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Ausgangssituation: 

In fermentierten Milchprodukten, wie konzentrier-
tem Joghurt, Frisch- und Schnittkäse, können Bit-
terpeptide enthalten sein, die durch die Spaltung 
von Milchproteinen durch Peptidasen gebildet 
werden. In höherer Konzentration werden diese 
Peptide von den Konsumenten sensorisch wahr-
genommen und können zur Ablehnung des Pro-
dukts führen. Peptidasen können endogen in der 
Milch enthalten sein, wie Cathepsine und Plas-
min, Bitterpeptide können aber auch durch die 
enzymatische Aktivität der Starterkulturen entste-
hen. So ist z. B. von der als Starterkultur einge-
setzten Spezies Lactococcus lactis bekannt, dass 
zellwandgebundene Peptidasen, sog. cell enve-
lope peptidases (CEP; Lactocepine), gebildet 
werden, die Caseine spalten können. Es werden 
z. B. aus αS1-Casein wasserlösliche Peptide frei-
gesetzt, wobei neben erwünschten Vorstufen von 

Aromakomponenten auch Bitterpeptide entste-
hen. Die wasserlöslichen Peptide werden durch 
ein Oligopeptidtransportsystem in die Bakterien-
zelle aufgenommen. Bereits die Aufnahme der 
Peptide in die Bakterienzelle entspricht in gewis-
ser Weise einer Entbitterung, da sie dann nicht 
mehr sensorisch wahrgenommen werden kön-
nen. Milchsäurebakterien verfügen im Zellinne-
ren über eine Vielzahl von Endo- und Exopep-
tidasen, die diese Peptide weiter abbauen und 
somit weiter entbitternd wirken. 
 
Das Spektrum vorhandener Endo- und Exopep-
tidasen ist jedoch von Stamm zu Stamm unter-
schiedlich. Neben der genetischen Ausstattung 
der Mikroorganismen, bestimmte Enzyme bilden 
zu können, hängt deren Expression auch von den 
Umgebungsbedingungen ab. So wurde beispiels-



 

AiF 19688 N 

 

 

2 

weise für Lactobacillus helveticus und L. rhamno-
sus gezeigt, dass die Peptidaseexpression in 
stickstoffreicher Umgebung reduziert war. 
 
Zum Vermeiden bzw. Reduzieren der sensori-
schen Bitterkeit von fermentierten Milchproduk-
ten sind damit folgende Strategien zielführend: a) 
das Minimieren der enzymatischen Bildung von 
Bitterpeptiden und b) die mikrobielle Aufnahme 
und/oder der Abbau von gebildeten Bitterpepti-
den. 
 
Ziel des Forschungsvorhabens war es, die Bitter-
keit von fermentierten Milchprodukten zu reduzie-
ren oder gänzlich zu vermeiden. Dazu sollten die 
milchendogenen Peptidasen sowie die Pep-
tidasen der Starterkulturen näher betrachtet wer-
den. Besonderes Augenmerk sollte hierbei auf 
den Einfluss des Calciumgehalts gelegt werden, 
da in konzentrierten Milchprodukten ein erhöhter 
Gehalt von Calciumionen vorliegt und solche fer-
mentierten Produkte eine verstärkte Bitterkeit 
aufweisen. Weiterhin sollte der Einfluss von pH-
Wert und Temperatur auf die Expression der 
Peptidasegene und Oligopeptidtransportsysteme 
sowie die enzymatischen Aktivitäten der Starter-
kulturen bzw. die enzymatische Bildung von Bit-
terpeptiden in einem Modellsystem untersucht 
werden, um hieraus Lösungsstrategien für die 
Hersteller abzuleiten. 
 

Forschungsergebnis: 

Es wurde ein Mikro-Frischkäsesystem für CoF 
(Konzentration-Fermentation)- und FCo (Fer-
mentation-Konzentration)-Frischkäse etabliert. 
Die Endprodukte wurden sensorisch und mittels 
HPLC-MS/MS analysiert. Zusätzlich wurde micel-
lares Caseinpulver mit nativem und reduziertem 
Calciumgehalt hergestellt und β-Casein mit hoher 
Reinheit gewonnen. Diese Pulver können im 
Mikro-Frischkäsesystem variabel miteinander 
kombiniert werden, um verschiedenste Zusam-
mensetzungen und Proteingehalte zu simulieren. 
Die Hypothese, dass Peptidase-negative Lac-
tococcus-Stämme zu CoF-Frischkäse mit signifi-
kant reduzierter Bitterkeit führen, wurde bestätigt. 
Bei Fermentation von micellarem Casein mit re-
duziertem β-Caseingehalt zu CoF-Frischkäse 
wurde sowohl mittels instrumenteller Analytik als 
auch mittels sensorischer Verkostung kein Unter-
schied zu FCo-Frischkäse aus dem Handel de-
tektiert. 
 
