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Interaktionen zwischen Propionsaurebakterien
und Starter/Nicht-Starter-Milchsaurebakterien in

Emmentaler

Marie-Therese Fréhlich-Wyder
Eidgendssische Forschungsanstalt
fiir Milchwirtschaft (FAM),
Liebefeld, CH-3003 Bern

1. Einleitung

Propionsaurebakterien (PSB) werden in
der Schweiz fiir die Herstellung von
Emmentaler Kase eingesetzt, um die
charakteristische Lochung und das typi-
sche nussige Aroma zu erzielen. Die Viel-
falt der natiirlich vorkommenden Stamme
ist gross und wurde glucklicherweise
nicht beeinflusst durch den Einsatz von
kommerziellen Kulturen [9].

PSB sind salz-empfindlich und wachsen
optimal bei einem pH zwischen 6 und 7.
Sie entwickeln sich gut im Kase, jedoch
weniger gut in Milch [14]. Ihr Metabolis-
mus im Kase ist sehr komplex und noch
nicht bis ins Detail geklart [7]. Zwei wich-
tige, unterschiedliche Stoffwechselwege
zur Verwertung der Energiequelle Laktat
wurden beschrieben: In der klassischen
Propionsauregarung entstehen aus drei
Molekilen Laktat ein Molekil CO,. Im
anderen Fall wird Aspartat zusammen mit
Laktat fermentiert unter Freisetzung von
Succinat und zusatzlichem CO, [3, 5, 6].
Sowohl Laktat als auch Aspartat sind im
Kéase in grosser Menge verfligbar.
Fakultativ heterofermentative Nicht-Star-
ter Laktobazillen (FH) werden in der
Emmentaler Fabrikation zur Hemmung
der Propionsduregérung eingesetzt [15].
Jimeno et al. [10] konnten nachweisen,
dass im Vergleich zu einer Kontrolle das
Wachstum der Propionsaurebakterien um
bis zu 80 % reduziert wurde, wenn FH
Laktobazillen (Lactobacillus casei und Lb.
rhamnosus) zum Einsatz kamen.
Wahrend der Kasereifung spielt die Pro-
teolyse eine wichtige Rolle fir die Ent-
wicklung der Textur und des Flavours.
Verstarkter Eiweissabbau fiihrt zu einer

beschleunigten Reifung. Dies ist all-
gemein erwinscht, wenn nicht nachtei-
lige Nebeneffekte auftauchen wie eine
verminderte Reifungstauglichkeit. Beim
Emmentaler kann eine beschleunigte
Reifung zusammen mit einer verstarkten
Propionsauregarung zu einer Nachga-
rung fihren [1]. Verschiedene Untersu-
chungen haben gezeigt, dass thermophi-
le Laktobazillen die PSB stimulieren kon-
nen [4, 11, 12, 13]. Im Speziellen bei Lb.
helveticus konnte diese Stimulation auf
eine Freisetzung von Peptiden und freien
Aminosaruen oder auf eine Beseitigung
einer Inhibitor-Sutbstanz zurtickgefihrt
werden [11].

Die erwahnten Mikroorganismen werden
haufig in Emmentaler gefunden oder aber
sogar zu deren Herstellung eingesetzt.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Interak-
tionen untereinander und deren Einfluss
auf die Qualitat der Kase zu untersuchen
und besser zu verstehen.

2. Material und Methoden
2.1. Die verwendeten Kulturen

Zwei verschiedene Kulturen von Propio-
nibacterium freudenreichii sp. shermanii
wurden verwendet, eine mit schwacher
(Prop96) und die andere mit starker
Aspartase Aktivitat (Prop90). Die Lb. hel-
veticus Kultur ist eine Mischung aus 3
Stammen von Streptococcus thermophi-
lus und aus 4 Stammen von Lb. helveti-
cus. Die FH Kultur besteht aus 3 Lactoba-
cillus casei Stammen, isoliert aus einem
reifen Emmentaler guter Qualitat. Sie ist
Bestandteil des Kulturenangebotes der



FAM und wird an Késereien verkauft, um
die Gefahr der Nachgarung bei Emmen-
taler einzudammen.

2.2. Der Versuch

Die Kase wurden im Pilotplant der FAM
gemass dem Standardprotokoll fur
Modell-Emmentaler hergestellt. Pro Tag
wurden 8 Kase hergestellt. Die Analysen
wurden wie in [2] beschrieben durchge-
fuhrt.

