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Die vorliegende Arbeit beschreibt einen
Tedlschritt bei der Entwickiung einer alter-
nativen Propionsédurebakterien-Kultur fir
das Versandangebot der Forschungsan-
stalt fiir Milchwirtschaft. Eine Auswahl!
von Wildstdmmen wurde auf ihre Eignung
filr den Einsatz in einer Propionsdurebak-
terien-Kultur fir Emmentaler Kase hin
Uberprift. Die beobachteten grossen Un-
terschiede beim Gérverhalten im Kése
zwischen den verschiedenen Stiémmen
standen in direktern Zusammenhang mit
ihrer  systematischen Einteilung. Die
Stdmme der Art Propionibacterium freu-
denreichii ssp. shermanii zeigten einen
langsamen Gérverlauf, die Stimme der
Art P.acidipropionicii bewirkten eine zu
schwache Propionsauregérung und der
Stamm der Art P.freudenreichii ssp. freu-
denreichii wies ein &hnliches Verhalten
auf wie die aktuelle Propionsédurebakteri-
en-Kuftur im Versandangebot der For-
schungsanstalt,

Einleitung

In den letzten Jahren wurde festgestelit,
dass in der Dirrfutterungsperiode die

Propionsduregérung im  Emmentaler
Kase zu intensiv erfolgte. In der Praxis
wurde der Wunsch nach geeigneten In-
strumenten zur Verlangsamung der Pro-
pionséuregérung laut. Die Forschungs-
anstalt fir Milchwirtschaft (FAM} handel-
te in zwei Bereichen:

1. Entwicklung von Zusatzkulturen zur
Beeinflussung der Gargeschwindigkeit
im Kise

2. Bereitstellen einer Propionséurebakte-
rien-Kultur mit einem eher langsameren
Gérverhalten.

Mitte 1993 wurde deshalb beschlossen,
die fir die Entwicklung einer Propionsiu-
rebakterien-Kultur notwendigen Arbeiten
in Angriff zu nehmen, Als Ziel wurde dabei
eine Kultur skizziert, die zu einer eher
langsamen Propionsduregdrung mit fla-
chen Kasen fihrt, so dass eventuell auf
den Einsatz von fakultativ heterofermen-
tativen Laktobazillen verzichtet werden
kénnte.

In der Folge wurden aus Gebieten, in
denen keine Propionsiurebakterien-Kul-
turen zum Einsatz gelangen, Wildstamme
isoliert, in den mikrobiologischen Labora-
torien einer ersten Auswahl unterzogen
und 14 Stdmme fir die Modellkasefabri-
kation bestimmt. Das Ziel dieser Versu-

Tab. 1: Keimzahl und Metabolismus der isolierten Propionsiurebakterien-Wildstamm-

Kulturen.
‘Stamm Keimzahl flichtige  Propionat/ Succinat
Fettsduren Acetat

Nr.  Spezies bzw, Subspezies (logKbE/ml) (mmol/kg) (mmol/L)
076 P freudenreichii ssp. shermanii  9.81 164.9 20 59

078 P acidipropionicii 9.04 126.2 21 0.0

080 P freudenreichii ssp. shermanii  9.67 177.2 20 1.8

082 P. acidipropionicii 8.51 121.5 21 0.0

083  P. freudenrsichii ssp. shermanii ~ 9.48 153.8 21 18

086 P. freudenreichii ssp. shermanii  9.53 153.2 2.1 1.5

089 P freudenreichii ssp. globosum ~ 9.85 185.0 21 1.0

083 P, acidipropionicii 8.95 176.3 28 11

104 P, acidipropionicii 8.95 145.5 29 0.0

107 P. acidipropionicii 9.20 178.2 33 0.0

109 P. freudenreichii ssp.freudenreichii 9.70 114.9 19 1.1

110 *P. freudenreichii 9.77 164.2 20 0.7

111 *P. freudenreichii 9.80 191.2 1.7 0.6

112 *P. freudenreichii 9.72 191.8 1.7 6.0

*Subspezies konnte nicht bestimmt werden

che war eine rasche und gesicherte Aus-
sage Uber die Eignung der Wildstdmme
flr eine Prifung in der Versuchskésersi
Uettligen.

