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1  Einleitung

Eine leicht bittere Note gehort bei einigen Kase-
sorten, wie z.B. dem Fribourger Vacherin zum
typischen Geschmack. Bei den meisten anderen
Kase gilt bitterer Geschmack dagegen als Kase-
fehler und ist entsprechend geflirchtet. Anfél-
lig auf Bitterkeit sind vor allem Halbhartkase,
schimmelgereifte Weichkdse sowie Kédse mit
reduziertem Fettgehalt.

Der vorliegende Diskussionsgruppenstoff fasst
die heutigen Erkenntnisse zum Thema Bitterkeit
von Kdse zusammen und stellt die komplexen
Vorgange dar, die zu bitterem Geschmack fiih-
ren kdnnen. Es werden mogliche Massnahmen
zur Bekdmpfung von Bitterkeit des Kaseteigs
diskutiert.

Abb. 1: Wahrnehmung der fiinf Geschmacks-
richtungen in der Mundhohle (Bildquelle [11)

2 Die Wahrnehmung von Bitterstoffen
2.1 Der Geschmackssinn

Bitter ist eine der fiinf heute bekannten Ge-
schmacksrichtungen, die unser Geschmackssinn
wahrnehmen kann. Diese fiinf Grundqualitdten
sind: siiss, sauer, salzig, bitter und umami.

Da die Geschmacksrichtung «umami» noch we-
niger bekannt ist, sei hierzu noch soviel vermerkt:
Der Begriff kommt aus dem Japanischen und heisst
Ubersetzt so viel wie «fleischartig», «wohlschme-
ckend». Die Empfindung «umami» wird z.B. durch
Glutaminsaure, eine in reifen Hartkdsen besonders
reichlich vorhandene Aminosdure ausgeldst.

Fur jede Geschmacksrichtung gibt es spezielle Re-
zeptoren. Diese befinden sich in den Geschmacks-
papillen, die auf der Zunge und zu einem kleineren
Teil auch in Gaumen und im Rachen zu finden sind.
Abb. 1 zeigt, in welchem Bereich der Zunge die
verschiedene Geschmacksrichtung besonders gut
wahrgenommen werden. Danach wird Bitterkeit
vor allem im hinteren Bereich der Zunge wahrge-
nommen. Die Theorie der 6rtlich streng begrenz-
ten Wahrnehmungsfelder ist allerdings Gberholt.

Interessant ist, dass die Eigenschaften stss und bit-
ter sehr nahe beieinander liegen. Oft genlgt eine
minimale chemische Modifikation eines Stssstoff-
molekdls und es schmeckt bitter (und umgekehrt).

Geschmacks-
papille




2.2 Individuelle Wahrnehmung von Bitterkeit

Menschen haben eine natiirlich Abneigung gegen
Bitterstoffe. Biologen erkldren sich dies dadurch,
dass viele pflanzliche Giftstoffe einen bitteren Ge-
schmack aufweisen.

Bittergeschmack ist also vermutlich ein Warnsignal,
das vor der Aufnahme unbekémmlicher Nahrung
schiitzen soll. Diese These wird dadurch gestiitzt,
dass alle Wirbeltiere auf Bitterstoffe reagieren und
dass zumindest der Mensch mehrere Typen von Bit-
terrezeptoren besitzt, die spezifisch auf bestimmte
Gruppen von Bitterstoffen reagieren.

Nicht alle Menschen nehmen Bitterkeit mit gleicher
Intensitdt wahr. So reagieren Kinder empfindlicher
als Erwachsene. Mit zunehmendem Alter geht die
Empfindlichkeit des Geschmackssinns gegentiber
manchen Bitterstoffen zurlick. Es bestehen aber
auch ethnische Unterschiede. Gemadss einer Studie
ist die Toleranz der Asiaten gegenliber Bitterge-
schmack in Kase wesentlich geringer als jene der
Iren oder der weissen Bevdlkerung Australiens.

2.3 Wechselwirkungen zwischen verschiedenen
Geschmacksstoffen

Es ist eine jedermann vertraute Tatsache, dass die
negative Geschmacksempfindung eines bitteren
Tees oder eines allzu sauren Fruchtsaftes durch
Stissen gemildert werden kann. Solche Wechsel-
wirkungen sind auch beim Kase bekannt. So wer-
den Bitterstoffe im Kése bei hoheren Kochsalzge-
halten weniger stark wahrgenommen.

Erwdhnung verdient auch die Feststellung, wo-
nach die oft leicht bittere Note von kalt degustier-
tem Raclettekdse im geschmolzenen Zustand nicht
mehr wahrnehmbar ist.

3  Bitter schmeckende Kaseinhaltsstoffe

Im Kdse gibt es eine Vielzahl von Stoffen, die ober-
halb gewisser Konzentrationen bitter schmecken

(Tab. 1).

Tab. 1: Bitter schmeckende Stoffe in Kase

Stoffgruppe Verbindung Herkunft
Mineralstoffe Calcium, Natarlicher
Magnesium und | Milchinhalts-
Kalium in Form | stoff
freier lonen
Aminosduren Trytophan, Proteolyse
- hydrophobe AS | Isoleucin, (Reifung in
Tyrosin, die «Tiefe»)
Phenylalanin,
- basische AS Leucin, Valin,
Lysin, Arginin
Bitterpeptide Mittelgrosse Proteolyse
(hydrophobe Oligopeptide, (Reifung in
Peptide) die reich an die «Breite»)

hydrophoben AS
sind

(s. oben)
Biogene Amine | Cadaverin Abbauprodukt der
Aminosdure Lysin
Sekundare Ornithin, Citrullin | Abbauprodukte
gebildete von Arginin
Aminosauren
Andere Langkettige Abbauprodukte
Verbindungen Ketone, von Aminosduren
Isofettsduren, und Lipiden
Monoglyceride

Die gleichzeitige Gegenwart verschiedener Bitterstoffe
kann die Wahrnehmung von Bitterkeit verstarken.



