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PREBIOTIKA AUS MOLKE

Neuer Weg zur Herstellung von Galactooligosacchariden

1. Einleitung

Im vergangenen Jahrzehnt haben sogenannte funktionelle
Lebensmittel, d. h. Lebensmittel mit gesundheitlichem Zusatz-
nutzen, beim Verbraucher zunehmend an Bedeutung gewon-
nen. Ein Hauptziel von funktionellen Lebensmitteln ist die
positive Beeinflussung des Gastrointestinaltraktes. Dazu gehort
auch der Aufbau einer gesunden Darmflora. Hierbei kénnen
Galactooligosaccharide (kurz: GOS) niitzlich sein. Als GOS
werden Mehrfachzucker bezeichnet, welche aus einer Reihe
von Galactosemolekiilen und optional einem endstdndigen
Glucosemolekiil bestehen (siehe Abbildung 1).

Abbildung 1: Struktur von Galactooligosacchariden
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GOS kommen natiirlicherweise in der humanen Mutter-
milch vor (Bruzzese et al. 2006) und sind maf3geblich fir den
bifidogenen Effekt der Muttermilch verantwortlich (Gonzalez
etal.2008). Wenn Miitter nicht ausreichend Milch bereitstellen
konnen, kann Sduglingsergdnzungsnahrung auf Kuhmilchbasis
die Versorgung mit lebenswichtigen Nahrstoffen sicherstellen.
Allerdings enthalt Kuhmilch deutlich weniger Oligosaccharide
(Martinez-Ferez etal. 2006), sodass es vorteilhaft fir Sduglinge
ist, wenn Oligosaccharide zugefligt werden. An eine Isolierung
humaner Oligosaccharide — bisher wurden ca. 130 von Gber
1000 verschiedenen Oligosacchariden identifiziert — fiir kom-
merzielle Zwecke ist selbstredend nicht zu denken. An Stelle
humaner Oligosaccharide werden daher bovine Galactooli-
gosaccharide als wertvoller und geeigneter Ersatz angesehen
(Schwab und Géanzle 2011). Diese sind zum Teil auch in der
humanen Muttermilch vorhanden (Tzortzis und Vulevic 2009).

2. Eigenschaften von Galactooligosacchariden
2.1 Prebiotische Wirkung

Nach einer Definition von Gibson & Roberfroid 1995 werden
als Prebiotika unverdauliche Lebensmittelbestandteile bezeich-
net, die selektiv das Wachstum und/oder die Aktivitit ein oder
mehrerer Bakterien des Dickdarms fordern und demnach die
Gesundheit des Wirts verbessern. Sie werden auch als ,Bifidus-
Faktor” bezeichnet.

Die prebiotische Wirkung von Galactooligosacchariden wur-
de bereits in zahlreichen Studien bestatigt. Sie férdern sowohl

das Wachstum von Bifidobakterien (z.B. Boehm et al. 2002,
Knol et al. 2005, Ben et al. 2008) als auch von Lactobazillen
(Ben et al. 2004) und hemmen gleichzeitig pathogene Keime,
wie Clostridien (Vivatvakin etal. 2010). Durch Zusatz von GOS
gleichen sich die Anzahl und die Art der kurzkettigen Fettsduren
von nicht gestillten (Flaschen-) Sduglingen denen der gestillten
Sduglinge an (Bakker-Zierikzee et al. 2005, Ben et al. 2004).
Auswirkungen auf die Stuhlfrequenz und -konsistenz wurden
ebenfalls von zahlreichen Autoren beschrieben (z. B. Nakamura
etal. 2009). Zudem gab es positive Effekte im Hinblick auf die
Vermeidung von Atemwegsinfektionen (Bruzzese et al. 2009,
Puccio et al. 2007, Rivero et al. 2005) und eine verbesserte
Mineralstoffaufnahme (Sako et al. 1999, Van Den Heuvel et
al. 2000).

Der bifidogene Effekt konnte auch bei Erwachsenen bestatigt
werden (Ito 1990, Davis et al. 2010), wobei der Effekt stark
von der téglichen Dosis abhdngig ist (getestet wurden 2,5 bis
10 g pro Tag). Werden Galactooligosaccharide wahrend der
Schwangerschaft konsumiert, ist der bifidogene Effekt jedoch
nur bei der werdenden Mutter und nicht beim Fotus nachweis-
bar (Shadid et al. 2007).