Material und Methoden

Bakterienstimme

Die Wildstamme wurden aus verschiede-
nen Rohmilchkdsen, ausser aus Emmen-
taler K&sen auf Na-lLaktat-Agar (Na-Lak-
tat-Lésung Merck 24 mL, Casein-Pepton
tryptisch 30 g, Hefenextrakt 30 g, Agar-
Agar technisch 12 g, Aqua dest. 1 L) unter
Anaerobiose bei 30°C, isoliert.

Stammdifferenzierung

Die Differenzierung der Stamme erfolgte
im Rahmen einer Dissertationarbeit (1)
aufgrund des Abbaues verschiedener
Substrate {(biochemische Reihe in Mikro-
titerplatten) und des Verhiltnisses der
Fettsduren in der Zellmembran (Gaschro-
matographie).

Charakterisierung der Stamme
Wachstum: Bebriitung der Stamme wah-
rend 5 Tagen bei 30°C in Pepton-Moike-
Bouillon (Pepton aus Casein 10,0 g., He-
feextrakt 3,0 g, Molke 990 mL) und an-
schliessende Keimzahlbestimmung auf
Na-Laktat-Agar.



Gérverhalten: Bebriitung der Stamme
wihrend 5 Tagen bei 30°C in Pepton-
Molke-Bouillon und anschliessende Be-
stimmung der gebildeten flichtigen Fett-
séduren in der Nahrbouillon mittels Gas-
chromatographie.

Bildung von Succinat: Bebriitung der
Stdmme wihrend 5 Tagen bei 30°C in
Pepton-Molke-Bouillon und anschlies-
sende enzymatische Bestimmung des
gebildeten Succinates mit Succinyl-CoA-
Synthetase.

Auf der Basis dieser Erkenntnisse wurden
14 Stdmme fir die Késefabrikation aus-
gewdhit.

Késefabrikation

Die Kasefabrikation erfolgte aus je 120 L
Rohmilch nach der bewahrten von Bach-
mann {2) beschriebenen Modell-Emmen-
taler-Technologie. Die verschiedenen
Propions&durebakterien-Kulturen wurden
zusammen mit dem Lab in Mengen von
'/, Tropfen pro Kessi (entspricht ca. 500-
1000 Keime / mL) eingesetzt. Als Kontrol-
le diente die Propicnsaurebakterien-Ver-
sandkultur der FAM. Auf den Zusatz von
fakultativ heterofermentativen Laktoba-
zillen wurde bewusst verzichtet,

Resultate und Diskussion

Charakterisierung der Propionsiure-

bakterien-Wildstdmme

Die 14 isolierten Wildstamme wurden dif-
ferenziert und ihr Wachstum und Stoff-
wechsel in Laboruntersuchungen cha-
rakterisiert (Tab.1).

P.acidipropionicii erreichte im Vergleich
mit den anderen untersuchten Propi

onséurebakterien ausnahmslos weniger
hohe Keimzahlen (Tab.1). Beim Metabo-
lismus fallen die grossen Unterschiede
auf, ohne dass es méglich wére diese mit
der systematischen Einteilung zu erkla-
ren. Vier der finf untersuchten Stamme
von P.acidipropionicii verfugen offenbar
nicht {iber die Méglichkeit der Succinat-
bildung

Garverhalten im Kése

Die bakteriologische Qualitat der Kessi-
milch kann sowohl in der ersten Ver-
suchswoche mit 24'000 aeroben meso-
philen Fremdkeimen, 9100 salztoleran-
ten Keimen, 5 Enterobacteriaceaen und 5
Propionsdurebakterien pro mL, wie auch
in der zweiten Versuchswoche mit 10°‘000
aeroben mesophilen Fremdkeimen,
3‘800 salztoleranten Keimen, 5 Enterob
acteriaceaen pro mL als gut eingestuft
werden. Einzig die 1000 Propionséure-
bakterien pro mL in der zweiten Ver-
suchswoche genfigen den Anspriichen
an eine hohe Milchquaiitdt nicht. Die

Zixchtung der Milchsdurebakterien-Kul-
turen entsprach den Erfahrungswerten
und die routineméassigen Fabrikations-
kontrollen sowie die Analysen des 1 Tage
alten Kases (Resultate nicht prasentiert)
bestatigen einen normalen, vergleichba-
ren Sauerungsverlauf in allen Versuchs-
késen.