3.1 Mineralstoffe

Calcium und Magnesium

Die Salze der beiden Metalle schmecken stark
bitter, sofern sie gut wasserldslich sind und in freie
lonen dissoziieren. Kase enthalt bis zu 13 g Calci-
um und 0.4 g Magnesium pro kg. Der grosste Teil
davon ist aber an das Casein bzw. in Phosphat-
Komplexen gebunden, also nicht in Form freier
lonen vorliegend. Einen gewissen Einfluss auf die
Bitterkeit von Kése kénnen Ca und Mg allenfalls
dann haben, wenn der ionisierte Anteil erhoht
ist. Dies kann unter Umstdnden bei tiefem pH-
Wert bzw. hohem Milchsduregehalt der Fall sein.
Insgesamt ist aber der Calcium- und Magnesium-
gehalt von Kase fur die Entstehung von bitterem
Geschmack von untergeordneter Bedeutung.

Der Zusatz von Calciumchlorid zur pasteurisier-
ten Kessimilch ist fir den Geschmack unerheblich.
Mit den nach GHP verwendeten Mengen wird der
Gesamtcalciumgehalt der Milch um weniger als
1% erhoht.

Kalium

Auch Kaliumsalze schmecken bitter. Die im Kése
vorhandenen Mengen von 0.5 bis 1 g/kg sind
aber unbedeutend. Beim Einsatz von Kaliumchlorid
zur Herstellung von kochsalzarmen Késen (Ersatz
von NaCl durch KCI) stellt aber die Entstehung von
Bitterkeit ein Hindernis dar.

3.2 Proteolytisch bedingte Bitterstoffe

Bitterpeptide

Die weitaus wichtigste Ursache von Bitterkeit ist

die Anreicherung von Bitterpeptiden im Késeteig.

Diese entstehen beim enzymatischen Abbau des

Caseins wéhrend der Kasereifung. Bitterpeptide

haben folgende Eigenschaften:

- hoher Anteil an hydrophoben Aminosduren
(siehe Tab. 1).

- stark hydrophob, d.h. wasserabstossend und
tendenziell fettloslich.

- Molekulargewicht: 500 bis 4000 Dalton (Ketten-
ldnge 4-30 Aminosduren)

Die bittersten Peptide weisen eine Kettenldnge
zwischen 5 und 10 Aminosduren auf.

Bittere Aminosduren

Auch einige Aminosauren schmecken bitter. Es sind
dies die hydrophoben Aminosduren (siehe Tab. 1)
sowie die beiden basischen Aminoséduren Lysin und
Arginin. Peptide, die reich an diesen Aminosdu-
ren sind, schmecken aber weitaus bitterer als eine
entsprechende Mischung der freien Aminosauren.
Der Proteinabbau in die Tiefe bewirkt also meist
eine Entbitterung.

Citrullin und Ornithin, Cadaverin

Bei Citrullin und Ornithin Verbindung handelt es
sich um zwei bitter schmeckende Abbauproduk-
te der Aminosdure Arginin. Citrullin und Ornithin
sind chemisch betrachtet ebenfalls Aminosauren.
In Proteinen kommen sie aber nicht vor.

Cadaverin gehort zu biogenen Aminen und wird
bei der Abspaltung von CO, aus der Aminosdu-
re Lysin gebildet. Da Lysin flr diesen Prozess als
freie Aminosdure vorliegen muss, entsteht Cadave-
rin erst im reiferen Kéase. Die fur die CO,-Abspal-
tung verantwortlichen Enzyme (Decarboxylasen)
werden v.a. von Enterokokken, einigen fakultativ
heterofermentativen Lb sowie Schmierebakterien
gebildet.



4 Die Bildung der Bitterpeptide
4.1 Die Proteolyse

Der Proteinabbau (Proteolyse) im Kase vollzieht
sich als mehrstufiger Prozess. Zundchst spalten
Proteasen und Endpeptidasen das para-Casein
bestehend aus asq-, asp-, B-Casein und para-K-
Casein (Tab. 2) in kleinere und gréssere Peptide.

Man nennt dies die primidre Proteolyse oder Pro-
teolyse «in die Breite». Sie dussert sich in einem
Anstieg des wasserloslichen Stickstoffs im Kése.
Verantwortlich flr die primére Proteolyse sind auf
die Spaltung von Proteinen und grossen Polypep-
tiden spezialisierte Endopeptidasen (Proteasen).
Sie spalten Peptidbindungen innerhalb der Ketten-
molekile (Abb. 2).

Bei der sekundaren Proteolyse werden die Prote-
infragmente weiter bis auf die Stufe der Amino-
sduren abgebaut. Man spricht auch von der Prote-
olyse «in die Tiefe», messbar am Gehalt der Kése

Tab. 2: Zusammensetzung von labgeronnenem Casein

an freien Aminosduren (OPA-Wert). Dabei kommt
vor allem den sogenannten Exopeptidasen eine
grosse Bedeutung zu, welche vom Kettenende her
kleinste Peptide oder einzelne Aminosduren abspal-
ten.