2.2 Weitere Eigenschaften und Einsatzmaglichkeiten

Neben ihrem positiven gesundheitlichen Effekt, besitzen
GOS weitere niitzliche Eigenschaften, welche ihren Einsatz
in Lebensmitteln interessant machen. Aufgrund ihrer Struktur
koénnen sie von den Enzymen im Mund, den a-Amylasen, nicht
verstoffwechselt werden. Das hat zur Folge, dass GOS keine Ka-
ries verursachen (Splechtnaetal. 2001). Der Einsatz als Zucker-
austauschstoff in Kaugummi oder Konfekt ist daher naheliegend
(Suter 2010). Sie gelangen demnach unverdaut in den Magen,
den sie aufgrund ihrer guten Stabilitdt im sauren Milieu, unver-
dndert passieren. Diese Eigenschaft macht auch den Einsatz in
Fruchtsaften denkbar (Ito 1990). Auch besitzen GOS eine sehr
hohe thermische Stabilitét (keine Veranderung nach 10 Min. bei
160 °C und pH 7 (Sako et al. 1999)) und ein hohes Wasserbin-
devermdgen, was den Einsatz in Brot und anderen Backwaren
ermoglicht (Sonoike et al. 1994). Die Viskositat ist mit der von
Fruktosesirup vergleichbar und trdgt zu einem verbesserten
Mundgefiihl bei (Tzortzis und Vulevic 2009). Weiterhin haben
GOS einen niedrigen Kalorienwert (1,73 kcal/g, entspricht ca.
50 % des Kalorienwertes von Haushaltszucker (Saccharose)),
da sie den Diinndarm passieren ohne verdaut zu werden. Dies
macht GOS wiederum geeignet fiir Diabetikernahrung. Auch
die SuiBkraft entspricht je nach Zusammensetzung nur 30 bis
60 % der Stilkkraft von Saccharose.

3. Produkte mit GOS

Zundchst muss unterschieden werden zwischen reinen
GOS-Produkten und zwischen Lebensmitteln, denen Galacto-
oligosaccharide zugesetzt werden.
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Im Bereich der reinen GOS-Erzeugnisse gibt

Abbildung 2: Enzymatische Synthese von Galactooligosacchariden

es weltweit einige Produzenten, so z.B. Nissin
Sugar Manufacturing Company und Yakult Phar-
maceutical Industry Co. Ltd. in Japan, GTC Nu-
trition in den USA, Dairygold Food Ingredients
inlrland, First Milk Ingredients und Clasado Inc.
in GroRbritannien oder Friesland Campina in
den Niederlanden. Die Produkte sind meist als
Sirup erhdltlich und als Zwischenprodukt zur
Weiterverarbeitung in der Lebensmittelindust-
rie bestimmt. Einzig bei dem Produkt Bimuno
von Clasado Inc. handelt es sich um ein ver-
brauchsfertiges Produkt. Es wird als Pulver in
Sachets oder als Kaukapseln angeboten. Von
den enthaltenen Zuckern sind jedoch nur ca.
48 % GOS, die eine Kettenldange von zwei bis
funf Monomeren aufweisen (Torres etal. 2010).
Der Rest entfallt auf Glucose (18 %), Galactose
(12 %) und Lactose (22 %). Die meisten der GOS-Produkte ent-
halten 50 bis 70 % GOS, einzig Purimune™ von GTC Nutrition
enthalt 90 bis 92 % GOS (Torres et al. 2010). Der hohe GOS-
Anteil wird jedoch nicht wahrend der Synthese erzielt, sondern
durch eine nachtrdgliche chromatographische Aufreinigung der
Mischung, bei der der GrofSteil der Monosaccharide Glucose
und Galactose (Rest: 0 bis 1 %) und der tiberwiegende Teil der
Lactose (Rest: 7 bis 10 %) abgetrennt werden.

Der Einsatz von Galactooligosacchariden in verschiedenen
Produkten der Lebensmittelindustrie nimmt stetig zu. Von
2005 bis 2011 ist die Anzahl der weltweit neuentwickelten
Produkte pro Jahr um das 12-fache gestiegen (Staley und Mallee
2012). 2011 kam im Durchschnitt an jedem 3. Tag ein neues
GOS-enthaltendes Produkt auf den Markt. Der Grofteil dieser
Produkte fdllt in den Bereich der Sauglings- (Anfangsnahrung,
Folgenahrung) und Kleinkindnahrung (Friichteprodukte, Des-
serts, Getranke). Aber auch Milchprodukten (Joghurts, aroma-
tisierte Milch, Milchdesserts) und Getranken (Energy-Drinks,
Fruchtsifte) werden GOS zugesetzt.

