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Screening-Methode und Lipolyse:
Ubertragbarkeit auf Kase

Dino Isolini, Marie-Therese Frohlich-Wyder
Eidgendssische Forschungsanstait

far Milchwirtschatt (FAM),

Liebefeld, CH-3003 Bern

Zusammenfassung

Mit einer einfachen Methode basierend auf der Bebritung der
Zellen in Milchfett und der anschliessenden Bestimmung der
freigesetzten Fettsauren sind sechs Stdmme von Propionsau-
rebakterien bezlglich ihrer lipolytischen Aktivitat auf Laborstufe
differenziert worden. Die Produktion von Versuchskésen mit
den untersuchten Stammen hat bestétigt, dass hauptsach-

lich die Propionséurebakterien fir die Lipolyse in Emmentaler
verantwortlich sind, und dass die lipolytische Aktivitat in Kase
tatsachlich stammspezifisch ist. Es besteht eine schwache
Korrelation zwischen den mit der angewandten Screening-
Methode erhaltenen Ergebnissen und den Resultaten im Kase.
Es hat sich nochmals gezeigt, dass zwar die Vorselektionen auf
Laborstufe wichtig ist, aber die K&sereiversuche massgebend
bleiben.



Durch die Lipolyse (Fettspaltung) werden
im Kése Fettsauren freigesetzt, die ver-
antwortlichen Enzyme sind Lipasen und
Esterasen.

Da nur freies verfligbares Fett gespaltet
werden kann, spielt die Schadigung der
FettkGgelchenmembran durch thermi-
sche und mechanische Belastung in der
Ausgangsmilch bei der Lipolyse im Kase
eine wichtige Rolle.

Eine zu starke Lipolyse ist nicht
erwlnscht, da der Kase damit ranzig
wird; wenn aber die Spaltprodukte in

der richtigen Menge vorliegen, kdnnen
sie das Aroma entscheidend mitpragen
(Bachmann 1998). Die freien Fettsduren
werden weiter in B-Ketonsauren und
Methylketone umgewandeit, welche
geschmacks- und geruchsintensiv sind
(Kammerlehner 1977). Bei Rohmilchkése
stammen die Lipasen hauptsachlich aus
der Milch selber (bei nicht hoch gebrann-
ten Kasen) und aus der Rohmilchflora
{hitzeresistente Lipasen) (Bachmann
1998).

Die lipolytische Aktivitat der Milchsau-
rebakterien ist langsam und schwach;

die entsprechenden Enzyme sind oft
intrazelluldr lokalisiert und werden erst
nach der Zelllyse freigesetzt. Im Hinblick
auf die Lipolyse spielen die Milchsaure-
bakterien nur bei langer gereiften Késen
eine Rolle (Law 1984).

Die Lipolyse kann eine wichtige Rolle
bei der Bildung von Aroma und Geruch
in verschiedenen Kasesorten spielen:
im Falle von Blauschimmel-K&se, durch
die lipolytische Akiivitéat des Schimmels;
bel langgereiften Parmigiano und Grana,
durch die Lipolyse der Milchsiurebakte-
rien (Bachmann 1998).

Im Emmentaler ist der Beitrag der Pro-
pionséurebakterien bei der Lipolyse von
zentraler Bedeutung (Bachmann 1998);
die lipoiytische Aktivitit dieser Keime
scheint stammabhangig zu sein (Cham-
ba undg Perreard 2002).

Da die Propionséurebakterien bej der
Fabrikation von Emmentaler einen
unverzichtbaren Teil darstellen, kann

es von technologischem Interesse

sein, die Lipolyse durch diese Keime

2u beeinflussen. Um die Selektion von
Stammen mit hoher lipolytischer Aktivitat

Abb. 1. Bildung von freien Fettsduren (C4-C20) in steriler Butter (Blind) und durch
Pseudomonas aeruginosa bzw. Lactobacillus delbrueckli subsp. lactis

wiahrend der Bebriitung bei 30°C.
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zu erleichtern oder Uberhaupt zu ermdg-
lichen, wére es von zentraler Bedeutung,
eine Screening-Methode auf Laborstufe
zu entwickeln. Fur die Forschung ist
diese Vorselektion wesentlich, um mit
ausgewdhlten Stammen, welche die
gewinschte Eigenschaft besitzen, Kase-
reiversuche durchzufihren.