Da die Bitterpeptide mit einer Kettenldnge von
4 bis 30 Aminosduren im Bereich der mittel-
grossen Peptide zu finden sind, kann allgemein
gesagt werden, dass die Proteolyse in die Breite
die Bildung von Bitterkeit begiinstigt, wéhrend
die Proteolyse «in die Tiefe» zu einer Entbitterung
fuhrt. Dies als Folge des weiteren Abbaus der
Bitterpeptide zu Di- und Tripeptiden sowie Amino-
sduren. Nicht selten ist darum Bitterkeit eine
vorlibergehende Erscheinung. So wird Gruyere-
kdse bei der Taxation zuweilen als bitter bean-
standet. Bei ausgereiftem Gruyére ist Bitterkeit
dagegen selten.

Caseinfraktion Anteil Molekulargewicht Kettenlange
(Anzahl Aminosauren)
ag1-Casein 40% 23'500 199
as2-Casein 1% 25100 207
R-Casein 40% 23'980 209
para-K-Casein 9% 12'271 105
Casein Enzyme
Endopeptidasen
(Proteagen)
- BOOPOREC
Polypeptide
Endopeptidasen
)
- ~0000CO0E
Oligopeptide
Exopeptidasen
3
OOQ?((DOOO'.ZI
v 4
COOCOCO
Di- und
Tripeptide
Exopeptidasen
)
! @000

Aminosauren

Abb. 2 Ablauf der Proteolyse im Kése und beteiligte Enzymtypen



4.2 An der Proteolyse beteiligte Enzyme

Der Proteinabbau im Kése ist das Werk einer Arma-
da verschiedenster Proteasen und Peptidasen
(Tab. 3). Jedes dieser Enzyme reagiert namlich sehr
spezifisch. Enzyme der Familie der Prolylpeptidasen
z.B. kdnnen nur gerade Peptidbindungen zwischen
Prolin und einer darauffolgenden Aminosdure spal-
ten. Damit ist klar, dass der Proteinabbau im Kése
je nach vorliegendem Peptidasenmix recht unter-
schiedlich verlaufen kann.

Die primdre Proteolyse ist zuallererst das Werk
der Milchgerinnungsenzyme und der milcheige-
nen Proteasen (Abb. 3). Eine nicht minder wichti-
ge Rolle spielen die zellwandgebunden Proteasen
der Milchsdurebakterien, bei oberflichengereiften
Kése auch die Proteasen der Schmierflora bzw. der
Schimmelpilze.

Tab. 3: Die wichtigsten proteolytischen Enzyme in Kase

Die sekundare Proteolyse, d.h. der Abbau der (teil-
weise bitteren) Oligopeptide wird fast ausschliess-
lich von den Peptidasen der Milchsdurebakterien
geleistet. Diese Peptidasen, insbesondere die Exo-
peptidasen, sind hauptsdchlich in der Zellflissigkeit
lokalisiert. Damit diese im Kése ihre volle Wirkung
entfalten koénnen, muissen die Bakterienzellen
lysieren, so dass die Enzyme freigesetzt werden.
Tatsdchlich haben Versuche gezeigt, dass mit
schlecht lysierenden Milchsdurebakterienstam-
men hergestellte Kase starker zu Bittergeschmack
neigen.

Herkunft ‘ Typ Vertreter pH-Optimum Bemerkung
Labgerinnungsenzyme Proteasen Chymosin <5 Hitzelabil
(Endopeptidasen) | Pepsin
Milcheigene Proteasen Proteasen Plasmin 7.5 Hitzestabil
(Endopeptidasen) | Cathepsin <5
Proteasen der Milchsdurebakterien
- Zellwand gebundene Proteasen Lactocepine 5.5-6.5
(Endopeptidasen) | Andere 6-8
- intrazelluldre Exopeptidasen Aminopeptidasen 6.5-8 z.B. LAP
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A— A A/
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Abb. 3: Beitrag der proteolytischen Enzyme des Labes und der Kulturen zum Proteinabbau im Kase (Quelle: [6]).
Experiment A: steriler Kése ohne Kultur (gesduert mit GDL). Experiment B: mit Kultur gesduert.
N-pH 4.6: bei pH 4.6 |oslicher Stickstoff — Peptide + Aminosduren

NPN: Nichtproteinstickstoff — Oligopeptide + Aminosduren

N-PWSL: Phosphorwolframsaureldslicher N— Di- & Tripeptide + Aminosduren



4.3 Quellen von Bitterpeptiden.

Die Caseine sind relativ hydrophobe Proteine.
Innerhalb der Molekile gibt es zudem Abschnitte,
die besonders reich an hydrophoben Aminosauren
und Prolin sind. Werden diese durch bestimmte
Enzyme freigesetzt, bilden sich besonders hydro-
phobe Peptide, die teilweise sehr stark bitter schme-
cken. Die meisten der bekannten Bitterpeptide
leiten sich von ag1- und B-Casein ab. Dies auch des-
halb, weil diese Caseine mengenméssig dominieren
(vgl. Tab. 2). Doch auch asy-Casein und das sehr
hydrophobe para-K-Casein sind potentielle Quel-
len von Bitterpeptiden. In UF-K&se kdme auch das
R-Laktoglobulin als Quelle in Betracht. In Versu-
chen zeigten Molkenproteinhydrolysate jedoch
deutlich weniger Bitterkeit als Caseinhydrolysate.