Ein Assay zur Transkriptionsanalyse der Gene 
prtP (zellwandgebundene Peptidase), oppA (A-
Untereinheit des Oligopeptidtransporters) und 
codY (globaler Regulator) des proteolytischen 
Systems von Lactococcus wurde etabliert. Die 
Transkriptmengen aller Gene waren während der 

Kultivierung unter stark erhöhten Calciumkon-
zentrationen stark erniedrigt, in Milch-Zitrat-Bouil-
lon (MCB) pH 5,5 sowie MCB + 5 mM CaCl2 wur-
den erhöhte Transkriptionslevels für prtP sowie 
erniedrigten Transkriptionsniveaus von oppA und 
codY detektiert. Die Transkriptionsstärke aller 
Gene war während der Kultivierung in zwei Milch-
konzentrat-Ansätzen, die im Rahmen dieses Pro-
jektes hergestellt wurden, vermindert. Es ist da-
von auszugehen, dass die sensorisch festge-
stellte Bitterkeit von der Transkription der Gene 
der Proteine des proteolytischen Systems unab-
hängig ist. 
 
Es wurden ein quantitativer Nachweis der milch-
endogenen Peptidase Cathepsin D mittels Fluo-
reszenz-Substrat sowie ein qualitativer Western 
Blot etabliert. Weder in Escherichia coli noch in 
der Hefe Komagataella phaffii wurde eine ausrei-
chende Menge an Cathepsin D hergestellt. Die 
Versuche wurden daher mit kommerziellem 
Cathepsin durchgeführt. Cathepsin D wird durch 
gängige Pasteurisation (72°C, 32 s) nicht voll-
ständig inaktiviert. Durch Abtrennung der in Roh-
milch enthaltenen somatischen Zellen wurde die 
Cathepsin-D-Aktivität um 40 % gesenkt, und 
durch eine anschließende Hocherhitzungsbe-
handlung konnte eine Milch ohne nachweisbare 
Cathepsin-D-Aktivität hergestellt werden. Es 
wurde in MCB gezeigt, dass eine Verringerung 
des pH-Wertes, eine Erhöhung der Calciumkon-
zentration oder des Proteingehaltes die PrtP-Ak-
tivität erhöht. 
 
Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Hand-
lungsempfehlungen zur Herstellung calcium- und 
proteinreicher fermentierter Milchprodukte er-
stellt. Diese können flexibel in bestehende Be-
triebsabläufe integriert werden und erfordern kein 
neues Equipment. Zur Selektion von Starterkultu-
ren sollten neben klassischen Kulturtechniken 
und molekularbiologischen Techniken zur Ana-
lyse der Anwesenheit und der Transkription von 
Genen auch enzymatische Assays angewendet 
werden, da nach aktuellem Kenntnisstand die Bil-
dung von Bitterpeptiden hauptsächlich auf En-
zymebene beeinflusst wird. 
 

Wirtschaftliche Bedeutung: 

Auf der Basis der Ergebnisse wurden Handlungs-
empfehlungen für die Wirtschaft formuliert. Basie-
rend auf diesen Empfehlungen können Prozess-
schritte und Rezepturen angepasst werden, um 
die Bildung von Bitterpeptiden zu minimieren 
oder ganz zu vermeiden. Dadurch könnten kurz-
fristig auch neue calciumangereicherte, nicht-bit-
tere Produkte auf den Markt gebracht werden. 
Frische fermentierte, milchprotein- und calcium-
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angereicherte Lebensmittel besitzen ein steigen-
des Marktpotenzial und sind damit gerade für 
kleine und mittlere Unternehmen interessant. 

Des Weiteren ist zu erwarten, dass die Suche 
nach neuen Starterkulturen für die Fermentation 
von calcium- und proteinreichen Milchkonzentra-
ten und deren Einsatz durch die in diesem Projekt 
etablierten Techniken und Selektionskriterien er-
heblich beschleunigt wird. Es wurden neue Kon-
zepte und Technologien für die Milchbehandlung 
etabliert, um die Aktivität von Cathepsin D und 
damit das Risiko einer sensorischen Bitterkeit bei 
fermentierten und lang haltbaren Produkten zu 
reduzieren. 

Kleine und mittelständische Unternehmen der 
Milchindustrie werden auf dieser Basis innovative 
Produkte für Menschen mit besonderer Ernäh-
rungsanforderung, z.B. für Sportler und Senioren, 
entwickeln können. 
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