Der Garungsverlauf im Heizkeller verlief
stark unterschiedlich (Tab. 2). Signifikant
spéter setzte die Lochbildung in den K&-
sen mit den Stdmmen 093 (P. acidipro-
pioniciiy und 111 (P. freudenreichii) ein.
Die Lochbildungsdauer war nur beim
Stamm 086 (P. freudenreichii ssp. sher-
manii) signifikant klirzer als bei der Prop.-
Versandkultur. Viele Stamme fUhrten hin-
gegen zu einer deutlich 1&ngeren Lochbil-
dungsdauer: 076 (P. freudenreichii ssp.
shermanii), 079 {P. acidipropionicii), 080
(P. freudenreichii ssp. shermanii), 082 (P.
acidipropionicii), 093 (P. acidipropionicii),
104 (P. acidipropionicii und 107 (P. acidi-
propionicii). Es fallt auf, dass alle unter-
suchten Stamme der Spezies P. freuden-
reichii ssp. shermanii, mit Ausnahme von
Stamm 086, und P. acidipropionicii zu
giner deutlich langeren Lochbildungs-
dauer fihrten als die Spezies P. freuden-
reichii ssp. freudenreichii. Die Lochbil-

dungsdauer der untersuchten Stamme
war bei P. freudenreichii ssp. freudenrei-
chii 35 Tage, bei P. freudenreichii ssp.
shermanii durchschnittlich 55 Tage und
bei P acidipropionicii durchschnittlich 64
Tage, wobei letztere nach dieser Zeit aus
dem Heizkeller genommen wurden, ohne
dass eine genligende Lochbildung stait-
gefunden hat. Es ldsst sich demnach
festhalten, dass die Intensitét der Propi-
onsiuregdrung von Spezies zu Spezies
und, wenn auch wesentlich geringer, in-
nerhalb der gleichen Spezies, variiert.

Die Kasequalitat (Tab.3) entsprach dem
aufgrund des Garverlaufes erwarteten
Bild. S&mtliche langsam gérende Stam-
me von P. acidipropionicii flhrten zu einer
ungeniigenden Lochbildung mit 1 - 10
haselnussgrossen L&chern auf der
Schnittflache und einer deutlichen Tup-
fenbildung. Als Tupfen werden sichtbare
pigmentierte Bakterienkolonien im Kase-
teig bezeichnet. Es lasst sich nicht klar
festhalten, ob die Tupfenbildung eine di-
rekte Wirkung der Teststimme darstellt,
oder ob sie eine indirekte Folge des lang-
sameren Gérverlaufes ist. Die Erfahrung
zeigt, dass alle Faktoren, die zu einem
langsameren Garverlauf flihren, potenti-
elle Risikofaktoren fir die Tupfenbildung

Tab.2: Garungsverlauf der mit Propionséurebakterien-Wildstammkulturen hergestell-

ten Kase.
Stamm Lochbildung im Gérkeller (Tage)
Beginn Ende Dauer
Nr. Spezies bzw. Subspezies mt §2} m $ m s
1.Versuchswoche (N=3)
Prop_-Versandkultur 27 6 67 1 40 5
076 P. freudenreichii ssp. shermanii 28 4 83U 6 550 8
079 P. acidipropionicii 24 1 ssuU 1 72U 2
080 P freudenreichii ssp. shermanii 24 1 78U 4 54U 3
082 P. acidipropionicii 24 2 g5U 3 71U 4
083 P. freudenreichii ssp. shermarnii 24 2 69 23 45 23
086 P. freudenreichii ssp. shemmanii 33 1 60U 4 26U 3
089 P. freudenreichii ssp. globosum 26 2 62R3 4 37 2
2.Versuchswoche (N=2)
Prop.-Versandkultur 28 0 62 1 34 1
093 P. acidipropionicii 7M1 SCM 1 53M 1
104 P. acidipropionicii 27 1 o0M 1 63M O
107 P. acidipropionicii 30 8 90M 1 60M S
109 P. freudenreichii ssp.freudenreichii 26 M 1 60 1 35 1
110 *P. freudenreichii 26M 1 62 9 37 8
111 *P. freudenreichii IIm 1 67 3 31 4
112 *P. freudenreichii 32 6 66M 1 34 7