Argl-glu-leu-glu-glu-leu-asn-val-pro-gly10-
glu-lle-val-glu-ser-leu-serP-serP-serP-glu20-
glu-ser-lle-thr-arg-lle-asn-lys-lys-lle30-glu-
lys-phe-gln-serP-glu-glu-gln-gln-gln40-thr-
glu-asp-glu-leu-gln-asp-lys-lle-his®-pro-
phe-ala-gln-thr-gln-ser-leu-val-tyré9-pro-
phe-pro-gly-pro-lle-pro-asn-ser-leu’%-pro-
gln-asn-lle-pro-pro-leu-thr-gln-pro®°-pro-
val-val-val-pro-pro-phe-leu-gln-pro®°-glu-
val-met-lys-val-ser-lys-val-lys-glu190-ala-
met-ala-pro-lys-his-lys-glu-met-pro''9-phe-
pro-lys-tyr-pro-val-gln-pro-phe-thr120-glu-
ser-gln-ser-leu-thr-leu-thr-asp-val'30-glu-
asn-leu-his-leu-pro-pro-leu-leu-leu’0°-gin-
ser-trp-met-his-gln-pro-his-gln-pro’°°-leu-
pro-pro-thr-val-met-phe-pro-pro-gln160-
ser-val-leu-ser-leu-ser-gln-ser-lys-val170-
leu-pro-val-pro-glu-lys-ala-val-pro-tyr180-
pro-gln-arg-asp-met-pro-lle-gln-ala-phe90-
leu-leu-tyr-gin-gln-pro-val-leu-gly-pro2°9-
val-arg-gly-pro-phe-pro-lle-lle-val29°-OH

Abb. 4: Aminosauresequenz von R-Casein A%, Die hydro-
phoben Aminoséuren sind fett hervorgehoben. Besonders
hydrophobe Abschnitte, aus denen Bitterpeptide hervorge-
hen sind unterstrichen.

Bis heute wurden Uber ein Dutzend Bitterpeptide
aus Kdse isoliert. Das bekannteste ist das Peptid
R-Cn f193-209, welches das Endstlick ab Position
193 der Aminosdurekette des R-Caseinmolekils
umfasst, also insgesamt 17 Aminosduren lang ist
(Abb. 4). B-Casein ist ziemlich reich an Prolin. Pro-
linreiche Bitterpeptide sind relativ proteolyseresis-
tent, da die Peptidbindungen des Prolins nur durch
prolinspezifische Peptidasen abgebaut werden
kénnen. Die Fahigkeit der Milchsdurebakterien zur
Bildung solcher Peptidasen scheint daher ein wich-
tiges Merkmal von «entbitterenden» Stdmmen zu
sein.

Anreicherung von Bitterpeptiden

Bitterpeptiden entstehen grundsatzlich in jedem
Kése. Bitterkeit wird aber nur wahrgenommen,
wenn die Konzentration den sensorischen Schwel-
lenwert Gberschreitet. Dies hangt davon ab, wel-
cher Prozess schneller ablauft, die Bildung oder der
Abbau der Bitterpeptide (Abb. 5).

Casein
Produktion (v,,.)
Bitterpeptide

Abbau (v 5ps0)

Geschwindigkei

Aminosauren

Anreicherung von Bitterpeptiden
wenn ...

Vprod = N Abbau

Ve = Reaktionsgeschwindigkeit der Bildung
Vamay = R€8ktionsgeschwindigkeit des Abbaus

Abb. 5: Bedeutung der Reaktionsgeschwindigkeit
der Bildung und des Abbaus von Bitterpeptiden fiir
die Entstehung von Bittergeschmack im Kase
(nach B. Mietton, ENILBIO, Poligny F)



5 Einflussfaktoren
5.1 Zusammensetzung der Kise

Dass bestimmte K&sesorten stdrker zu Bitterkeit
neigen als andere, liegt teilweise an der Zusam-
mensetzung. Von Bedeutung sind vor allem:

Wassergehalt

Ein hoher Wassergehalt im fettfreien Kése fordert
die Proteolyse in die Breite gegeniiber dem Abbau
in die Tiefe, was die Bildung von Bitterpeptiden
beglinstigt. Weich- und Halbhartkase sind daher
hadufiger von Bitterkeit betroffen als Hartkase.

Fettgehalt

Kédse mit reduziertem Fettgehalt sind besonders
anféllig auf Bitterkeit. Fett maskiert Bitterkeit bis zu
einem gewissen Grad. Der Grund liegt darin, dass
die hydrophoben Bitterpeptide fettloslich sind.
Im Fett gel6ste Bitterstoffe kdnnen nicht so leicht
mit Bitterrezeptoren im Mund in Kontakt treten.

Kochsalzgehalt
Das Salzen des Kédses nimmt auf zwei ganz unter-
schiedlichen Ebenen Einfluss auf
die Bitterkeit von Kase, ndmlich durch
1. Maskierung von Bittergeschmack

(Verminderte Wahrnehmung von Bitterstoffen)
2. Beeinflussung der Proteolyse

Die Beeinflussung der Proteolyse durch Kochsalz
erfolgt auf vielfaltige Weise. Die Verdnderungen
mit steigendem Salzgehalt:

- Geringere Hydratisierung (Wasserbindung) der
Caseine, so dass diese fur die Proteasen schlech-
ter angreifbar sind.

- Abnahme der Aktivitdt der meisten Proteasen
(gilt besonders fur Chymosin und Pepsin, das
Aktivitditsmaximum der Labstoffe liegt bei 2.5-
4 % Kochsalz in der wdsserigen Phase).

