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Michael Casey, Josef Gruskovnjak,
Marie-Therese Frohlich-Wyder

REAKTION VON STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS
AUF STRESS

Eine plotzliche Temperaturerh6hung ist ein Stressfaktor, auf
den samtliche lebenden Zellen, von der einfachsten Bakterie
bis zur differenziertesten Nervenzelle, reagieren. Dabei pro-
duziert die Zelle eine bestimmte Art von Molekiilen, kleine
Proteine, welche sie vor einer Schadigung schiitzen sollen.
Dieses vor rund 40 Jahren von Wissenschaftlern entdeckte
Phdnomen wurde als «Heat Shock Response» bezeichnet
(siehe Ubersichtsartikel von Rosen R & Ron E Z, 2002).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass dieselbe Reaktion bei
einer grossen Anzahl anderer Stressfaktoren wie Alkohol,
giftigen Metallen, hohen oder tiefen Temperaturen, tiefen
pH-Werten usw. ebenfalls eintritt. Da die Zelle auf derart
viele verschiedene Bedingungen mit demselben Abwehrme-
chanismus reagiert, wird dieser heute generell als «Stress
Response» bezeichnet.

In der Wachstumsphase von Bakterienzellen ist es moglich,
dass sie Stressfaktoren ausgesetzt sind. Die Wachstumsrate
der Bakterien kann unter optimalen Bedingungen maximal
sein, die Bedingungen konnen sich jedoch unvermittelt
dndern. So kann eine Temperaturabnahme oder Nahrstoff-
mangel dazu fithren, dass die Bakterien in die stationdre Phase
eintreten. Eine solche Umgebung kann den Bakterien erheb-
lichen Stress verursachen und zu ihrem Absterben fiihren,
wenn sie zu lange in diesen Bedingungen verbleiben. Werden
sie jedoch rasch genug in ein neues, geeignetes Nahrmedium
versetzt, wird ihr Wachstum sogleich wieder einsetzen.

Auch die zur Kéaseherstellung verwendeten Milchsdaurebak-
terien sind wéhrend der Késefabrikation Stress ausgesetzt.
Waéhrend ihres Wachstums im Késeteig sinkt der pH-Wert der
Umgebung schnell auf beinahe 5 ab und die zum Wachstum
benotigte Energie wird knapp. Wahrend des langen Reifungs-
prozesses verbleiben die Bakterien in dieser Umgebung und
sterben schliesslich ab, wobei sie intrazelluldre proteolytische
Enzyme ausschitten, die fur die Reifung des Kases zentral
sind.

Bevor die Milchsdurebakterien fur die Kéasefabrikation ver-
wendet werden, sollten sie moglichst vor Stress geschutzt
werden, damit sie nach Zugabe zur Kasereimilch rasch
gedeihen. Wenn die Bakterien allzu lange in Stress verursa-
chenden Bedingungen verbleiben, bevor sie der Kasereimilch
zugegeben werden, wird sich ihr Wachstum verzégern.
Der zeitliche Abstand zwischen der Verdnderung der
Bedingungen und dem Einsetzen des Wachstums wird umso
grosser, je langer die Bakterien Stress verursachenden Bedin-
gungen ausgesetzt waren.

Ziel dieser Untersuchung war es, die Folgen von Stress auf
thermophile Milchsdurebakterien zu untersuchen, die fir
die Herstellung von Schweizer Kase verwendet werden. Die
FAM beliefert Késeproduzenten 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 Einfluss von Sdurestress und niedri-
gen Temperaturen auf Wachstum und Lebensféhigkeit dieser
Bakterien testen, um zu ermitteln, ob die Haltbarkeit der
Starterkulturen eventuell verbessert werden konnte. Frithere
Untersuchungen zeigten, dass FAM-Kulturen bei 4°C etwa
10 Tage Uberlebten. Nachfolgend werden die ersten Ergeb-
nisse zum Einfluss von Stress auf Streptococcus thermophilus
prasentiert.

Material und Methoden

Bakterienstamm und Wachstumsbedingungen

Der fur diese Studie verwendete Bakterienstamm war Strep-
tococcus thermophilus FAM 10794. Als Nahrmedium diente
einerseits M17-Medium, das Laktose in unterschiedlichen
Konzentrationen enthielt, andererseits steriler Natrium-
phosphat-Puffer, der verschiedene Anteile steriler Bio-Milch
enthielt. Um die Kolonien bildenden Einheiten (KbE) zu be-
stimmen, wurden den Bakterienkulturen aliquote Volumina
entnommen, die in Peptonwasser verdiinnt wurden. Davon
wurden 0,1 ml auf M17-Agarplatten ausgestrichen, die mit
0,5% Glukose ergénzt wurden. Um den Analyseprozess zu
beschleunigen, wurden die Untersuchungen zur Lebensfahig-
keit der Bakterien bei 37°C durchgefuhrt.

Ergebnisse

Einfluss von Kiltestress

Das M17-Medium wurde mit S. thermophilus FAM 10794
beimpft und bei 42°C inkubiert, bis eine optische Dichte von
0,25 bei 600nm erreicht war. Die Bakteriensuspension wurde
danach 4 Tage lang entweder bei 4°C oder 20°C inkubiert.
Probenentnahmen und die Bestimmung der KbE erfolgten
taglich. Die Ergebnisse sind in Abbildung 1 ersichtlich.