*Subspezies konnte nicht bestimmt werden
1} m = Mittelwert
2) s = Standardabweichung

3) Signifikanter (P < 5 %) Unterschied (Alle Vergleiche erfolgen zwischen der markierten
Variante und der Kentrolivariante der betreffenden Gruppe); M = Mittelwertsvergleich
(Student t-Test); R = Robuster Rangsummenvergleich (Mann-Whitney U-Test); U= Mund R

o



Tab.3: Lochung in den mit Propionséurebakterien-Wildstammkulturen hergesteliten

Kasen im Alter von 120 Tagen.

“Stamm Beurtc?lung der Lochung Laibhéhe
Nr, Spezies bzw. Subspezies Note? LochzahP Grosse¥  (em)
1.Versuchswoche (N=3)

Prop -Versandkultur 4.2 21 52 13.2
076 P. freudenreichii ssp. shermanii 3.8 9 47 118
079 P. acidipropionicii 1.6 2 37 10.5
080 P freudenreichii ssp. shermanii 43 17 46 125
082 P. acidipropionicii 20 2 3.4 1086
083 P. freudenreichii ssp. shermanii 3.2 17 52 13.5
086 P. freudenreichii ssp. shermanii 4.6 16 49 13.0
089 P. freudenreichii ssp. globosum 42 16 51 127
2.Versuchswoche (N=2)

Prop.-Versandkultur 46 21 4.9 128
083 P. acidipropionicii 18 2 3.1 105
104 P. acidipropionicii 28 8 35 11.0
107 P. acidipropionicii 20 2 43 11.0
109 P. freudenreichii ssp.freudenreichii 5.2 16 4.9 125
110 *P. freudenreichii 4.3 17 4.4 116
111 *“P. freudenreichii 42 14 5.0 11.8
112 *P. freudenreichii 42 11 5.1 1.8

1) Noten 1 - 6. 1 = sehr schlecht, 4 = geniigend, 6 = sehr gut

2} Lochzahl auf der Schnittflache

3) Lochgrbsse 2 - 8: 2 = sehr Klein, 5 = normal, 8 = blastig

*Subspezies konnte nicht bestimmt werden

Tab.4; Fllchtige Fetts3uren in den mit Propionsdurebakterien-Wildstammkulturen

hergesteliten Késen im Alter von 120 Tagen

Starnm Total Ameisen- Essig- Propion-
fiéichtige séure sdure séure
Fettséuren

NI Spezies bzw. Subspezies (mmolkg) (% d.fLFS) (% d.flLFS) (% d.f.FS)

1.Versuchswoche (N=3)
Prop.-Versandkultur

076 P. freudenrsichii ssp. shermanii
079 P. acidipropionicii

080 P freudenreichii ssp. shermanii
082 P. acidipropionicii

083 P. freudenreichii ssp. shermanii
086 P. freudenreichii ssp. shermanii
089 P. freudenreichii ssp. globosum

2.Versuchswoche (N=2)
Prop.-Versandkultur

093 P. acidipropionicii
104 P. acidipropionici
107 P. acidipropionicif
109 P. freudenreichii ssp.
freudenreichii
110 *P. freudenreichii
111 *P. freudenreichii
112 *P. freudenreichii

142.0 1.1 39.0 592
126.0 1.8 37.9 59.3

92.5 3.7 43.7 51.6
138.0 1.8 387 57.9

825 33 43.4 521
149.0 0.8 37.9 60.5
140.0 1.1 371 60.8
141.0 1.1 37.2 60.7
137.0 0.0 37.0 62.4

