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Innovative Technologien
in der Kaseforschung

Die Rolle von Mikroorganismen in der Kiserei

Die Kdseherstellung ist eines der schénsten und dltes-
ten Beispiele fiir die Biotechnologie. Traditionell wird
gekdst, um die Milch in eine lagerbare Form zu iiber-
fithren. Dafiir wird sie mit Milchsiurebakterien und
Lab ~ einem Extrakt aus dem Labmagen von Wieder-
kiuern — gemischt und dickgelegt. Wihrend dieses
Prozesses verbrauchen die Milchsiurebakterien pri-
mir den Milchzucker und bilden dabei Milchsiure, die
das Wachstum pathogener oder verderbniserregen-
der Keime unterdriickt. Am Ende entsteht eine weisse
Gallerte. Sie wird geschnitten und dieser Kisebruch in
sortentypische Formen gefiillt und anschliessend darin
gepresst. Die entstehenden Kiselaibe werden nach
einem Salzbadaufenthalt gereift. Wihrend der tage-
bis monatelangen Kisereifung spielen die Milchsiure-
bakterien weiterhin eine entscheidende Rolle. Sie
bauen allmihlich Kohlenhydrate, Fette und Proteine
ab, wodurch viele Kisearten erstihr charakteristisches
Aroma und ihre Textur erhalten.

Es gibt zahlreiche Beispiele, die demonstrieren,
dass die Stoffwechselaktivititen von Milchsiurebak-
terien ein Schliisselfaktor fiir die Aromabildung sind;
so entwickeln zum Beispiel keimfreie Kise nur sehr
wenig Aroma. Weitere Beispiele sind Tilsiter und

Camembert. Tilsiter wird sowohl aus Rohmilch als
auch aus pasteurisierter Milch hergestellt, wobei die
Rohmilchvariante in Geschmack und Geruch generell
mit mehr Nuancen beurteilt wird, In Frankreich ver-
zichten die Hersteller von Camembert zunehmend auf
die Verarbeitung von Rohmilch, weil sie befiirchten,
dass die Rohmilchflora zu hohe Gesundheitsgefahren
birgt. Sie verwenden deshalb thermisierte oder mikro-
filtrierte Milch, um die Keimzahl zu reduzieren und
potentiell pathogene Keime abzutéten bzw. zu entfer-
nen. Dies missfillt den Kiseliebhabern, denn zwi-
schen einem Camembert aus Rohmilch und einem aus
pasteurisierter Milch liegen geschmacklich Welten.

Die Mikroorganismen, die in der Kiseherstellung
und -reifung eine Rolle spielen, lassen sich in zwei
Gruppen einteilen. Die erste Gruppe bilden die Star-
terkulturen; sie werden von den Kiseherstellern und
Kulturenproduzenten sorgfiltig ausgewihlt und ein-
gesetzt. Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um
Nichtstarter-Milchsiurebakterien ; sie werden nicht
zugegeben, sondern ihr Ursprung ist in der Rohmilch
und der Kisereiumgebung zu suchen.

In der ersten Gruppe unterscheidet man primire
und sekundére Starter. Die primire Starterkultur sorgt
fur den konstanten Abbau des Milchzuckers zu Milch-