Es konnte kein signifikanter Einfluss der Lagertemperatur auf
die Uberlebensrate von S. thermophilus nachgewiesen wer-
den. Diese Art von Kalteschock scheint somit die Bakterien
nicht signifikant zu beeintrachtigen.
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Abb. 1: Einfluss der Lagertemperatur auf die Lebens-
fahigkeit von S. thermophilus in M17 (n=4)

Einfluss von Siurestress

Die Inkubation von S. thermophilus erfolgte in M17, das un-
terschiedliche Laktosekonzentrationen enthielt, oder in steri-
lem Natriumphosphat-Puffer, der Milch in unterschiedlichen
Verdiinnungen enthielt. Der pH wurde nach einer Inkubati-
onsdauer von 24 Stunden bei 37°C gemessen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 2 dargestellt. Wie erwartet fihrten hohere
Konzentrationen von Milch oder Laktose zu einer verstarkten
Abnahme des pH-Wertes.

Die Bakterien wurden danach bei 37°C inkubiert, um zu un-
tersuchen, welchen Einfluss die Verdnderung des pH-Wertes
auf ihre Lebensféhigkeit hatte. Abbildung 3 zeigt den Einfluss
auf die Lebensfahigkeit, wenn die Bakterien in Milch oder in
M17 mit 5% Laktose kultiviert wurden. Es ist offensichtlich,
dass die Bakterien in der Milch besser tberlebten als in M17,
obwohl der pH-Wert der Milch etwas niedriger war.

Abbildung 4 zeigt, welchen Einfluss verdiinnte Milch oder
mit nur 0,5% Laktose angereichertes M17 auf das Uberleben
der Bakterien hat. Weil der pH-Wert des Mediums héher war
als derjenige von Vollmilch oder M17, wurde eine hohere
Uberlebensrate erwartet. Trotz des héheren pH-Wertes konn-
te jedoch keine héhere Uberlebensrate festgestellt werden.

Abbildung 5 zeigt, welchen Einfluss eine weitere Verdiin-
nung der Milch oder ein Laktosegehalt von 0,25% auf die
Uberlebensrate hat. Unter diesen Bedingungen, mit einem
pH-Wert von 5,9, lberleben die Bakterien in beiden Medien
langer. Sogar nach 24 Tagen kann S. thermophilus noch in
einer Konzentration von 105/ml gefunden werden. Hier muss
darauf hingewiesen werden, dass die Uberlebensrate in M17
héher ist als in verdlinnter Milch.
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Abb. 3: Einfluss der Wachstumsbedingungen auf
die Lebensfahigkeit von S. thermophilus in 100% Milch
und M17 erganzt mit 5% Laktose
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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. 4: Einfluss der Wachstumsbedingungen auf
die Lebensfahigkeit von S. thermophilus in 10% Milch und M17
erganzt mit 0,5% Laktose

Obwohl sich bereits zahlreiche Studien mit dem Einfluss von
Stress auf Lactococcus lactis befasst haben, gibt es noch
relativ wenige Arbeiten zu thermophilen Milchsdurebakte-
rien. Der Einfluss von Hitzestress (Varcamonti, Graziano,
Pezzopane, Naclerio, Arsenijevic & De Felice, 2003; Giliberti,
Naclerio, Martirani, Ricca & De Felice, 2002; Solow & Som-
kuti, 2000), Kéltestress (Kim & Dunn, 1997; Kim, Khunajakr,
Ren & Dunn, 1998; Perrin, Guimont, Bracquart & Gaillard,
1999; Wouters, Rombouts, de Vos, Kuipers & Abee, 1999)
und oxidativem Stress (Pebay, Holl, Simonet & Decaris, 1995;
Thibessard, Fernandez, Gintz, Leblond-Bourget & Decaris,
2001 & 2002) auf S. thermophilus wurde etwas ausfthrlicher
beschrieben, zu Sdurestress jedoch ist unseres Wissens bislang
sehr wenig publiziert worden.
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Diese ersten Ergebnisse machen deutlich, dass ein tiefer
pH-Wert fuir S. thermophilus schadlich ist. Dies gilt vermutlich
auch fur andere Milchsdurebakterien, die fir Starterkulturen
verwendet werden. Es kdnnte von Vorteil sein, Kaseherstel-
ler in der Schweiz mit Kulturen zu beliefern, die einen pH-
Wert um 5,9 aufweisen, um ihre Haltbarkeit zu verlangern.
Weitere Untersuchungen werden nétig sein, um die optima-
len Lagerbedingungen von Flissigkulturen zu bestimmen und
zu kldren, weshalb die Bakterien in M17 stabiler sind als in
verdiinnter Milch. Ebenfalls ware es moglich, stressresisten-
tere Stimme zu isolieren, um daraus Starterkulturen mit einer
erheblich verbesserten Haltbarkeit zu entwickeln.

Résumé

Réaction au stress du Streptococcus thermophilus

On a étudié I'influence d'un pH bas sur la survie de S. ther-
mophilus dans des cultures liquides. Les résultats démon-
trent que la bactérie ne survit pas plus d'une semaine dans
le lait maintenu a 37°C. Cette survie peut cependant étre
prolongée en faisant croitre la bactérie dans du lait dilué ou
en préférence dans du M17 contenant de faibles concentra-
tions en lactose. Il 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 la durée de
vie de cette culture.

Summary

Reaction of Streptococcus thermophilus to Stress

The effect of low pH on the survival of S. thermophilus in
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 them in diluted milk or
preferably in M17 containing low concentrations of lactose. It
would probably advantageous to supply cheese manufactur-
ers in Switzerland with cultures at a pH close to 5.9 in order
to prolong their shelf life.

Abb. 5: Einfluss der Wachstumsbedingungen auf die Lebens-
fahigkeit von S. thermophilus in 5% Milch und M17
Tage erginzt mit 0,25% Laktose
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