- Verschiebung der proteolytischen Aktivitat zu-
gunsten der Peptidasen ab 4 % NaCl in der
wadsserigen Phase: Zunahme der entbitternden
Aminopeptidaseaktivitdt der Laktokokken).

Als Faustregel gilt:

5.2 Milchqualitat

Bezliglich der Rohmilchqualitdt sind v.a. zwei Fak-
toren wichtig:

- Keimflora

- Eutergesundheit

Stark proteolytische Fremdkeime, zu welchen be-
sonders die Vertreter der psychrotrophen Flora
(Pseudomonaden, Bacillus spp., Hefen) gehoren,
sind bekannte Bildner von Bitterpeptiden, speziell
in Milch. Auch Wildstdamme fakultativ heterofer-
mentativer Laktobazillen, die im reifenden Kise
hohe Keimzahlen erreichen kénnen, sind je nach
Stamm in der Lage, die Proteolyse negativ zu be-
einflussen.

Mastitismilch weist eine markant héhere Plas-
minaktivitdt auf. Das kann so weit gehen, dass die
plasminempfindlichen Caseine (as3-Cn und R-Cn)
in einem entsprechenden Gemelk schon nach 24 h
zu einem erheblichen Teil abgebaut sind. In Milch
kann dies zu Bitterkeit fihren. Ob dies auch fir
Kése gilt, ist umstritten. Immerhin sind drei Bitter-
peptide bekannt, welche durch Plasmin aus asp-
Casein freigesetzt werden.

> Mit steigendem Salzgehalt nimmt die proteolytische Aktivitat im Kése ab.
-> Der Abbau von Bitterpeptide wird gegeniiber der Neubildung begiinstig.
> Steigendes Risiko fiir Bitterkeit bei Kochsalzgehalten <5.0% NaCl in der wésserigen Phase.



5.3 Technologische Einflussfaktoren

Milcherhitzung

Verschiedene Autoren weisen darauf hin, dass
Halbhartkédse aus Rohmilch anfalliger ist auf Bitter-
keit als entsprechende Kdse aus pasteurisierter
Milch. Bei Hartkase ist es gerade umgekehrt. Dies
mag verdeutlichen, dass die zur Bildung von Bitter-
geschmack fiihrenden Vorgdnge sehr komplex
sind.

Die Erhitzung der Milch fuhrt zur Inaktivierung
der Rohmilchflora, erhéht aber die Plasminaktivitat.
Im Zusammenwirken mit den fur Halbhart- bzw.
Hartkése typischen Prozessparametern und Gehalts-
merkmalen wirkt sich dies offensichtlich ganz unter-
schiedlich auf die Balance zwischen Bitterpeptid-
bildung und —abbau aus.

Tab. 4: Eigenschaften technologisch genutzter Milch-
gerinnungsenzyme.

Labstoffe

Versuche mit sterilem Kése (Sduerung mit Gluco-
no-0-lacton) haben gezeigt, dass die Gerinnungs-
enzyme einen wesentlichen Beitrag zur prima-
ren Proteolyse des para-Caseins leisten (Abb 3,
Seite 7). Sowohl die tierischen Labstoffe als auch
die mikrobiellen Labersatzstoffe kénnen grund-
sdtzlich zur Bildung von Bitterpeptiden beitragen,
indem sie solche teilweise selbst freisetzen oder
nicht bittere Peptide bilden, die in einem weite-
ren Proteolyseschritt zu Bitterpeptiden abgebaut
werden. Die Eigenschaften der verschiedenen Lab-
stoffe sind von erheblicher Bedeutung (Tab. 4 und
5a/b).

Enzyme Unspezifische Bevorzugtes Substrat Thermostabiliat
Proteolyse
Chymosin + ag1-Casein Maéssig
Pepsin ++++ alle Caseine Méssig
R. miehei-Protease ++ 0g1-Cn und B-Cn (Hoch)*
C. parasitica-Protease +++ 0s1-Cn und B-Cn Gering

* Gilt nur fur die native Protease, nicht fur die heute erhéltlichen kommerziellen Labstoffe aus R. miehei.

Tab. 5 a: Eigenschaften technologisch genutzter Milchgerinnungsenzyme [6].

Im Késebruch verbleibende Restaktivitdt der Gerinnungsenzyme

(in % der Aktivitdt der geschiitteten Labmenge)

Enzyme pH 5.2 pH 6.0 pH 6.4
Kélberlab 83 % 70 % 47 %
M. pusillus-Protease 1 % 12 % 13 %
R. miehei-Protease 19% 19 % 18 %

Tab. 5 b: Eigenschaften technologisch genutzter Milchgerinnungsenzyme [6].
Hitzestabilitdt der Gerinnungsenzyme (Restaktivitdt nach Erhitzung auf 63.3°C/1 min.)

Enzyme pH 5.2 pH 5.6 pH 6.0
Kélberlab 10 % 4% 0 %
M. pusillus-Protease 33% 8 % 0 %
R. miehei-Protease 99% 80 % 60%
C. parasitica-Protease 3% 2% 1%




Die proteolytische Wirkung der mikrobiellen Lab-
ersatzstoffe ist im Allgemeinen weniger spezifisch
als jene von Chymosin, weshalb diese immer wie-
der mit Bittergeschmack in Verbindung gebracht
wurden. Dies gilt insbesondere fiir die Protease von
Cryphonectria parasitica (z.B. Suparen), welche
bei Weichkdse und Halbhartkdse bekanntermassen
Bittergeschmack verursacht. Die Protease kommt
deshalb nur bei der Herstellung von Hartkdse zum
Einsatz, wo aufgrund der hdéheren Brenntempe-
ratur eine weitgehende Inaktivierung des Enzyms
erfolgt.