sdure und beeinflusst auch den Protein- und Fettabbau
wihrend der Reifung, Durch die Siuerung, aber auch
die Bildung von Bakteriozinen — das sind Substanzen
mitantimikrobieller Wirkung—schiitzen sie den Kise
auf biologische Art und Weise vor Kontamination
durch Fremdkeime. Die sekundire Starterkultur wird
in einigen Kisevarianten fiir die Aromabildung einge-
setzt. Hierzu zihlen die Propionsiurebakterien, wel-
che zusitzlich zur Aroma- auch zur Lochbildung im
Emmentaler beitragen, oder Penicillium camemberti
und Penicillium roqueforti, die bei der Herstellung von
Weiss- und Blauschimmelkisen zum Zug kommen.
Die Gruppe der Nichtstarter-Milchsiurebakterien
spielt eine entscheidende Rolle in vielen Rohmilch-
kisen. Diese Kise enthalten am Anfang der Reifung
generell10o bis1000 Nichtstarter-Milchsiurebakterien
pro Gramm Kise, die sich innerhalb einiger Wochen
bis zu 100 Millionen (10*) Bakterien pro Gramm Kise
vermehren. Die Stoffwechseltitigkeit dieser Bakterien
hat neben den Aktivititen der Starterkulturen einen
entscheidenden Einfluss auf die Aromabildung,
Dieinden letzten Jahren entwickelten Produktions-
und Verarbeitungsverfahren haben dazu gefiihre, dass
Rohmilch einerseits eine hohe mikrobiclogische Qua-
litit und Sicherheit aufweist. Andererseits geht damit
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eine drastische Reduktion der erwiinschten (Nicht-
starter- )Bakterien einher. Diesen Nachteil méchten
die Milchverarbeiter durch Zugabe von Zusatzkul-
turen kompensieren, um den Konsumenten zusitz-
lich zur Sicherheit ein Produkt mit sehr guten senso-
rischen Eigenschaften anzubieten. Grosse Erwartungen
werden hierbei in die funktionelle Genomforschung
gesetzt, mit dem Ziel, die Physiologie der Starter- und
Nichtstarter-Milchsiurebakterien besser zu verstehen
und das Potentia] dieser Mikroorganismen geziele fiir
die Kiiseherstellung zu nutzen und einzusetzen.

Mit der Erforschung von «Omen» zu neuen
Erkenntnissen und Kulturen

Unter funktioneller Genomforschung versteht man
die Entwicklung und Anwendung von Methoden, die
die Mechanismen von Genen und Genprodukten
sowie ihre Wechselwirkungen untereinander und mit
ihrer Umgebung studieren. Die Begriffe Proteom und
Metabolom wurden analog zu Genom gebildet, das
die Gesamtheit der vererbbaren Information einer
Zelle bezeichnet. Proteon steht fiir die Gesamtheitaller
Proteine, Metabolom fiir jene aller Stoffwechselpro-
dukte (Metaboliten) in einer Zelle, einem Gewebe
oder einem Lebewesen. Ein zentraler Bestandteil der
Proteom- und Metabolomforschung ist die Massen-
spektrometrie, mit der Masse-zu-Ladung-Verhilt-
nisse gemessen werden. Damit lisst sich bei bekann-
ter Ladung die Masse von Teilchen bestimmen. Mit
dieser Technlologie kann man sowchl Proteine als
auch Metaboliten aufspiiren und identifizieren.
Unsere Arbeitsgruppe an der Forschungsanstalt
Agroscope Liebefeld-Posieux (ALP) hat aus diesen
Techniken die mikrobielle Proteom- und Metabolom-
forschung ausgewihlt, um die mikrobielle Aroma-
bildung aufzukliren und das Wissen zur Identifizierung
und Entwicklung aromabildender Kulturen in der
Kiseherstellung einzusetzen. Solche Kulturen haben
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[ABE. 1] Messen der Bildung fliichtiger Verbindungen mit einer elek-
tronischen Nase. Die Molekiile im Kopfraum von Bakterienproben werden
ionisiert und die Masse-zu-Ladung-Verhdltnisse bestimmt, Im Kopfraum
des Stammes FAM18168 wurden Ionen mit den Massen 48, 64,77, 79 und 94
nachgewiesen. Die Interpretation dieses Massenspektrums und der Ver-
gleich mit Spektren von Referenzsubstanzen deuten darauf hin, dass das
Bakterium den schwefelhaltigen Aromastoff Dimethyldisulfid gebildet hat.

das Potential, die organoleptischen Eigenschaften von
Kisen aus pasteurisierter oder thermisierter Milch zu
verbessern und die Reifungszeit zu verkiirzen.