Verschiedene Methoden werden zu die-
sem Zweck in der Literatur beschrieben;
sie basieren hauptsachlich auf zwei
Prinzipien: die Bebriitung der Mikroor-
ganismen in késedhnlichem Milieux (Ur-
Rehman ef al. 1998, Roberts et al. 1995,
Jollivet ef al. 1994) und die Bebratung mit
Triglyceriden oder Milchfett (Dupuis ef al.
1993, Kakariari ef al. 1998).

Ziel dieser Arbeit war, verschiedene
Stédmme von Propionsaurebakterien
aufgrund ihrer lipolytischen Aktivitat mit
einer einfachen Methode auf Laborstufe
zu differenzieren. Wie oben erwahnt,
sind stammspezifische Unterschiede zu
erwarten. Durch Kasereiversuche woll-
ten wir anschliessend Oberprifen, ob

die Resultate dieses Screenings auf den
Kase {ibertragbar sind, und ob die Lipoly-
se in Kase durch gefundene stammspezi-
fische Unterschiede beeinflussbar ist.

Die von uns ausgewdihlte Methode
basiert auf der Bebriitung der Bakteri-
enzellen in Milchfett und der anschlies-
senden Bestimmung der freigesetzten
Fettsauren.

Screening auf Laborstufe

Die Bakterien werden unter optimalen
Bedingungen geziichtet und anschlies-
send 2 Mal in Natrium-Phosphat-Puffer
{0.1 M, pH 7.0) gewaschen. Die Zellen
werden im gleichen Puffer resuspendiert;
dabei wird die Konzentration durch Mes-
sung der Extinktion eingestelit.

Als Milchfett wird sterile bei 42°C verflis-
sigte eingesottene Butter verwendet.

Zu 100 mL Butter werden 20 mL Bak-
teriensuspension zugegeben und gut
gemischt. Die Emulsionen werden unter
Riihren bei 4°C erstarren gelassen und
anschliessend bei der fir die Bakterien

optimalen Temperatur bebritet {30 °C fiir
Propionsaurebakterien; 20°C fir Pseu-
domonas aeruginosa, 38°C fir Lactoba-
cillus).

Pseudomonas und Lactobacilius werden
als positive bzw. als negative Kontrolle
eingesetzt,

Als Blindwert wird eine Emulsion von Puf-
fer und Butter verwendet.

Die durch die lipolytische Aktivitat der
Bakterien in Butter freigesetzten Fettséu-
ren (FFS) werden nach verschiedenen
Bebriutungszeiten mittels Gaschromato-
graphie bestimmt (Collomb ef al. 2003),

In der sterilen nicht beimpften Butter
nimmt die Konzentration der FFS Uber
die Zeit konstant zu (Abb. 1). Die Frei-
setzung der Fettsduren ist nicht auf die
Wirkung von mikrobielien oder Milchei-
genen Lipasen zurickzufihren, da die
Butter mit Hitze sterilisiert wurde. Es ist
anzunehmen, dass eine Hydrolyse in der
wassrigen Phase stattfindet.

Mit dieser Methode ist es méglich , Bak-
terien auf ihre lipolytische Aktivitat zu
screenen. (Abb. 1) Erwartungsgemass
zeigt Pseudomonas aeruginosa im

Abb 2: Bildung von freien Fetts&uren (C4-
C20) durch verschiedene Stam-
me von Propionséurebakterien in
beimpfter Butter nach 35 Tagen bei
30°C (n=5)(Blindwert abgezogen)
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Gegensatz zu Lacfobacillus delbrueckii
subsp lactis eine gewisse lipolytische
Aktivitat.

Die Abbildung 2 zeigt die Resultate der
Untersuchungen nach 35 Tagen Bebril-

tung von 4 Stdmmen von Propionibacteri-

um freudenrichii subsp shermanii (P121,
P0S0, Z524 und 212.1) und 2 Stadmmen
von Propionibacterium freudenreichii

subsp. freudenreichii (Alll4 und VD12.1).