Beziiglich der heute angebotenen Labersatzstoffe
aus Rhizomucor miehei ist zu betonen, dass diese
eine aufgereinigte und chemisch modifizierte Prote-
ase enthalten, die beztiglich Spezifitdt und Thermo-
stabilitdit dem Chymosin recht nahe kommt.

Fur die Bildung von Bitterpeptiden ist neben den
proteolytischen Eigenschaften des Labstoffs vor
allem dessen Restaktivitdt im Kdse entscheidend.
Wie Tabelle 5 zeigt, sind die Unterschiede zwischen
den verschiedenen Labstoffen gerade bezliglich
der pH-Sensitivitat teilweise deutlich verschieden.

Die Restaktivitat des Milchgerinnungsenzyms
im Kase ist abhangig von:
- Labmenge
- Brenntemperatur
(tiefer bei hdherer Temperatur)
- pH-Wert beim Ausziehen
(hdher bei tieferem pH)
- pH-Verlauf im Kése
(hoher bej tiefem pH)

Labmenge

Hohere Labmengen erh6éhen das Risiko von Bit-
terkeit. Dies gilt besonders bei niedrig gebrannten
Kéasesorten, da hier die Gerinnungsenzyme in weit
bescheidenerem Umfang inaktiviert werden als bei
den hohen Brenntemperaturen der Hartkase. Je
hoher die Restaktivitat des Labstoffs im Kése, desto
starker die Proteolyse in Breite. Im Falle von Kal-
berlab findet man dann vermehrt von agq-Casein
abgeleitete Bitterpeptide.

Kultur

Hinsichtlich der Entwicklung von Bittergeschmack
kommt den eingesetzten Milchsdurebakterien-
kulturen ohne Zweifel die grosste Bedeutung zu.
Einerseits bilden sie Proteasen, die Bitterpeptide
freisetzen kdnnen. Anderseits sind sie — zumindest
im Pastmilchkdse — die einzige Quelle von poten-
tiell «entbitternden» Peptidasen. Am besten er-
forscht sind heute die Laktokokken, speziell im Zu-
sammenhang mit Bittergeschmack von Cheddar.

«Bittere Stimme» von Laktokokken zeigen

typischerweise folgende Eigenschaften:

> schnell sduernd

- schwache oder fehlende Aminopeptidase-
aktivitat

> schlechte Autolyseféhigkeit, d.h. die Zellen
setzen die im Zellinnern lokalisierten Exo-
peptidasen nur langsam frei.

«Entbitternde» Stdmme von Lc. lactis ss. lactis und
Lc. lactis ss. cremoris werden heute schon technolo-
gisch genutzt, z.B. als Bestandteile mesophiler Kul-
turen. Auch die Enzympréparate «Accelase®» und
«Debitrase®» (Danisco) sind Produkte dieser For-
schung. Dabeihandeltessichum Laktokokken-Roh-
extrakte, die verschiedene Proteasen und Amino-
peptidasen enthalten [3].

Die Laktobazillen sind noch weniger gut erforscht.
Im Vergleich zu den Laktokokken sind sie allge-
mein starker proteolytisch und zeigen eine héhere
Peptidaseaktivitat als Laktokokken. Dies ist mit ein
Grund, weshalb Bitterkeit beim Einsatz von ther-
mophilen Starterkulturen seltener auftritt. Speziell
entbitternde Eigenschaften werden Lb. helveticus
zugeschrieben.



Brenntemperatur

Auch die Brenntemperatur kann sich auf die Bildung
von Bitterpeptiden auswirken. Wilkinson (Zitat [4])
beispielsweise stellte fest, dass unter Einsatz von
Lc lactis ss. cremoris hergestellte Cheddarkdse bei
einer Brenntemperatur von 36°C Bittergeschmack
entwickelten, bei 40°C dagegen nicht.

Die Brenntemperatur und Ausrihrdauer wirken

sich folgendermassen auf die Proteolyse aus:

1. teilweise Inaktivierung der Milchgerinnungs-
enzyme

2. Abtotung der hitzlabilen Rohmilchflora

3. Selektion der Gdarungsorganismen zugunsten
hitzeresistenterer Stdmme

4. Aktivierung temperenter (lysogener) Phagen,
d.h. Induktion einer spateren Zelllysis der Milch-
sdurebakterien

Wie Abb. 6 am Beispiel von Tilsiterkdse zeigt,
fuhrt die hohere Brenntemperatur beim Rohmilch-
Tilsiter zu einem deutlich schwacheren Abbau des
as1-Caseins; dies als Folge der starkeren Inaktivie-
rung der Labenzyme beim Brennen.
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Abb. 6: Elektropherogramm der Milchproteine in Milch und Kése.