Am Anfang des Projekts wurden die Nichtstarter-
Milchsiurebakeerien von sechs Monate alten Hartkisen
aus drei verschiedenen Kisereien analysiert. Dabei
wurde Lactobacillus casei als dominanter Vertreter der
mikrobiellen Flora identifiziert, was darauf hinweist,
dass er sehr wahrscheinlich einen grossen Einfluss auf
die Aromabildung hat. Anschliessend wurden 81
L. casei-Isolate mit genetischen Unterschieden auf die
Fihigkeitzur Bildung fliichtiger Verbindungen unter-
sucht. Da Aminosiuren die Vorliufermolekiile fiir
eine Vielzahl von Aromastoffen sind, wurden die Bakte-
rien in einer Aminesiuremischung inkubiert und die
Produktion fliichtiger Verbindungen mit einer auf
Massenspektrometrie basierten elektronischen Nase
gemessen. Hierbei wurden die fliichtigen Verbin-
dungen aus dem Kopfraum der Bakterienproben ioni-
siert und die Masse-zu-Ladung-Verhiltnisse der vor-
handenen Teilchen ohne Trennung gemessen. Mit
diesem Verfahren kénnen grosse Probenmengen in
kurzer Zeit durchmessen und damit grosse Daten-
mengen erfasst werden. Sie lassen sich zudem mit sta-
tistischen Verfahren, zum Beispiel einer Hauptkom-
ponentenanalyse, so weit reduzieren, dass man sie
zweidimensional abbilden kann. Wie etwa die Pro-
duktion gewisser Aromakomponenten zeigt, kénnen
Bakterien mit ihnlichen Eigenschaften dadurch grup-

Inkubation von Bakterien
in verschlossenen Réhrchen
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piert werden. Der Vergleich der Massenspektren mit
denjenigen von Referenzsubstanzen lisst zusitzlich
Riickschliisse auf die fliichtigen Komponenten zu. In
unserem Fall wurden Bakterien identifiziert, die fliich-
tige Verbindungen aus den Aminosiuren Phenyl-
alanin, Leucin und Methionin bildeten. Das Massen-
spektrum des Kopfraumes von Stamm FAM18168,
der Methionin zu einer fliichtigen Schwefelverbin-
dung (in diesem Fall Dimethyldisulfid) abbaute, ist
weiter oben dargestelit [ABB. 1].

Dimethyldisulfid (DMDS) ist eine wichtige Aroma-
komponente in zahlreichen Kisetypen. Um die En-
zyme (oder das Enzym) zu identifizieren, die an der
Bildung dieser Komponente beteiligt sind, haben wir
das Proteom eines DMDS-produzierenden Stammes
(FAM18168) mit einem minder bildenden Stamm
(FAM18110) verglichen. Fiir die Kartierung und den
Vergleich der Proteome wurden die Proteine aus den
Zellen extrahiert und mit 2D-Gelelektrophorese auf-
getrennt. Dieses Verfahren, mit dem viele hundert
Proteine auf einmal dargestellt und studiert werden
konnen, trennt die Proteine in einem elektrischen Feld
einerseits nach dem Gehalt an basischen und sauren
Aminosduren und andererseits nach ihrer molekula-
ren Grosse auf. Wir haben damit rund 300 Proteine
dargestellt und ein Protein im Stamm FAM18168 iden-
tifiziert, das sich im Stamm FAM18110 nicht nachwei-
sen liess [ABB. 2]. Die Untersuchung der biochemi-
schen Eigenschaften dieses Proteins ergab, dass es sich
um ein Enzym des Schwefelstoffwechsels (Cys-
tathionin-Lyase) handelt und dass es in der Lage ist,
DMDS aus Methionin freizusetzen, Mit der Proteom-
analyse konnte somit ein einzelnes Enzym aus meh-
reren hundert anderen Proteinen identifiziert werden,
und es kann als Marker fiir die Selektion von Bakterien
herangezogen werden, die fliichtige schwefelhaltige
Verbindungen bilden.

[#BB. 2] Ausschnitt aus dem
Proteom von Lactobacilius
casei. Wir haben den Protein-
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Metabolome sind Biomarker
fiir Mikroorganismen und Lebensmittel

In der Vergangenheit konzentrierte sich die Analytik
auf Nachweis und Charakterisierung von ein bis zwei
Molekiilen. Zur Metabolomforschung von heute, die
mit einem einzigen Verfahren mehrere hundert
Molekiile analysiert, haben die Entwicklung hochauf-
Iésender und robuster Massen- und Kernspinreso-
nanz (NMR)-Spektrometer sowie neuer Software-
programme gefithrt, die chromatographische Daten
schnell prozessieren kénnen. Diese Technologie istin
der Omik-Forschungrelativ neu und konzentriert sich
auf die Hochdurchsatz-Identifikation und Quantifi-
zierung kleiner Molekiile wie Peptide, Aminosiuren,
Nukleinsiuren, Zucker, organische Sauren, Vitamine,
Polyphenole und andere.

