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Eine plotzliche Temperaturer-
hohung ist ein Stressfaktor, auf
den sdmtliche lebenden Zellen,
von der einfachsten Bakterie bis
zur differenziertesten Nerven-
zelle, reagieren. Dabei produ-
ziert die Z€lle eine bestimmte
Art von Molekilen, kleine Pro-
teine, welchesievor einer Scha
digung schiitzen sollen. Dieses
vor rund 40 Jahren von Wissen-
schaftlern entdeckte Phanomen
wurde als «Heat Shock Re-
sponse» bezeichnet (siehe Uber-
sichtsartikel von Rosenund Ron,
2002). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass dieselbe Reaktion
bei einer grossen Anzahl anderer
Stressfaktoren wie Alkohal, gif-
tigen Metallen, hohen oder tie-
fen Temperaturen, tiefen pH-
Werten usw. ebenfalls eintritt.
DadieZelleauf derart viele ver-
schiedene Bedingungen mit
demselben  Abwehrmechanis-
mus reagiert, wird dieser heute
generdl as «Stress Response»
bezeichnet.

In der Wachstumsphase von
Bakterienzellen ist es moglich,
dass sie Stressfaktoren ausge-
setzt sind. Die Wachstumsrate
der Bakterien kann unter opti-

malen Bedingungen maximal
sein, die Bedingungen kdnnen
sich jedoch unvermittelt &ndern.
So kann eine Temperaturabnah-
me oder Nahrstoffmangel dazu
fUhren, dassdie Bakterienin die
stationére Phase eintreten. Eine
solche Umgebung kann den
Bakterien erheblichen Stress
verursachen und zu ihrem Ab-
sterben fuhren, wenn sie zu lan-
ge in diesen Bedingungen ver-
bleiben. Werdensiejedochrasch
genug in en neues, geeignetes
Nahrmedium versetzt, wird ihr
Wachstum sogleich wieder ein-
setzen.

Auch die zur Késeherstellung
verwendeten Milchsdurebakte-
riensindwahrend der K &sefabri-
kation Stress ausgesetzt. Wéah-
rend ihres Wachstums im Kéase-
teig sinkt der pH-Wert der Um-
gebung rapide auf beinahe funf
ab und die zum Wachstum beno-
tigte Energie wird knapp. Wéh-
rend deslangen Reifungsprozes-
ses verbleiben die Bakterien in
dieser Umgebung und sterben
schliesslich ab, wobei sie intra-
zellul&re proteolytische Enzyme
ausschitten, die fir die Reifung
des Késes zentral sind.
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Bevor die Milchsaurebakterien
fir die Késefabrikation ver-
wendet werden, sollten sie
moglichst vor Stress geschiitzt
werden, damit sie nach Zugabe
zur Kasereimilch rasch gedei-
hen. Wenn die Bakterien allzu
langein Stress verursachenden
Bedingungen verbleiben, be-
vor sie der Kasereimilch zuge-
geben werden, wird sich ihr
Wachstumverzégern. Der zeit-
liche Abstand zwischen der
V eranderung der Bedingungen
und dem Einsetzen des Wachs-
tumswird umso grosser, jelan-
ger die Bakterien Stress verur-
sachenden Bedingungen aus-
gesetzt waren.