Sauerungsverlauf und pH-Wert im Kase

Der pH-Verlauf wahrend der Fabrikation und Rei-
fung von Kase hat ebenfalls einen grossen Einfluss
auf die Proteolyse. Denn sowohl die Aktivitdt der
Enzyme (vgl. Tab. 3) als auch die Spaltbarkeit der
Proteine ist pH-abhangig. Die wichtigsten Zusam-
menhédnge:

pH-Wert beim Ausziehen

- je tiefer der pH-Wert beim Ausziehen desto
mehr Labstoffaktivitdt geht in den Kaseteig
Uber (vgl. Tab. 5).

pH-Wert im Kése nach 24 h

tiefer pH-Wert bedeutet:

- reduzierte Hydratisierung des Caseins
> reduzierte Spaltbarkeit

- erhdhte Aktivitdt der Proteasen aus den Lab-
stoffen (v.a. bei tierischen Labstoffen) und
einiger Proteasen der Milchsdurebakterien
(Lactocepine)

- tiefere Plasminaktivitat

- reduzierte Aminopeptidaseaktivitat

- insgesamt langsamere Proteolyse und ver-
dndertes Proteolysegleichgewicht
(Bitterkeit geht nicht selten mit einer zu inten-
siven Sduerung einher).

pH-Anstieg wahrend der Reifung

- bessere Hydratisierung der Proteine
> erleichterte Spaltung durch Proteasen

- Zunahme der Plasminaktivitdt (beschleunig-
ter Abbau von agy- und R-Casein)

- Ruckgang der Aktivitat saurer Proteasen
(Gerinnungsenzyme und diverse Starterpro-
teasen)

- Steigende Aktivitdt der Aminopeptidasen.

In Abbildung 7 sind die Vorgdnge bei der Bildung
und dem Abbau der Bitterpeptide sowie die wich-
tigsten Einflussfaktoren zusammengefasst:

Bahn 1) labbehandelte Rohmilch, 2) Tilsiter roh, 3) Tilsiter pasteurisiert



Reaktion 1

A) ra-Casein kit Bitte! d
> r e
i Proteasen der Milchsaurebakterien paps
Labenzym, Plasmin i _ .. Proteasen der MSB
B) para-Casein Nicht bittere Peptide > Bitterpeptide
Einflussfaktoren
1. Kultur + proteolytisches System der - Verha."tms von langsam und schnell
Milchséurebakterien séuernden Stammen
+ Keimzahl - Schiittmenge
- Brenntemperatur
- Phageninfektionen
2. Lab « Labsorte (Spezifitat, Thermolabilitat)
* Restaktivitat im Kase - Brenntemperatur
- Labmenge
- pH-Verlauf Schittmenge
Aktivitat der Kultur
3. Aktivitét der Proteasen - Salzgehalt des Kases - pH-Wert im Kase
- Wassergehalt des Kases - Lagertemperatur
Reaktion 2
Peptidasen der Milchsaurebakterien
A) Bitterpeptide Nicht bittere Peptide
Einflussfaktoren
1. Kultur + protelytisches System der MSB
2. Aktivitat der Peptidasen - Salzgehalt des Kases - pH-Wert im Kase

Abb. 7: Schematische Ubersicht (iber die Bildung und den Abbau von Bitterpeptiden im Kise
(mod. nach Stadhouders & Hup, Neth. Milk Dairy J. 29, 335, 1975)

Sonstige Einflussfaktoren

Zutaten pflanzlicher Herkunft

Pflanzen enthalten teilweise sehr starke Proteasen.
Die Verwendung von Gewd(rzen und Krdutern als
Zutaten von Kése kann daher zu starker Bitterkeit
fuhren. Abhilfe kann die Verwendung der hitzebe-
handelten Zutaten schaffen.

Verunreinigungen im Salzbad

Kammerlehner [4] berichtet, dass ein zu hoher
Sduregrad der Salzlake zu vermeiden ist und dass
stark verunreinigte Salzlake zu«heftiger» Bitterkeit
von Kdse Anlass geben kann. Daflr verantwort-
lich sollen stark proteolytisch wirkende Hefen und
Pseudomonaden sein.

Schimmelgereifte Kase

Schimmelpilze sind ebenfalls starke Proteolyten.
Bei Weissschimmelkdse manifestiert sich Bitter-
keit meist am stdrksten in der Rindezone. Dies
kann verhindert werden durch Verwendung von
Pilzstdmmen mit geringerer Proteaseaktivitat so-
wie durch den Einsatz von Geotrichum candidum.
Die positive Wirkung von G. candidum beruht auf
dessen Peptidaseaktivitdt und der raschen Verwer-
tung des Restzuckers. Letzteres verhindert ein ex-
zessives Wachstum von P. camemberti.



6 Massnahmen gegen Bittergeschmack

Aufgrund der oben aufgezeigten Zusammenhéange
kann auf recht vielen Ebenen auf die Entwicklung
von Bittergeschmack im Kése Einfluss genommen
werden. Grundvoraussetzung fiir gezielte Eingriffe
ist ein gut standardisierter (kontrollierter) Herstel-
lungsprozess.

Grundsatzlich zielen alle Massnahmen darauf ab,
die Proteaseaktivitat (primdre Proteolyse) zu hem-
men und/oder die Peptidasenaktivitat (sekunddren
Proteolyse) zu fordern.

