. orthogonale Prozess-
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fuhrungsstrategie — unterstitzt durch den
Phagen-Schnellnachweis (s.0.) — geeignet.

In der orthogonalen Prozessfuhrungsstrategie
werden definitionsgemal Prozessschritte kom-
biniert, deren technologische Maf3nahmen/Ver-
fahren sich im Wirkmechanismus ergénzen,
beispielsweise die UV-C-Behandlung einer be-
reits phagenfiltrierten Molke. Wahrend in den
USA die UV-C-Behandlung von Lebensmitteln
bereits zugelassen ist, ist die Behandlung in
Deutschland nur fur die Entkeimung von Trink-
wasser, die Oberflachenentkeimung von Hart-
kdse und fur Fruchtzubereitungen gesetzlich
erlaubt.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, die
Phagen der Milchsaurebakterien in Molken mit
geeigneten  molekularen  Schnellmethoden
nachzuweisen und mittels orthogonaler Pro-
zessschritte, bestehend aus einer Filtration und
einer UV-C-Behandlung, ohne negative Pro-
duktverdnderungen in der Summe um bis zu 9
log-Stufen zu reduzieren. Erarbeitet werden
sollten Zusammenhange zwischen der UV-C-
Dosis und der Phageninaktivierung und den ggf.
auftretenden Produktveranderungen. Letzteres
dient der Prozessauslegung, um Risiken fur den
Konsumenten und unerwinschte Qualitats-
veranderungen auszuschlieBen. Schliel3lich
sollten mit den experimentellen Arbeiten die
Grundlagen fur die Nutzung der UV-C-
Behandlung von Molke und fir eine mogliche
Zulassung erarbeitet werden.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Vorhabens wurde an For-
schungsstelle 1 (Universitat Hohenheim) ein
experimenteller Aufbau zur UV-C-Behandlung
etabliert. Dazu wurde die Bestrahlungskammer
BS-02 (Opsytec Dr. Grobel GmbH, Ettlingen)
verwendet, mit der eine definierte UV-C-
Exposition von flissigen Proben im Labor-
maldstab maoglich ist. Hierbei sind vor allem die
absorptiven Eigenschaften der zu bestrahlenden
Medien zu beachten — durch Molke dringen
weniger UV-C-Strahlen als durch Wasser —,
weshalb die Schichtdicke angepasst werden
musste.

Fur die Inaktivierungsversuche wurden gut
charakterisierte L.-lactis-Bakteriophagen von
Forschungsstelle 2 (MRI) aufgereinigt und als
hochkonzentrierte Phagenpréaparationen der
Forschungsstelle 1 zur Verfigung gestellt. Alle
untersuchten L.-lactis-Phagen konnten mittels
UV-C-Strahlung vollstéandig, d. h. > 9 log-Stufen,
inaktiviert werden. In Wasser waren dafur UV-C-
Dosen von etwa 0,1 J cm? ausreichend,
wohingegen in nativer Molke etwa 5 J cm™
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erforderlich waren. Wird der Phagentiter durch
eine vorangehende Phagenfiltration bereits um 4
log-Stufen reduziert, verringern sich die be-
nétigten UV-C-Dosen um etwa die Halfte. Da
kein Unterschied zwischen thermoresistenten
und thermosensitiven Phagen festgestellt
wurde, ist diese Inaktivierungsmethode auch fir
die ,Problem“Phagen besonders Vvielver-
sprechend.

Daruber hinaus untersuchten beide For-
schungsstellen mdogliche, durch die UV-C-
Strahlung verursachte Produktveranderungen
der nativen Molke. Der Riboflavingehalt und das
Aminosaurespektrum wurden erst bei extrem
hohen Dosen von bis zu 20 J cm beeinflusst,
jedoch wurden schon bei etwa 0,5 J cm?2
flichtige Stoffe gebildet, die einen
unangenehmen Geruch nach ,Stall® bzw.
~Kuhmist* aufweisen. Ob die UV-C-Behandlung
in kontinuierlichen Anlagen schonender erfolgt,
soll im Nachgang des Projekts noch im Rahmen
eines Upscaling-Experiments gepruft werden.
Es konnten keine zytotoxischen, genotoxischen
oder mutagenen Wirkungen nachgewiesen
werden. Damit steht einer Genehmigung der
UV-C-Behandlung nativer Molke grundsatzlich
nichts entgegen.

An Forschungsstelle 2 wurde der LAMP-Assay
weiterentwickelt und die Durchfihrzeit auf unter
eine Stunde gesenkt. Hierdurch kdnnen sechs
hitzeresistente L.-lactis-,Problem“-Phagen mit
den neu entwickelten LAMP-Primern in den
Medien Wasser, native Molke und Kasemolke
nachgewiesen werden. Grof3e Phagengruppen
mussen aufgrund hoher Heterogenitat auf
Basenpaarebene in Untergruppen unterteilt
werden, um eine hohere Ubereinstimmung der
konservierten Bereiche zu erreichen. Fir die
grofte L.-lactis-Phagengruppe 936 konnte dies
erfolgreich angewandt und alle getesteten
Phagen dieser Phagengruppe nachgewiesen
werden.

Wahrend des gesamten Forschungsvorhabens
wurden von Forschungsstelle 2 insgesamt 197
Rohmilchproben verschiedener Molkereien auf
das Vorkommen von Phagen gescreent. In 79
Proben konnten Phagen verschiedener Pha-
gengruppen nachgewiesen werden, darunter
auch neuartige L.-lactis-P335-,Hybrid“-Phagen,
die eine hohe Verwandtschaft zu S.-thermo-
philus-Phagen aufzeigten. Die Titer variierten
zwischen 10 und 2,6 x 10% PbE mL.
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Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Kaseproduktion in Deutschland betrug 2018
ca. 2,5 Mio. Tonnen. Des Weiteren wurden uber
345.000 Tonnen Molkenpulver in deutschen
Molkereien produziert (2017). Deutschland ist
weltweit der groRte Exporteur von Milch-
produkten und exportierte 2018 insgesamt ca.
327.000 Tonnen Molkenpulver.

Molke aus der Kaseproduktion enthé@lt hohe
Konzentrationen an Phagen und kann bei
Einsatz von Molkenpulvern bei der Herstellung
fermentierter Lebensmittel zu Fermentations-
storungen fuhren. Die in diesem Projekt
erarbeiteten grundlegenden Daten bilden eine
notwendige Voraussetzung fir die Zulassung
eines neuen Behandlungsverfahrens.

Die technologischen Empfehlungen kénnen in

milchverarbeitenden Betrieben und in der
Zulieferindustrie genutzt werden, um die
Prozesssicherheit zu verbessern und um

Fermentationsstdrungen zu minimieren. Durch
den schnellen Nachweis von Phagen in niedriger
Konzentration erhalten Unternehmen zudem ein
Werkzeug an die Hand, um kurzfristig Uber die
Weiterverwendung bzw. Weiterverarbeitung von
Molke zu entscheiden.

Die Ergebnisse werden die Wettbhewerbs-
fahigkeit der deutschen Hersteller steigern und
verschaffen ihnen einen Vorsprung auf dem
Exportmarkt.
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