Beim gewahlten Design handelt es sich
um einen wiederholten Versuch mit 4
Faktoren auf 2 Stufen. Dies ergibt somit
4 Blocke zu 8 Kése. Mit solch einem
Design kénnen mehrere Faktoren und
Stufen gleichzeitig getestet werde. Die
PSB-Kulturen (Prop96/Prop90), Lb. hel-
veticus (mit/ohne) und die FH Laktoba-
zillen (mit/ohne), wie auch die Saison
der Milchproduktion (Gras- oder Diirrfit-
terung) standen fir je einen Faktor auf 2
Stufen.

3. Resultate und Diskussion
3.1. Die Futterung

Wintermilch (Durrfitterung) ist erfah-
rungsgemass weniger ,reif und, wenn
diese zu Emmentaler verarbeitet wird,
anfalliger als Sommermilch (Grinfiitte-
rung) auf eine Nachgarung. Késeprodu-
zenten beobachten bei der Verarbeitung
von Wintermilch i.a. einen leicht verlang-
samten Sauerungsverlauf mit resultieren-
dem tieferen pH und somit einem hoéhe-
ren Wasser- und Laktatgehalt im 1tagi-
gen Kase. Dasselbe beobachteten auch
wir in unserem Versuch: Im Winter war
der Sauerungsverlauf langsamer (unver-
offentlichte Ergebnisse). Die Wasser- und
Laktatgehalte waren somit nach einem
Tag héher; der pH war nicht nur nach 1
Tag, sondern auch am Ende der Reifezeit
tiefer (Tabelle 1). Diese Faktoren kénnten
die Ursache fir mehr PSB sein, die dann
mehr Laktat verbrauchen und somit mehr
Propionsaure und CO, freisetzen (Tabel-
len 2-3). Der hohere Wassergehalt konn-
te auch andere enzymatische Reaktio-
nen, namlich die Proteolyse ankurbeln,
wie dies Tabelle 1 zeigt.

Tabelle 1:
Wasser, Laktat, pH und Proteolyseparameter (180 Tage) im Emmentaler
Faktor N Wasser Laktat pH TN WLN NPN Freie AS
(g9/kg) (mmol/kg) (g/kg) (% TN) (% WLN) (mmol/kg)
1d  180d 1d 180d 180d 180d 180d 180d 180d
Futterung
Gras 16 3725 3262 1256 269 583 465 232 619 175.5
Heu 16 373.9 3314 131.3 255 572 447 250 646 199.1
PSB
Prop96 16 3729 328.2 128.3 345 577 455 246 63.1 196.8
Prop90 16 373.5 3294 128.6 179 578 456 236 63.2 177.8
Lb. casei
mit 16 3729 3289 1289 512 576 456 245 633 191.9
ohne 16 373.5 328.7 1279 1.2 579 456 23.7 63.0 182.7
Lb. helveticus
mit 16 372.8 3285 1279 254 578 456 240 645 196.0
ohne 16 373.6 3291 129.0 26.9 5.77 456 242 61.8 178.5
ANOVA
Fatterung * Heok Heok - Hok wkok *% % k% %
PSB — — — Hkok _ — o — *%
Lb. casei — — — sk *k % — * — _

Lb. helveticus

— sk — — kkok

— nicht signifikant; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; PSB Propionsaurebakterien; TN = totaler
Stickstoffgehalt; WLN = wasserloslicher Stickstoff; NPN = Nichtprotein Stickstoff; AS = Aminosauren



3.2. Die Aspartase Aktivitat der PSB

Die Abbildung 1 verdeutlicht anhand des
Gehaltes an Succinat und der Summe
von Asparagin und Aspartat, dass sich
die beiden Kulturen Prop96 und Prop90
in ihrem Aspartat Metabolismus unter-
scheiden. Es wird haufig beobachtet,
dass die Fahigkeit Aspartat zu metaboli-
sieren auch mit einem starkeren Wachs-
tum der PSB gekoppelt ist. Dies flihrt
zwangslaufig zu héheren Konzentratio-
nen an Propionséaure, Essigsaure und
CO, (Tabellen 2 und 3). Derselbe Sach-
verhalt wurde schon in einer vorherge-
henden Arbeit beschrieben [16].
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Abbildung 1:

Unterschiedlicher Aspartat-Metabolismus
zweier Propionsdurebakterien-Kulturen in
Emmentaler von 6 Monaten (Prop96:
schwach Aspartase-positiv; Prop90: stark
Aspartase-positiv)

Die Kultur Prop90 in Abwesenheit von FH
Laktobazillen fiihrte zu mehr und zu grés-
seren Locher im Kase (Abbildung 2), und
somit zu héheren Laiben als Folge der
starken CO, Produktion (Tabelle 3). Dies
sind alles Zeichen, die auf eine mdgliche
Nachgéarung hinweisen [1]. Die Kultur hat
jedoch nicht nur diese nachteilige, sondern
auch eine erwinschte Wirkung: Das Aro-
ma ist viel intensiver (unverdffentlichtes
Ergebnis), was wir in der Arbeit von Wyder
et al. [16] gleichermassen beschreiben

konnten. Die Ursache dafiir ist im starke-
ren Aminosaurenkatabolismus zu suchen,
der zu mehr fliichtigen Aromakomponen-
ten fuhrt.