Ziel dieser Untersuchung war
es, die Folgen von Stress auf
thermophile Milchsdurebakte-
rien zu untersuchen, die fir
die Herstellung von Schweizer
Kéase verwendet werden. Die
FAM beliefert Késeproduzen-
ten in der Schweiz wochentlich
mit Kulturen in flUssiger Form,
die bei niedrigen Temperaturen
aufbewahrt werden und einen
pH-Wert um 4,5 aufweisen.
Deshalb wollten wir den Ein-
fluss von Saurestress und nied-
rigen Temperaturen auf Wachs-
tum und L ebensfahigkeit dieser
Bakterien testen, um zu ermit-
teln, ob dieHaltbarkeit der Star-
terkulturen eventuell verbessert
werden kdnnte. Frihere Unter-
suchungen zeigten, dass FAM-
Kulturen bei 4°C etwa zehn
Tage Uberlebten. Nachfolgend
werden die ersten Ergebnisse
zum Einfluss von Stress auf
Streptococcus  thermophilus
prasentiert.
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Bakterienstamm und
Wachstumsbedingungen
Der fir diese Studie verwendete
Bakterienstamm war Srepto-
coccus thermophilus FAM
10794. Als Nahrmedium diente
einerseits M17-Medium, das
Laktose in unterschiedlichen
Konzentrationen enthielt, ande-
rerseits steriler Natriumphos-
phat-Puffer, der verschiedene
Anteile steriler Bio-Milch ent-
hielt. Um die Kolonien bilden-
den Einheiten (KbE) zu bestim-
men, wurden den Bakterienkul-
turen aliquote Volumina ent-
nommen, die in Peptonwasser
verdinnt wurden. Davon wur-
den 0,1 ml auf M17-Agarplatten
ausgestrichen, die mit 0,5 %
Glukose erganzt wurden. Um
den Anayseprozess zu be
schleunigen, wurden die Unter-
suchungen zur Lebensfahigkeit
der Bakterien bei 37 °C durchge-
flhrt.

Einfluss von Kaltestress
Das M17-Medium wurde mit
S. thermophilus FAM 10794
beimpftundbei 42° Cinkubiert, bis
eine optische Dichte von 0,25 bei
600 nm erreicht war. Die Bakte-
riensuspens on wurde danach vier
Tagelang entweder bei 4°C oder
20 °C inkubiert. Probenentnah-
menunddieBestimmung der KbE
efolgten téglich. Die Ergebnisse
sindin Abbildung 1 ersichtlich.

Eskonntekeinsignifikanter Ein-
fluss der Lagertemperatur auf
die Uberlebensrate von S ther-
mophilusnachgewiesenwerden.
Diese Art von Kaélteschock
scheint somit dieBakteriennicht
signifikant zu beeintréchtigen.
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Eifluss von Saurestress

Die Inkubation von S. thermo-
philus erfolgte in M17, das un-
terschiedliche Laktosekonzent-
rationen enthielt, oder in steri-
lem  Natriumphosphat-Puffer,
der Milch in unterschiedlichen
Verdunnungen enthielt. Der pH
wurde nach einer Inkubations-
dauer von 24 Stunden bei 37 °C

il IRY
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gemessen. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 2 dargestellt. Wie
erwartet fihrten héhereK onzen-
trationen von Milch oder Lakto-
sezueiner verstarkten Abnahme
des pH-Wertes.

Die Bakterien wurden danach
bei 37 °Cinkubiert, um zu unter-
suchen, welchen Einfluss die

6_
L1 Milch
557/ M17
f;_
pH
4.5 pr—
44 i
3.5 i .

100% Milch 10% Milch
5% Lactose 0.5% Lactose

5% Milch
0.25%
Lactose

100 120

Abb. 1. Einfluss der
Lagertemperatur auf
die Lebensfahigkeit
von S. thermophilus
in M17 (n=4).

Abb. 2. Einfluss der
Laktosekonzentration
in M17 und der
Milchkonzentration in
Natriumphosphat-
Puffer auf den pH-
Wert des Mediums
nach Wachstum von
S. thermophilus.
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Abb. 3. Einfluss

der Wachstumsbedin-
gungen auf die
Lebensfahigkeit von
S. thermophilus in
100 % Milch und M17
erganzt mit 5 %
Laktose.

Abb. 4. Einfluss der
Wachstumsbedingun-
gen auf die Lebens-
fahigkeit von

S. thermophilus in 10 %
Milch und M17 erganzt
mit 0,5 % Laktose.
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Verénderung des pH-Wertes auf
ihre Lebensfahigkeit hatte. Ab-
bildung 3 zeigt den Einfluss auf
die Lebensfahigkeit, wenn die
Bakterien in Milch oder in M17
mit 5 % L aktose kultiviert wur-
den. Es ist offensichtlich, dass
dieBakterieninder Milch besser
Uberlebten als in M17, obwohl
der pH-Wert der Milch etwas
niedriger war.