83.1 1.0 38.7 59.3
102.0 0.8 37.4 61.0

99.4 1.0 37.9 60.3
137.0 0.2 359 63.3
139.0 03 346 64.4
138.0 0.4 34.2 64.7
134.0 0.0 339 65.4

*Subspezies konnte nicht bestimmt werden

sind. Die Kése mit den Teststdmmen von
P. freudenreichil ssp. shermanii waren
soweit in Ordnung, ausser einer marmo-
rierten Verfarbung des Teiges beim Test-
stamm 080. Der Kése mit dem einzigen
gepriuften Wildstamm von P. freudanrei-
chii ssp. freudenreichii wurde am hdch
sten von allen Késen beurteilt. Die ande-
ren vier Stdmme der Spezies freudenrer
chii flhrten zu einer gezogenen
Lochbildung und zum Teil zu Glés.
Interessant ist, dass die Kdse mit einem
langeren Aufenthalt im Heizkeller einen
intensiveren Eiweissabbau in die Breite
vorweisen (Resultate nicht prasentiert).
Diese Beobachtung wurde schon in frii-
heren Versuchen gemacht.

Die bei der Lochbildung getitigten Beob-
achtungen kénnen mit den chemischen
Analysen (Tab.4) bestatigt werden. Die
schwach gérende Spezies P. acidipro-
picnicii bildete mit durchschnittlich 92
mmol/kg flichtige Fettsduren deutlich
weniger als die Spezies P. freudenreichii
$sp. shermanii mit 132 mmol/kg und P.
freudenreichii ssp. freudenreichii mit 137
mmol/kg sowie die Prop.-Versandkultur
mit 140 mmol/kg. Die verschiedenen
Subspezies unterschieden sich mit
durchschnittlich 1.4:1 (P. acidipropioni-
cif), 1.5:1 (P. freudenreichii ssp.. sherma-
nif) bzw. 1.7:1 (P. freudenreichii ssp. freu-
denreichii) auch im Verhéltnis
Propionséure:Essigs#ure, Die Prop.-Ver-
sandkultur wies ein Verhdltnis von 1.6:1
auf. Das engere Verhdltnis von
Propionsdure:Essigséure bei den lang-
samer garenden Stdmmen, kénnte seine
Erklarung im Wachstum einer heterofer-
mentativen Flora haben. HierfUr spricht
auch die zum Teil grossere Menge an
Ameisensaure. Die Werte an fliichtigen
Fetts&uren sind bei den Modell-Emmen-
talern mit normalerweise 130 - 140 mmol/
kg insgesamt deutlich héher als bei den
Emmentalern in Criginalgrésse mit emp-
fohlenen 100 - 115 mmol/kg. Dies riihrt
daher, dass fir die gleiche Lochbildung
beim Modell-Emmentaler mehr Milch-
sdure vergoren werden muss, da der
Gasverlust bedingt durch das grossere
Oberflache / Volumen - Verhiltnis héher
ist. Dass sich die Resultate unter den
verschiedenen Subspezies derart deut-
lich unterscheiden, spricht auch dafir,
dass der hohe Gehalt an Propionsaure
bakterien in der Kessimilch in der 2.Ver-
suchswoche (1000/mL) das Gargesche-
hen nur unwesentlich beeinflusste. Die
Qualitat des Geschmackes war bei allen
Késen mit Noten zwischen 3.7 und 4.5 {1
= schlecht, 4 = genligend, 6 = sehr gut) in
einem sehr engen Bereich.

Auf Anregung der Arbeit von Sebastiani
{3) wurde auch die Succinatbildung un-
tersucht. Die Unterschiede beim Suc-
cinat (3.8 - 9.2 mmol/kg) stehen in keinem
Zusammenhang mit dem Géarverlauf oder



mit der Subspezies. Immerhin l4sst sich
festhalten, dass Succinat eine ziemlich
konstante Grésse zu sein scheint. So
fiihrte die Prop.-Versandkuitur in diesem
Versuch zu einem Succinatgehait im 4-
monatigen Kése von 8.9 bzw. 9.6 mmol/

kg.