3.3. Die fakultativ heterofermentativen
Laktobazillen

Wahrend der Reifezeit ist die Zahl an FH
Laktobazillen deutlich angestiegen, auch
in den Kase ohne Zusatz der Kultur. Die-
se stammen mit Sicherheit aus der Roh-
milch, machen jedoch nicht mehr als

10 % der FH Laktobazillen in den Kase
mit Zusatz der Lb. casei Kultur aus
(Tabelle 2).

Citrat wird mehrheitlich von FH Lakto-
bazillen konsumiert. Wie Tabelle 2 zeigt,
fuhrt die Citrat-Vergarung zu zusatzlicher
Ameisen- und Essigsaure. Propionsaure
und CO, wurden weniger freigesetzt, da
die FH Laktobazillen die Propionsaurega-
rung hemmen. Der Aufenthalt der Kase
im Garraum verlangert sich somit (Tabel-
le 3). Diese Wirkung wird in der Schweiz
seit 1989 gezielt ausgenutzt, um die
Propionsaurgarung zu kontrollieren. Die
Nachgarungsfalle erfuhren dadurch einen
starken Rickgang. Man kennt bis heute
den Mechanismus dieser Hemmwirkung
nicht genau. Gemass Jimeno et al. [10]
kdnnten die vermehrte Ameisen- und
Essigsaureproduktion zu einer Hemmung
der PSB fuhren.

In unserem Versuch konnten wir eine
spezifische Interaktion zwischen den FH
Laktobazillen und PSB bestatigen, die
die Emmentaler-Fabrikanten schon aus
Erfahrung kennen: Die Prop96 wird von
den FH Laktobazillen stérker gehemmt
als die Prop90. Dies ist mit ein Grund,
wieso Prop90 (starke Aspartase-Aktivitat)
ein grosseres Risiko flr Nachgéarung bil-
det.

3.4. Lb. helveticus

Lb. helveticus setzt theoretisch DL-Laktat
im Verhaltnis 1:2 frei. Deshalb findet man
mehr D-Laktat in den 1tagigen Kasen,
die mit Lb. helveticus hergestellt wurden
(55.5 im Gegensatz zu 50.4 mmol/kg).



Abb. 2: Rontgenbilder von Emmentaler im Alter von 6 Monaten (links: hergestellt mit
Prop90 und Lb. helveticus; rechts: hergestellt mit Prop96 und fakultativ
heterofermentativen Laktobazillen)

Tabelle 2: Fliichtige Fettsduren (FIFS), Succinat und Citrat in mmol/kg, sowie Propion-
saurebakterien und FH Laktobazillen (log KBE/g) in Emmentaler (6 Monate)

Faktor N C1 C2 C3 C4 C6 FIFS Succi- Citrat FHL PSB
nat
Fatterung
Gras 16 1.7 415 758 0.87 0.32 1204 9.8 42 7.24 812
Heu 16 24 516 88.7 1.17 036 1444 104 3.3 7.23 8.03
PSB
Prop9%6 16 2.3 433 76.6 1.03 0.32 123.8 4.2 3.8 7.30 7.56
Prop90 16 1.8 49.8 879 1.02 0.36 141.0 159 3.7 717 8.59
Lb. casei
mit 16 3.5 47.3 686 1.05 0.33 121.1 9.3 02 753 795
ohne 16 0.6 458 959 0.99 0.35 143.7 10.8 74 6.94 8.20
Lb. helveticus
mit 16 2.2 47.3 82.0 1.02 0.34 133.0 10.2 36 7.30 7.97
ohne 16 1.9 459 825 1.02 0.34 131.8 9.9 39 717 8.18
ANOVA
Fatterung * w3k Hkk w3k ok kg - Hkk — —
PSB * Aok gk — ok Hkok gk — — Hkok
Lb. casei sokok — $okok — — *x% *okok sk EEE —

Lb. helveticus

*

— nicht signifikant; = p < 0.05; #* p <0.01; *** p < 0.001; PSB Propionsadurebakterien; C1 =
Ameisensaure; C2 = Essigsaure; C3 = Propionsaure; C4 = Buttersaure; C6 = Capronsaure; FHL = FH

Laktobazillen



Die meisten Lb. helveticus Stamme besit-
zen normalerweise auch eine Peptidase-
und Proteinase-Aktivitat, die hoher ist als
bei anderen Laktobazillen [8]. Dies zeigt
sich in einer héheren Leucin-aminopepti-
dase Aktivitat (4.3 IE im Vergleich zu 1.3
IE) und in den hoheren Anteilen an klei-
neren Peptiden (NPN in Tabelle 1) und an
Aminosauren.