In unserem Fachgebiet wird die Metabolom-
forschung aus zwei Griinden eingesetzt. Einerseits
méchten wir die unbekannten Stoffwechselwege von

Milchsiurebakterien studieren und verstehen, um
Kulturen auf der Basis wissenschaftlicher Erkennt-
nisse fiir die Herstellung neuer Milchprodukten ent-
wickeln zu kénnen. Andererseits kénnen wir diese
Technolgie auf ein komplexes Lebensmittelprodukt
anwenden, um dessen Zusammensetzung, Qualitit
und Ursprung zu ermitteln.

Um den Stoffwechsel von schwefelhaltigen Kom-
ponenten zu verstehen, haben wir mehrere Lacto-
bacillus casei-Stimme sieben Tage mit Methionin in-
kubiert, anschliessend die Metaboliten extrahiert,
durch Fliissigkeitschromatographie aufgetrennt und
massenspektrometrisch detektiert. Mit dieser Technik
wurden rund 20 000 Signale pro Bakterienstamm auf-
gezeichnet, eine Datenmenge, die nur mit computer-
gestiitzten, multivariaten statistischen Verfahren
weiterverarbeitet und reduziert werden kann. Die
grundlegenden Informationen liessen sich auch hier
zweidimensional abbilden [ABB. 3]. Das Verfahren
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|ABB.3] Chemometrische Untersuchung bakterieller Lactobacillus
casei-Metabolome. Die Metaboliten wurden von Bakterienstammen extra-
hiert, aufgetrennt und durch Massenspektrometrie detektiert (rund
20000 Signale pro Bakterienstamm). Die Auswertung der Daten gruppiert
die Bakterien entsprechend der Zusammensetzung ihres Metaboloms.
Zusétzlich zur Klassifizierung der Bakterien kinnen die stammspezifischen
Metaholiten identifiziert werden.

erméglichte die Unterscheidung und Gruppierung
von Stimmen aufgrund ihres Metaboloms. Zukiinf-
tige Untersuchungen mit Kiseproben werden zeigen,
welche Auswirkung die Stoffwechselaktivititen
dieser Bakterien auf das «Kisemetabolom» haben.
Die Omik-Technologien und vor allem Meta-
bolomstudien haben das Potential, anhand weniger
Analysen die komplexe Zusammensetzung von Zellen,
Geweben und Organen, aber auch von Lebensmitteln
zu studieren. Sie werden sich daher in Zukunft ent-
scheidend auf die Nahrungsmittel- und Ernidhrungs-
forschung auswitken. Es ist zu erwarten, dass in den

Von «Omen» und «Omik»

Viele Spezialbereiche in der Biotechnologie
enden auf-omik, dies deshalb, weil der Begriff
fiir den Gegenstand ihres Spezialgebiets
jeweils auf—om endet (z. B. Genom, Metabolom,
Proteom, Nutrigenom).

So zielt zum Beispiel die Metabolomik auf

die Untersuchung der Gesamtheit der Stoff-
wechselprodukte (das Metabolom) in einer Zelle,
einem Gewebe oder einem Lebewesen ab

und die Proteomik auf die Erforschung

der Gesamtheit der Proteine (das Proteom) im

Genom.

nachsten Jahren, vergleichbar zur Entschliisselung des
menschlichen Genoms, auch die «Lebensmittelmeta-
bolomenr aufgeklirt und in &ffentlich zuginglichen
Datenbanken gespeichert werden, zur Nutzung durch
Lebensmittelwissenschaftler und Ernihrungsphysio-
logen, um beispielsweise den Einfluss der Verar-
beitung und Konservierung auf die Zusarmmensetzung
von Lebensmitteln zu verfolgen, Produktionsprozesse
reproduzierbarer zu gestalten, Qualititund Ursprung
eines Lebensmittels zu ermitteln oder Verfilschungen
nachzuweisen.