Schlussfolgerungen

Das Garverhalten der wilden Propionsau-
rebakterien-Stdmme in Modell-Emmen-
talerkdse stand in engem Zusammen-
hang mit ihrer Einteilung in die verschie-
denen Subspezies:

Drei der vier untersuchten Stdmme von
Propionibacterium  freuderreichii  ssp.
shermanif zeigten den erwilinschten lang-
sameren Garverlauf. Die Kasequalitat
war, ausser einer Teigverfarbung in ei-
nem Falle, mindestens so gut wie die
Kontrolle. Diese Stimme sind folglich, als
Einzelstimme und in Kombination, in der
Versuchskéserei Uettligen weiterzuprii-
fen.

Propionibacterium acidipropionicii  be-
wirkte eine zu schwache, ungeniigende
Propionséduregarung. Die Folgen waren
eine ungenigende Lochbildung und das
Auftreten von Tupfen im Késeteig. Es ist
zu priiffen, ob diese Mangel durch eine
stark erhdhte Impfmenge in die Kessi-
milch beseitigt werden kénnen.

Der einzige untersuchte Stamm von Pro-
pionibacterium freudenreichii ssp. freu-
denreichii zeigte ein dhnliches Gérverhal-
ten wie die Prop.-Versandkultur und bie-
tet sich deshalb sich als gleichwertige
Alternative an.

Bei den Stammen der Spezies Propioni-
bacterium freudenreichii, bei denen die

Bestimmung der Subspezies mit der ge-
wihlten Methedik nicht mdglich gelang,
war die Propionsiuregérung zu intensiv,
so dass gezogene Locher und Glas auf-
traten.

Das weitere Vorgehen verlduft in drei
Richtungen: Prifung der erfolgverspre-
chenden Stdmme in der Versuchskéserei
Uettligen, Priafung von 14 weiteren Wild-
stdmmen in der Modellkaserei und Wie-
derholung der Versuche mit den Stam-
men, die Tupfen ergaben, wobei die Impf-
menge dabei stark erhdht wird.
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Resumé

Etude de souches de bactéries pro-
pioniques sauvages dans 'lEmmental

H.P. BACHMANN et D. ISOLINI

Schweiz. Milchw. Forschung 24 (2} 19 - 22
(1995)

Le présent travail décrit une des étapes
de 'évolution d'une culture alternative de
bactéries propioniques, culture destinée
a venir compléter I'offre de la Station
fédérale de recherches laitisres. Notre
étude avait pour but de vérifier si les
souches sauvages présélectionnées
conviennent a la culture de bactéries pro-
picnigues pour la fabrication de I'Em-
mental. Les grandes différences obser-
vées entre les diverses souches lors du
processus de fermentation dans le fro-
mage étaient en relation directe avec leur
classification systématique. Les souches
du type Propionibacterium freudenreichii
ssp. shermanii ont engendré une fermen-
tation plus lente, celle du type P. acidi-
propionicii une fermentation insuffisante
et le souche du type P. freudenreichii ssp.
freudenreichii une fermentation sembla-
ble a celle générée par la culture de bac-
téries propioniques de |a Station.

Summary

Trials with wild Propionibacteria
strains in Emmental cheese

H.P. BACHMANN and D. ISOLINI

Schweiz. Milchw. Forschung 24 (2) 19 - 22
{1995)

This work describes a step in the de-
velopment of an alternative Propionibac-
teria culture for shipment by the Swiss
Federal Dairy Institute. A selection of wild
strains were checked for their aptitude for
use as a Propionibacteria culture in Em-
mental cheese manufacture. The large
differences noted in behaviour during fer-
mentation in cheese between the various
strains is directly related to their systema-
tic classification. Strains of Propionibac-
teria freudenreichii ssp. shermanii had a
slow rate of fermentation, strains of P.
acidipropionicii caused a pocr propichic
acid fermentation, whereas strains of P.
freudenreichii ssp. freudenreichii were
very similar to the present Propionibacte-
ria dispatch culture.