Europa ist neben dem asiatischen Raum der weltweit zweit-
grofite Markt fiir GOS-Produkte. Von 2001 bis 2011 stammten
38 % der Produktneueinfiihrungen mit GOS aus Europa (57%
aus Asien). In Deutschland wurden in diesem Zeitraum ins-
gesamt 25 Produkte mit GOS eingefiihrt (Staley und Mallee
2012). Der Einsatz von GOS beschrankt sich hierzulande v.a.
auf Sduglings- und Folgenahrung (z.B. Aptamil von Milupa).
Einige europdische Lander haben bereits GOS-Produkte jenseits
des Baby- und Kleinkindnahrungssektors auf dem Markt. In
Finnland gibt es beispielsweise einen prebiotischen Joghurtvon
Valio Ltd., in Italien verschiedene Kekse, Cracker und Getranke
unter der Marke Alixir.

Lactose

4. Synthese von Galactooligosacchariden
4.1 Prinzip

Die Abbildung 2 zeigt schematisch die Synthese von
Galactooligosacchariden aus Lactose (bestehend aus den
Monomeren Glucose und Galactose) mit Hilfe des Enzyms
B-Galactosidase (EC 3.2.1.23, auch: Lactase). Zunachst wird
ein Lactose-Enzym-Komplex gebildet. Das Enzym bewirkt die
Spaltung der Lactose und die Freisetzung der Glucose. Der
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Galactosyl-Rest verbleibt dabei zundchst am aktiven Zentrum
des Enzyms und wird anschlieBend auf einen Akzeptor mit
einer OH-Gruppe iibertragen. Dabei kénnen zwei mégliche
Reaktionen ablaufen: Ist der Akzeptor Wasser, findet lediglich
eine Spaltung (Hydrolyse) statt, und es entsteht freie Galactose.
Istjedoch ein anderes Zuckermolekiil der Akzeptor, so entstehen
neue Zucker, die Galactooligosaccharide. Diese Reaktion nennt
man Transgalactosylierung. Bei diesem ,anderen” Zuckermo-
lekiil kann es sich um alle in der Reaktionsldsung vorhandenen
Zucker handeln, d.h. sowohl Lactose, als auch die aus der
Hydrolysereaktion entstandenen Monosaccharide Galactose
und Glucose, aber auch bereits entstandene GOS. Dadurch
kommt es zur Kettenverlangerung, und es entstehen Oligosac-
charide, die bis zu neun Monomere aufweisen konnen. Die
entstandenen GOS unterscheiden sich neben der Kettenldnge
auch in der Art der Verkniipfung. Weit verbreitet sind bspw. die
B-1,6-verkniipfte Allolactose (Disaccharid aus Glucose und Ga-
lactose) oder auch Galactosyl-Lactosen, welche aus Lactose und
einem zusatzlich B-1,6- oder -1,3- angekoppelten Galactose-
Molekiil bestehen. Bereits entstandene Galactooligosaccharide
sind einerseits Akzeptor fiir weitere Galactosyl-Reste, kénnen
jedoch andererseits auch wieder hydrolysiert werden. Die Aus-
beute und Zusammensetzung von GOS hangt damit wesentlich
von der Reaktionszeit ab und ldsst sich nur schwer vorhersagen.

4.2 Einflussfaktoren

Neben der Reaktionszeit beeinflussen zahlreiche andere
Faktoren die GOS-Ausbeute. Ein wichtiger Parameter ist die
Enzymquelle, d.h. der Mikroorganismus aus welchem die
Lactase gewonnen wurde. Je nach Enzymquelle ist die Trans-
galactosylierung starker oder schwacher ausgepragt. Weiterhin
kann die im Verlauf der Reaktionen freigesetzte Glucose das
Enzym hemmen, dessen Ausmal’ jedoch auch von der jeweili-
gen Enzymquelle abhdngig ist.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die anfangliche Lactose-
konzentration, wobei mit zunehmender Lactosekonzentration
auch die GOS-Ausbeute steigt (z. B. Albayrak und Yang 2002).
Grund dafir ist, dass bei hoherer Zuckerkonzentration folglich
weniger Wassermolekiile fiir eine Hydrolysereaktion zur Ver-
fligung stehen und demnach die Wahrscheinlichkeit, dass der
Akzeptor ein Zuckermolekiil ist, steigt.