Eingriffsebene ‘ Massnahme, Effekt Einfluss auf Bitterpeptide
Bildung Abbau

Milchqualitat nicht zu hohe Zellzahl (Plasminaktivitat) X
tiefe Keimzahl X (x)
Lagerung (Zeit, Temperatur) X

Einlaben

Labstoff hoher Chymosinanteil X

Labmenge reduzieren durch hohere Einlabungstemperatur X (x)
reduzieren durch pH-Senkung mit CO3 statt X
Kultur

Kulturen

Kulturenwahl nicht zu schnell sduernde Kultur X
Kultur mit massiger Proteaseaktivitat XX
Kultur mit hdherer Peptidaseaktivitat und XX
guter Autolysefahigkeit

Kulturenmenge Schiittmenge reduzieren X X
- Limitieren der Keimzahl der MSB

Wasserzusatz Wassermenge erhohen X X
>Hohere pH-Wert 24h
- Limitieren der Keimzahl der MSB

Brennen Brenntemperatur/-dauer erhhen X X

Ausziehen bei héherem pH X

Salzen Salzgehalt gegen das obere Limit erhdhen X XX

Reifungstemperatur | senken XX (x)

Bei Problemen mit Bittergeschmack mégen oben
aufgelistete Korrekturmassnahmen (evt. kombi-
niert angewendet) Abhilfe schaffen. Der Prakti-
ker weiss aber, dass diese Massnahmen auch auf
andere Eigenschaften des Kases Einfluss nehmen,
die es moglichst nicht zu verdndern gilt. Daher sind
die Massnahmen mit Bedacht anzuwenden und
bezliglich ihrer Auswirkungen sorgféltig zu tber-
wachen. Gegebenfalls empfiehlt sich, die Kaserei-
beratung zu Rate zu ziehen.



7 Methoden zur Untersuchung auf Bitterpeptide

Traditionell werden folgende Parameter zur Charak-
terisierung der Proteolyse gemessen:

- Wasserloslicher Stickstoff

- pH-4.6 |6slicher Stickstoff

- NPN

- Aminosdure-Stickstoff (OPA-Wert)

Diese Werte geben Auskunft Gber das Verhéltnis
von primdrer zu sekundérer Proteolyse. Ein offen-
sichtliches Ungleichgewicht lasst sich damit erken-
nen. Darliber hinaus sagen die Stickstofffraktionen
aber wenig Konkretes hinsichtlich der Ursachen
einer Bitterkeit.

Spezifischere Methoden kommen in der Forschung
zum Einsatz. Dazu gehoren insbesondere die Flis-
sigchromatographie und massenspektrometrische
Methoden wie z.B. LC-MS. Letztere erlauben
eine Quantifikation sowie Identifikation der Pep-
tide, so dass diese bestimmten Abschnitten der
Caseine zugeordnet werden kénnen. Fiir die Rou-
tine sind diese Methoden aber zu teuer.

Aufschlussreich ware auch die Bestimmung ver-
schiedener Peptidasen, um eine Prognose (ber
den Verlauf der Proteolyse machen zu koénnen.
Die bekannte Leucinaminopeptidase ist bezlglich
der Entwicklung von Bittergeschmack kaum aus-
sagekraftig. Interessanter wdre die Bestimmung
der fir den Abbau von Bitterpeptiden mitverant-
wortlichen prolinspezifischen Peptidaseaktivitat.
Doch werden solche Messungen noch nicht routine-
maéssig angeboten.

8 Ausblick

Dank der Techniken der Molekularbiologie
und der immer leistungsfahigeren Methoden
der Proteinanalytik kdnnen Mikroorganismen
heute wesentlich besser charakterisiert werden.
Bei den Kulturorganismen betrifft dies u.a. auch
die Kenntnisse Uber die gebildeten Proteasen
und Peptidasen. Aufgrund dieser Kenntnisse
kdnnen Stamme mit bestimmten proteolytischen
oder anderen Eigenschaften wesentlich einfacher
selektioniert werden. Es daher zu erwarten, dass
in Zukunft vermehrt Spezialkulturen auf den
Markt kommen. Zum Beispiel solche, die ent-
bitternd wirken.

Die Gentechnik wird noch einen Schritt weiter-
gehen und Kulturorganismen genetisch modi-
fizieren, so dass sie z.B. Peptidasen bilden,
die im Abbau von Bitterpeptiden besonders
effektiv sind. Solche genetisch verdnderten
Mikroorganismen koénnen auch zur Gewin-
nung von solchen Enzymen genutzt wer-
den. Wie stark sich solche Produkte dereinst
im Markt durchsetzen, wird sich zeigen. ALP
und die Sortenorganisationen der Schweiz be-
kennen sich zur klar zur GVO-freien Kése-
produktion.



9 Zusammenfassung

Die Proteolyse im Kase ist ein sehr komplexer
Vorgang, gekennzeichnet durch das Zusam-
menspiel von milcheigenden Proteasen, den
Gerinnungsenzymen sowie den Proteasen und
Peptidasen der Milchsaurebakterien. Dieses Zu-
sammenspiel wird durch die einzelnen Herstel-
lungsschritte wie z.B. Brennen, Salzen ebenso
empfindlich beeinflusst wie durch die Art des
Labstoff, die Wahl der Kultur und die Qualitat
der Rohmilch. Bitterer Kase ist die Folge eines
gestorten Gleichwichts zwischen der Bildung
von Bitterpeptiden im Zuge der Proteolyse in
die Breite und dem Abbau dieser Peptide durch
Peptidasen der Milchsdurebakterien. Mass-
nahmen zur Bekdmpfung von Bitterkeit mis-
sen darauf abzielen, die potentiell entbitternde
Peptidaseaktivitdt zu férdern und die Proteoly-
se in die Breite zu kontrollieren. Aufgrund der
Komplexitdt der Vorgdnge gibt es dafiir keine
Patentrezepte, aber eine Vielzahl von Eingriffs-
moglichkeiten. Diese sind jedoch sorgféltig aus-
zutesten.
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