Mit einem n = 5 ist die Reproduzierbar-

den sich deutlich voneinander und von
der Gruppe der (Obrigen drei Stammen.

Bei Betrachtung des relativen Anteils

der einzelnen FFS ist ersichtlich, dass
keine grossen Unterschiede bezglich
spezifischer Lipaseaktivitat bestehen
(Tab. 1). Die prozentualen Anteile der
freigesetzten Fettsduren unterscheiden
sich zwischen den Stdmmen nicht. Ein-
Zig beim Stamm VD12.1 ist der Anteil an
FFS C4 bis C10 etwas héher als bei den
dbrigen Stdmmen; diese Tendenz wird im

keit in Labor gut; die sechs untersuchten
Stamme lassen sich gut trennen, mit der
Voraussetzung, dass die Unterschiede
nicht unter 100 mg / kg liegen. Die Stam-
me P121, VD12.1 und ZS24 unterschei-

Kéase bestatigt (Resultate hier nicht dar-
gestellt). Dies kénnte auf einen gewissen
Unterschied der Spezifizitat zuriickge-

fahrt werden.

Tab. 1. FFS als Prozentualanteil der gesamten FFS in Butter (Mittelwerte n=5)

Stamm
FFS % der gesamten FFS
2121 (VD121 | P121 | ZS24 | AllL4 | PO90
n-Butanséure nC4 36 T.4 1.8 24 28 2.8
n-Hexansaure nC6 1.6 3.0 1.2 14 1.7 1.5
Octansaure cs 1.5 17 1.0 14 1.5 1.5
Decansédure C10 28 4.2 21 24 26 2.7
Total C4 bis C10| 9.5 16.3 6.1 7.6 8.6 8.5
Decenséure C10:1 0.3 04 0.2 03 0.3 0.3
Dodecansédure c12 43 59 36 4.1 4.4 4.4
Dodecenséure + aiso-Dod. C12:1 + C12 aiso| 0.3 04 0.2 0.3 0.3 0.3
Iso-Tridecanséaure C13iso 0.1 0.2 0.1 01 0.1 0.1
Tetradecansaure C14 12.6 13.9 10.7 12.0 12.9 11.8
Tetradecenséure + Iso Tet. C14:1 + C1diso 1.5 2.2 1.2 14 1.5 1.4
aiso-Tetradecanséure C14 aiso 14 3.8 0.7 0.9 1.0 14
Pentadecans3ure C15 1.4 1.3 1.2 1.3 14 1.3
Pentadecensdure + Iso-Pen. C15:1 + C15iso 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3
Hexadecanséure C16 3.3 25.2 314 31.0 3.0 30.6
Hexadecensdure C16:1 2.2 1.8 2.2 24 24 24
Iso-Hexadecansaure C16 iso 0.5 0.6 0.6 05 05 06
aiso Hexadecanséure €16 aiso 0.7 0.9 05 0.6 06 0.6
Heptadecanséure c17 07 13 0.8 0.7 0.7 0.9
Heptadecensaure C17:1 0.5 0.5 0.5 0.5 04 05
Octadecanséure c18 6.0 5.2 8.6 6.9 6.2 6.3
Octadecenséure c18:1 22.2 16.8 26.4 245 | 229 | 240
Octadecadienséure c18:2 25 21 28 28 2.8 28
Octadecatriensiure C18:3 0.7 0.1 0.5 0.7 0.7 0.7
Konjugierte Fettsduren Konj. FS 1.2 1.0 1.5 1.2 1.1 1.1
Eicosanséure Cc20 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0




Abb. 3. Zunahme des Gehaltes an freien Fettsduren- im emmentaler hergestellt mit
verschiedenen Stammen von Propionséurebakterien wihrend der Reifung

(Mittelwerte, n=3)
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Zwei Versuche wurden mit den in Labor
untersuchten Stammen durchgefthrt: ein
Modellversuch und ein Versuch im Mass-
stab 1:1.