DLG-Expertenwissen Sensorik 06/2014



EXPERTENWISSEN 6ALACTOOLIGOSACCHARIDE

Die technisch mdgliche Anfangskonzentration hangt
natirlich auch von der Loslichkeit der Lactose ab, welche be-
kanntermalfen temperaturabhdngig ist. Die Arbeitstemperatur
kann jedoch nicht beliebig gesteigert werden, da sie durch
die je nach Enzymquelle unterschiedliche Thermostabilitat
der Lactasen begrenzt ist. Auch der zuldssige pH-Wert ist
durch die jeweiligen Aktivititen und Stabilititen des Enzyms
im sauren oder basischen Milieu begrenzt. Weiterhin spielt
auch die Reinheit des Enzyms eine Rolle, ob ganze Zellen zur
Synthese eingesetzt werden oder ob das Enzym bzw. die Zellen
frei oder immobilisiert (d. h. an einen Trager gebunden) vor-
liegen.

4.3 Synthese in Lactoselosungen

Der Grol’teil der Publikationen beschaftigt sich mit der
Synthese von GOS aus reinen Lactosel6sungen. Dabei wurden
B-Galactosidasen aus Pilzen (z.B. Aspergillus, Penicillium,
Kluyveromyces), Bakterien (z. B. Bifidobakterien, Lactobazillen)
und Archaeen (z.B. Sulfolobus) eingesetzt. Aus der letztge-
nannten Gruppe sind zwei Mikroorganismen bekannt, deren
[-Glycosidasen hyperthermophile Eigenschaften aufweisen und
die zur GOS-Synthese eingesetzt wurden: Sulfolobus solfatari-
cus und Pyrococcus furiosus. Die maximale Ausbeute lag bei
ca. 45 bis 52 % (Park et al. 2008, Boon et al. 1998).

Aus der Gruppe der Bakterien ist der Einsatz sowohl von
mesophilen als auch von thermophilen Enzymen bekannt. Eine
Vielzahl von Autoren verwendeten Enzyme aus Bifidobakterien
(z.B.Rabiuetal. 2001, Tzortzis etal. 2005, Goulas etal. 2007).
Die hochste Ausbeute mit diesen Enzymen lag bei ca. 63 %
und wurde mit einem isolierten und aufgereinigten Enzym von
B. infantis bei 30 %-iger Anfangskonzentration an Lactose,
60 °C, pH 7,5 nach 15 h erreicht.

Auch Enzyme verschiedener Spezies von Lactobazillen (L.
acidophilus, L. reuterii, L. sakei, L. pentosus, L. plantarum)
wurden auf ihre Eignung zur GOS-Synthese getestet. Bei einer
Lactosekonzentration von ca. 20 % lag die Ausbeute stets um
die 40 % bei einem Hydrolysegrad (Lactosespaltung) von ca.
80 % (u.a.lgbal etal. 2010, Maischbergeretal. 2010, Splechtna
etal. 2006, Nguyen et al. 2007).

Zur Eignung von B-Galactosidasen aus Pilzen wurden v.a.
verschiedene Aspergillus-, Penicillium- und Kluyveromyces-
Arten untersucht. Lactase aus Aspergillus niger katalysiert
vor allem die Spaltung der Lactose. Die GOS-Ausbeute ist
mit 16 % recht niedrig, der Lactosehydrolysegrad mit 85 %
jedoch sehr hoch (bei 30 % Anfangslactose) (Toba und Ada-
chi 1978). Mit Aspergillus oryzae als Enzymquelle wurden
dhnliche Ausbeuten von 18 % bereits bei einem niedrigen
Lactosegehalt von 7,5 % erhalten (Toba und Adachi 1978).
Der Hydrolysegrad war mit 37 % zudem deutlich niedriger.
Das Enzym aus A. oryzae verfiigt offensichtlich tber ein ho-
heres Transgalactosylierungsvermdgen als jenes aus A. niger.
Innerhalb der Enzyme aus Penicillium-Arten wurde die hochste
Ausbeute mit P. dupontii erzielt: Bei einem Hydrolysegrad von
90 % betrug die GOS-Ausbeute 50 % nach 8 h (Nakkharatetal.
2006). Lactasen aus Kluyveromyces fragilis besitzen vorrangig
hydrolytische Aktivitdt: Bei 5%-iger Lactoseanfangskonzen-
tration gelang nur eine Ausbeute von 22 %, gleichzeitig lag
der Hydrolysegrad jedoch bei 100 % (Roberts und Pettinati
1957).