Abbildung 4 zeigt, welchen Ein-
fluss verdinnte Milch oder mit
nur 0,5 % L aktose angereicher-
tes M17 auf das Uberleben der
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Bakterien hat. Weil der pH-Wert
des Mediums héher war als der-
jenigevon Vollmilch oder M17,
wurde eine hohere Uberlebens-
rate erwartet. Trotz des htheren
pH-Wertes konnte jedoch keine
hohere Uberlebensrate festge-
stellt werden.

Abbildung 5 zeigt, welchen Ein-
fluss eine weitere Verdinnung
der Milch oder ein Laktosege-
halt von 0,25 % auf die Uberle-
bensrate hat. Unter diesen Be-
dingungen, mit einem pH-Wert
von 5,9, uberleben die Bakterien

in beiden Medien lénger. Sogar
nach 24 Tagen kann S. thermo-
philusnochineiner Konzentrati-
onvon 10°/ml gefunden werden.
Hier muss darauf hingewiesen
werden, dass die Uberlebensrate
in M17 hoher ist alsin verdinn-
ter Milch.

Obwohl sich bereits zahlreiche
Studien mit dem Einfluss von
Stress auf Lactococcus lactis
befasst haben, gibt esnoch rela-
tiv wenige Arbeiten zu thermo-
philen Milchséurebakterien. Der
Einflussvon Hitzestress (Varca-
monti etal., 2003; Giliberti etal .,
2002; Solow und Somkuti, 2000),
Kéltestress (Kim und Dunn,
1997; Kimet al., 1998; Perrin et
al., 1999; Wouters et al., 1999)
und oxidativem Stress (Pebay et
al., 1995; Thibessard et al., 2001
& 2002) auf S thermophilus
wurde etwas ausfuhrlicher be-
schrieben, zu Séurestressjedoch
ist unseres Wissens bislang sehr
wenig publiziert worden.

Diese ersten Ergebnisse machen
deutlich, dasseintiefer pH-Wert
fir S. thermophilusschadlichist.
Diesgilt vermutlich auch fur an-
dere Milchsdurebakterien, die
for Starterkulturen verwendet
werden. Es kdnnte von Vorteil
sein, Kéasehersteller in  der
Schweiz mit Kulturen zu belie-
fern, die einen pH-Wert um 5,9
aufweisen, um ihre Haltbarkeit
zu verléngern. Weitere Untersu-
chungen werden nétig sein, um
die optimalen Lagerbedingun-
gen von Flussigkulturen zu be-
stimmen und zu kléren, weshalb
die Bakterien in M17 stabiler
sind als in verdinnter Milch.
Ebenfallswareesmdglich, stress-
resistentere Stamme zu isolie-
ren, um daraus Starterkulturen
mit einer erheblich verbesserten
Haltbarkeit zu entwickeln.
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Réaction au stress du Streptococcus thermophilus

On a étudié I’influence d'un pH bas sur la survie de
S. thermophilus dans des cultures liquides. Les résultats dé-
montrent quelabactérie nesurvit pas plusd’ une semainedans
le lait maintenu a 37 °C. Cette survie peut cependant étre
prolongée enfaisant croitrelabactériedansdu lait diluéou de
préférence dans du M 17 contenant de faibles concentrations
en lactose. |l serait probablement avantageux de mettre a
disposition des fabricants de fromage de Suisse des cultures
ayant un pH proche de 5.9 en vue de prolonger ladurée devie
de cette culture.
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Reaction of Streptococcus thermophilusto Stress

The effect of low pH on the survival of S thermophilusin
liquid cultures was studied. Results showed that the bacteria
do not live more than a week at 37°C when grown in milk.
Survival can be prolonged by growing themin diluted milk or
preferably in M 17 containing low concentrations of lactose. It
would probably be advantageous to supply cheese manufac-
turersin Switzerland with culturesat apH closeto 5.9in order
to prolong the shelf life of the cultures.

Key words: Streptococcus thermophilus, stress, milk, M17,
survival.
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