Schliesslich kann man Lb. helveticus

fur eine kirzere Aufenthaltsdauer der
Emmentaler im Garraum verantwortlich
machen (Tabelle 3). Eine mdgliche Erkla-
rung ist die verstarkte Proteolyse, die

zu einem héherem pH und somit besse-
ren Wachstumsbedingungen fir die PSB
fuhrt. Zusatzlich werden durch die Pro-
teolyse mehr Asparagin und Aspartat
freigesetzt, die von den PSB in Abhangig-
keit ihrer Aspartase-Aktivitat metabolisiert
werden kénnen. Auch wird der Kaseteig
durch die Proteolyse kurzer und brichi-

Tabelle 3: Lochbildung in Emmentaler Kéase

ger, bzw. weniger elastisch und kann
das zuséatzlich gebildete CO, nicht mehr
auffangen. Es entstehen Risse im Teig.
So kann Lb. helveticus das Risiko einer
Nachgérung erhdhen.

4. Schlussfolgerungen

Uber die Interaktionen zwischen Propion-
saurebakterien, fakultativ heterofermen-
tativen Laktobazillen und Lb. helveticus
ist bereits viel bekannt. Trotzdem bleiben
viele Fragen unbeantwortet. In dieser
Arbeit konnten wir zwar zeigen, dass der
Aspartat-Metabolismus mit einem starke-
ren Wachstum der PSB und einer intensi-
veren Propionsduregarung gekoppelt ist.
Und doch konnten wir nicht aufzeigen, ob
die Aspartase-Aktivitat die Ursache oder
nur ein Indikator ist.

Die FH Laktobazillen hemmen offensicht-
lich die PSB mit einer kleineren Aspar-

Faktor N Tageim Lochanzahl Lochgrosse Laib- CO;
Garraum (mm) hoéhe (mmol/kg)
(cm)
40d 180d 40d 180d 180d 40d
Futterung
Gras 16 59.50 564 153.8 11.0 7.3 21.0 18.2
Heu 16 63.69 55.9 88.3 10.8 94 26.0 24.8
PSB
Prop96 16 65.75 59.8 101.7 10.6 8.3 22.2 19.1
Prop90 16 57.44 525 1404 11.3 8.4 24.8 24.0
Lb. casei
mit 16 64.69 82.1 1011 10.7 9.8 22.6 17.8
ohne 16 58.50 30.1 1411 11.2 6.9 244 25.2
Lb. helveticus
mit 16 60.44 67.4 1286 11.0 8.5 23.3 21.8
ohne 16 62.75 449 1136 10.9 8.2 23.7 21.3
ANOVA
Futterung sk — sk * *kok sk ok *
PSB sk — sk sk _ _ _
Lb. casei sk *% sk ok *ok ok —
Lb. helveticus *k - — — — _ _

— nicht signifikant; * p < 0.05; #* p <0.01; *#* p < 0.001; PSB Propionsaurebakterien



tase-Aktivitat stérker als diejenigen mit
einer grosseren Aktivitat. Eine Erklarung
fur dieses unterschiedliche Verhalten
konnten wir nicht finden.

Obwohl Lb. helveticus in den Emmentaler
unseres Versuches nicht dominierte,
konnten wir aufzeigen, dass die Spezies
wegen ihrer proteolytischen Aktivitat das
Risiko einer Nachgéarung vergrossert.
Heutzutage ist es mdglich, die Propion-
sauregarung wahrend der Reifung zu
kontrollieren. Seit der Einfliihrung von
Starter Milchsaurebakterien in den 70er
Jahren, den FH Laktobazillen im Jahre
1989 und 1996 einer PSB-Kultur mit
schwacher Aspartase-Aktivitat (Prop96),

ist der Fehler der Nachgéarung in

der Schweiz praktisch eliminiert. Es

ist moglich, Emmentaler mit einer
massgeschneiderten Lochung herzustel-
len (Abbildung 2): Grosse Locher kann
man mit dem kombinierten Einsatz von
Lb. helveticus und einer stark Asparta-
se-positiven PSB Kultur erzielen. Kleine
Lécher erhalten wir mit dem kombinierten
Einsatz von FH Laktobazillen und einer
schwach Aspartase-positiven PSB Kultur.
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Die Literaturliste kann bei der Autorin be-
zogen werden