4.4 Synthese in Molkenpermeat

Nur wenige Publikationen gibt es zur Verwendung anderer
Substrate wie Molke oder Molkenpermeat. Dieses enthdlt ne-
ben Lactose auch Milchsalze, welche die Enzyme inhibieren,
aberauch aktivieren kénnen. Vor allem Calcium istals Inhibitor
bekannt, Magnesium wirkt in vielen Féllen aktivierend. Uber
das Zusammenspiel verschiedener lonen auf Lactasen finden
sich jedoch kaum Aussagen.

Bei Verwendung von Lactose-supplementiertem UF-Mol-
kenpermeat (Enzym aus K. lactis) sank bei einer Steigerung der
Anfangslactosekonzentration von 10 % auf 30 % die GOS-Aus-
beute von 13,7 % auf ca. 10 % (Adamczak et al. 2009). Bei der
Synthese in reinen Lactoseldsungen ist die Abhdngigkeit genau
entgegengesetzt (Albayrak undYang 2002). Miteiner Aspergillus
oryzae-Lactase wurde in unsupplementiertem Molkenpermeat,
welches demzufolge nur eine geringe Lactosekonzentration von
6 % besitzt, nur eine GOS-Ausbeute von 9 % erreicht (Lopez
Leiva und Guzman 1995). Bei konzentriertem Molkenpermeat
mit hohen Lactosekonzentrationen von 40 % konnte aber auch
mit Enzymen aus A. oryzaeeine recht hohe Ausbeute von 25 %
erzielt werden (Valero und Yang 2005).

Die mit ca. 38 % hochste GOS-Ausbeute mit Lactose-
supplementiertem Molkenpermeat als Substrat konnte mit
Enzymen aus Bifidobacterium bifidumerreicht werden (Goulas
etal. 2007).

5. Aktuelle Forschung an der Hochschule Anhalt
zur Thematik GOS

5.1 Molke

Allein in Deutschland fallen jdhrlich ca. 12,5 Mio. Tonnen
Molke an. Die Suche nach neuen lukrativen Verwertungs-
moglichkeiten, die tiber eine Verwertung der Molkenproteine
hinausgehen, ist daher stets von grofsem Interesse.

Je nach Art der Casein-Féllung werden verschiedene Arten
von Molke unterschieden. Bei der Kaseherstellung erfolgt die
Fallung mit Lab-Enzymen. Die daraus resultierende Molke wird
Siimolke oder auch Labmolke genannt. Bei der Frischkase- und
Quarkproduktion wird mit Milchsdurebakterien gefillt, wo-
durch die sogenannte Sauermolke entsteht. Die Zusammenset-
zung der verschiedenen Molkearten istin Tabelle 1 dargestellt.
Wahrend der Trockenmasse-, Lactose- und Fettgehalt ahnlich
ist, sind zum Teil erhebliche Unterschiede beim Asche- und
Proteingehaltersichtlich. Mit 0,75 % enthalt Stilmolke mehrals
doppeltso viel Protein wie Sauermolke. Der hdhere Aschegehalt
der Sauermolke imVergleich zu Stifmolke kann mafgeblich auf
den héheren Anteil von Calciumphosphat zurtickgefiihrt wer-
den. Ursache ist die lonisierung der Calciumphosphatbriicken
bei der Saureféllung des Caseins, wodurch Calciumphosphat
von den Caseinmicellen in die Molke Ubergeht. Weiterhin
enthilt Sauermolke ca. 0,4 % fermentativ erzeugte Milchsaure.

Die Verwendung von Molke als lactosehaltiges Substrat fir
die Synthese von GOS wiirde eine Wertsteigerung des Produktes
Molke mitsich bringen. Es ergaben sich vielfiltige neue Applika-
tionsmdglichkeiten und Produktideen von lactoseabgereicher-
ten Molkeprodukten bis hin zu Molkedrinks mit prebiotischer
Wirkung. Die GOS-Synthese in Molke ist jedoch nicht trivial.
Eine Ubertragung der Erkenntnisse, welche aus der Synthese in
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Tabelle 1: Zusammensetzung von Siif3- und
Sauermolke (Quelle: Milchindustrieverband)

Bestandteil SiiBmolke Sauermolke
(pH 6,1) (pH 4,6)

Trockenmasse [%] 6,20 5,70
Lactose [%] 4,80 4,60
Protein [%] 0,75 0,30
Fett [%] 0,05 < 0,01
Asche [%] 0,60 0,80

reinen Lactoseldsungen gewonnen wurden, ist nicht ohne
Weiteres moglich, wie verschiedene Publikationen zeigen.
Beispielsweise spielen die in Molke enthaltenen Salze und/
oder Proteine eine Rolle hinsichtlich der Inhibierung der
Streptococcus thermophilus-p-Galactosidase (Greenberg
und Mahoney 1984). Die Anwesenheit dieser Stoffe kann
sich jedoch je nach Enzymquelle auch positiv auswirken.
Das Vorhandensein von bovinem Serumalbumin bewirkt
zum Beispiel eine Enzymstabilisierung bei Bacillus stearo-
thermophilus (Goodman & Pederson 1976).

5.2 GOS-Synthese in Molke

Die Hochschule Anhalt beschaftigt sich im Rahmen eines
Forschungsprojektes mit der kostengtinstigen Produktion
von Galactooligosacchariden aus Molke. Hierzu wurden
zundchst zwei kommerziell erhdltliche Lactasen (optilactase
LX2 aus Kluyveromyces lactis und optilactase A (Pulverlac-
tase) aus Aspergillus oryzae von optiferm GmbH) eingesetzt.
Die Reaktion wurde beim jeweiligen Temperatur- und pH-
Optimum der Enzyme (45 °Cund pH 6,5 fiir optilactase LX2,
55 °C und pH 4,5 fiir optilactase A) durchgefiihrt. Die Mol-
kepulver (Stiimolkenpulver, Sauermolkenpulver) wurden so
rekonstituiert, dass sich eine Anfangslactosekonzentration
von 39 g/Liter ergab. Zum Vergleich wurde eine 39 g/Liter
Lactoselosung in destilliertem Wasser (optilactase A) bzw.
PEM-Puffer (optilactase LX2) untersucht. Das verwendete

Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf der GOS-Synthese in PEM-Puffer (rot), StiBmolke
(gelb) und Sauermolke (blau) mit dem Enzym optilactase LX2 aus K. lactis

Enzym/Substrat-Verhdltnis betrug 50 Units pro Gramm
Lactose. Die Reaktion wurde in einem Schiittelwasserbad
unter Verwendung von 300 ml-Schliffkolben (Fillmenge:
100 ml) durchgefiihrt. Die Probenahme (1,5 ml) erfolgte
iber einen Zeitraum von 4 (optilactase LX2) bzw. 8 Stunden
(optilactase A). Zur Enzymdenaturierung wurden die Proben
in einem Thermoschiittler bei 95°C fiir 10 Min. erhitzt und
anschliefend mittels HPLC analysiert. Alle Versuche wurden
in Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Die Abbildung 3 zeigt den zeitlichen Verlauf der GOS-
Ausbeute in den Medien PEM-Puffer, StiBmolke und Sauer-
molke bei Verwendung des Enzym optilactase LX2 aus K.
lactis. Wahrend in PEM-Puffer ein sehr schneller Anstieg der
GOS-Konzentration zu beobachten ist, ist die GOS-Bildung
in beiden Molken deutlich verlangsamt. In PEM-Puffer wur-
de die maximale GOS-Ausbeute von 10,93 % schon nach
30 Min. erreicht. Allerdings ist mit zunehmender Zeit ein
schneller Abbau zu beobachten, sodass nach 1,5 Stunden
60 % der zuvor gebildeten GOS bereits wieder abgebaut
waren. In StiBmolke ist die GOS-Ausbeute mit 4,3 % nach
30 Min. deutlich geringer. Es konnte gezeigt werden, dass
das Enzym in diesem Milieu bereits nach ca. 30 Min. nahe-
zu vollstandig inaktiviert ist, sodass weder Hydrolyse noch
Transgalactosylierung ablaufen kdnnen. Zur GOS-Bildung in
StiBmolke ist dieses Enzym daher ungeeignet. In Sauermolke
hingegen ist das Enzym wesentlich stabiler (Inaktivierung
nach ca. 2 Stunden). Demzufolge kénnen dhnliche Aus-
beuten (10,56 %) erzielt werden wie im Vergleichsmedium
PEM-Puffer. Dennoch wird das Enzym durch Inhaltsstoffe
der Sauermolke gehemmt, da die GOS-Synthese deutlich
verzogert stattfindet.

Anders verhdlt es sich bei dem Enzym optilactase A aus
A. oryzae (sieche Abbildung 4). Im Gegensatz zum Enzym
aus K. lactis, verlduft die GOS-Bildung in allen Substraten
dhnlich, d.h. das Enzym wird nicht durch die in den Molken
vorhandenen Salze oder Proteine inhibiert. Im Gegenteil:
Waihrend es in Lactosel6sung und Siimolke keinen Unter-
schied bei der maximalen GOS-Ausbeute (10,9 %) gibt, ist
in Sauermolke sogar eine leich-
te Ausbeutesteigerung (11,3 %)
zu beobachten. Unterschiede

~4#-PEM-Puffer

~4-5iBmolke

~#-Sauermolke
12

werden auch im Abbau der ge-
bildeten GOS sichtbar: Innerhalb
von 6 Stunden nach Erreichen
der maximalen Ausbeute sind in

10 A

GOS-Ausbeute in %
o

Sauermolke ca. 43,5 %, in Suls-
molke ca. 37,6 % und in Lacto-
selosung nur ca. 29,6 % der GOS
wieder abgebaut. Zu bemerken
ist auch, dass trotz gleichem
Enzym/Substrat-Verhltnis, die
GOS-Synthese in reiner Lacto-
selosung mit dem Enzym aus
A. oryzae deutlich langsamer
ablauft als mit optilactase LX2
aus K. lactis (vgl. Abbildung 3
und 4). Demnach scheint die
Affinitdt zu Lactose bei dem

0,0 05 1,0 15 2,0 25
Zeitinh

Aspergillus-Enzym weniger stark
ausgepragt.

30 3,5 4,0
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der GOS-Synthese in Lactoseldsung (rot), Siif3-
molke (gelb) und Sauermolke (blau) mit dem Enzym optilactase A aus A. oryzae

die Zusammensetzung der GOS
in Lactoselosung und Stlmolke
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nicht wesentlich voneinander.
Lediglich in Sauermolke ist die Tri-
saccharid-Fraktion mitca. 82,2 %
zugunsten der Di- (ca. 8,1 %) und
Tetrasaccharide (ca. 9,7 %) etwas
vermindert. Beim K. lactis-Enzym
stellen bei Verwendung reiner
Lactoselosung die Disaccharide
die grofte Fraktion dar (58,4 %).

Y 3 In StiBmolke werden hingegen

~—__ deutlich mehr Tri- (65,5 %) als
Disaccharide (34,5 %) gebildet.
Das Verhdltnis in Sauermolke ist
nahezu ausgeglichen.

5.3 Zusammenfassung

0 1 2 3 4 5
Zeitinh

Die Abbildung 5 gibt die GOS-Ausbeute beider Enzym-
praparate in Abhangigkeit des Lactosehydrolysegrads wieder.
Daraus lasst sich erkennen, inwiefern die Enzyme zur Hydro-
lyse oder zur Transgalactosylierung neigen. Der Unterschied
zwischen beiden Enzymen ist klar ersichtlich: Vergleicht man
die Daten der Reaktion in reiner Lactoseldsung, so konnte
mit der Lactase aus K. lactis (offene Symbole) ein Hydroly-
segrad von 100 % erreicht werden. Der Lactoseabbau mit
dem A. oryzae-Enzym (geschlossene Symbole) liegt in der
doppelten Zeitbei nur ca. 60 %. Die hydrolytische Aktivitat
der K. lactis-Lactase ist demnach deutlich starker ausgepragt.
Die Fahigkeit zur Transgalactosylierung ist jedoch bei beiden
Praparaten gleichermafen vorhanden, da dhnliche Ausbeu-
ten erzielt wurden (siehe auch Tabelle 2).

Vergleicht man die verschie-

Die Ergebnisse zeigen, dass
Molke ein vielversprechendes
Substrat fiir die Synthese von
Galactooligosacchariden darstellt. Wahrend Enzyme aus
Aspergillus oryzae sowohl in Siifs- als auch in Sauermolke
einsetzbar waren, ist die GOS-Synthese mit Enzymen aus
Kluyveromyces lactis lediglich in Sauermolke zufrieden-
stellend moglich.

Die konkrete Applikation wird dariiber entscheiden,
welches der Enzyme bevorzugt einzusetzen ist. Da Galacto-
oligosaccharide je nach Zusammensetzung eine geringere
Sullkraft als Lactose besitzen konnen, ist unter Umstanden
die hohe Spaltungsaktivitdt der K. lactis- Lactase erwlinscht,
um mit der starkeren StiRkraft von Glucose und Galactose,
den Geschmack an Verbraucherwiinsche anzupassen.

Nichtsdestotrotz besteht weiterer Forschungsbedarf auf
diesem Gebiet. Es ist zum einen wiinschenswert, die bishe-

denen Substrate untereinander,
so zeigt sich bei beiden Enzy-
men, dass bei Verwendung von
Sauermolke als Synthesemedium
anstatt reiner Lactoseldsung, das
Reaktionsgleichgewicht zur Trans-
galactosylierung hin verschoben
ist. Dies zeigt sich daran, dass
bei gleichem Hydrolysegrad eine
hohere Ausbeute erzielt wird.
Auch im Hinblick auf die
Zusammensetzung der gebilde-
ten Galactooligosaccharide gibt
es Unterschiede zwischen den
verwendeten Medien und En-
zymen (siehe Tabelle 2). Wah-
rend die Lactase aus A. oryzae
vorrangig Tri- und sogar einige
Tetrasaccharide bildet, bestehen
die Galactooligosaccharide der
K. lactis-Lactase ausschliellich
aus Di- und Trisacchariden. Bei
optilactase A unterscheidet sich

Abbildung 5: GOS-Ausbeute in Abhangigkeit vom Lactosehydrolysegrad der
Enzyme optilactase A aus A. oryzae (geschlossene Symbole) und optilactase
LX2 aus K. lactis (offene Symbole) in Lactoselosung (rot), SiiBmolke (gelb) und
Sauermolke (blau)
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Tabelle 2: Zusammensetzung der gebildeten GOS zum Zeitpunkt maximaler GOS-Ausbeute

G0S-Zusammensetzung in %

Enzym Substrat GOS-Auosbeute . . : : _ Hydr_ol)gsigrad
in % in %
optilactase A Lactose 10,91 +/- 0,01 6,27 +/-0,15 | 87.25+/-0,16 | 648+/-037 | 32,69 +/-0,14
(A. oryzae) e — 1093+/-018 | 471+/-131 | 8897+/-007 | 632+/-027 | 3331+/-0,02
Sauermolke 1132+/-059 | 810+/-234 | 8219+/-188 | 9.71+/-101 41,79 +/- 0,30
optilactase LX2 Lactose 10,93 +/- 0,26 58,42 +/- 2,69 41,58 +/- 0,45 0,00 +/- 0,00 91,37 +/- 0,76
(K. lactis) SiBmolke 430+/-017 | 3445+/-405 | 65,55 +/- 001 0,00 +/-0,00 | 21,64 +/-0,03
Sauermolke 10,56 +/- 041 | 4809+/-395 | 51,914/-010 | 0,00+/-000 | 70,04+/-0,53

* bei maximaler GOS-Ausbeute

rige Ausbeute zu steigern, was durch eine Konzentrierung der
Molken gelingen konnte. Es bleibt jedoch abzuwarten, ob die
damit gleichzeitig stattfindende Konzentrierung eventueller
Hemmistoffe sich nachteilig auf den Prozess auswirkt. An der
Hochschule Anhalt wird zudem nach anderen Enzymquellen
gesucht, welche eine hohe Toleranz gegeniiber Milchsalzen
aufweisen, um so die GOS-Ausbeute weiter zu verbessern.

Autoren: M.Sc. Christin Fischer (c.fischer@bwp.hs-anhalt.
de) und Prof. Dr. Thomas Kleinschmidt (t.kleinschmidt@bwp.
hs-anhalt.de), Hochschule Anhalt, Bernburger Str. 55, 06366
Kothen
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