Beim Modellversuch handelte es sich um
Emmentaler-K&se aus je 100 L pasteu-
risierter Milch; diese sind in der Modell-
kaserei in Liebefeld fabriziert und gereift
worden. Als Propionsaurebakterien-Kul-
turen wurden die 6 auf Laborstufe unter-
suchten Stamme eingesetzt; als Kontrolle

wurde ein Kase ohne Propionséurebak-
terien fabriziert. Der Versuch ist drei Mal
wiederholt worden (n = 3).

Aus der Abbildung 3 ist ersichtlich, dass
sich die Lipolyse bei den verschiedenen
Stammen unterschiedlich verlduft und,
dass die Versuchskase nach 180 Tagen
in ihrem FFS-Gehalt deutlich unterschei-
den. Doch ist die Schwankung innerhalb
der Parallelproben relativ gross (siehe

Abb. 4, Vergieich des Gehaltes an freien Fettséuren (Mittelwerte) in Butter
(n=5) Modellkése (n=3) und Kase 1;1 (n=1) mit verschiedenen Stdmmen von
Propionséurebakterien {Alter vom K3se 180 Tage).
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Tab. 2 Resultate der Kasebeurteilung durch den Fachpannel

Stamm QNL| [QNT| |QGNAr ARI FEA Sues
212.1 X [3.75AB|4.58 3.50| B 4.92L 1.58 1.58( A
s [1.15 0.52 0.50 0.38 0.29 0.14
All4 X [3.92/AB|5.17| 442 A | 517 1.25 1.67| A
s |1.04 0.29 0.38 0.52 0.25 0.29
Prop121 X |4.00(AB|4.92 3.83AB| 4.92 1.33 1.58 A
s {1.39 0.38 0.80 0.14 0.29 0.29
PROP90 X 14.50] A |5.00] 3.75/AB| 4.58 1.50 1.75 A
s |0.75 0.00 0.25 0.52 0.25 0.00
VD12 1 X |1.58| C |4.25 3.17, B | 4.50 1.50 0.83|B
| s ]0.38 0.50 0.14 0.50 0.25 0.14
25941 X |2.42|BC}4.67 4331 A|5.00 1.08 1.67|A
151038 038 |029 |043 {0.29 0.14
ANOVA * ns * ns ns il
X = Mittelwert; s = Standardabweichung; ns = nicht signifikant
*}p < 0.05, **) p < 0.001
Paarweise Vergleich mit Fisher LSD Test p < 0.05
Stamm: A>B>CoderAB=Aund B
QNL = Qualitatsnote Lochung; QNT = Qualitatsnote Teig,
QNAr = Qualitdtsnote Aroma; ARI = Aromaintensitét; FEA = Fehler Aroma;
Sues = Sussigkeit

Abb. 4). Diese Resultate zeigen, dass
die lipolytische Aktivitat der Propionséu-
rebakterien stammabhangig ist, wie dies
schon auf Laborstufe deutlich zum Vor-
schein kam und von Chamba und Perre-
ard 2002 postuliert wurde.

Das Wachstum vom Stamm VD12.1 ist
for einen normalen Emmentaler-Kase
ungendgend: nach 180 Tagen war die
Keimzah! um eine Potenz tiefer als bei
den anderen Stammen (Resultate der
Keimzahl-Bestimmungen hier nicht
wiedergegeben). Im Kontrollk&se bleibt
die Konzentration der FFS wahrend der
gesamten Reifungsperiode praktisch
unverdndert, was den Einfluss der Pro-
pionséurebakterien auf die Lipolyse in

Emmentaler-K&se bestatigt.

Die Kase unterschieden sich nicht sig-
nifikant bezdglich Aromaintensitat; die
Benotung der Aroma zeigt jedoch gewis-
se signifikante Unterschiede innerhalb
der Stammvarianten. Es treten ebenfalls
signifikante Unterschiede beziiglich
Lochung auf (Tab. 2).

Beim Versuch im Massstab 1:1 handelt
es sich um Emmentaler aus Rohmilch,
welche in der Versuchskéserei in Uett-
ligen fabriziert und gereift wurden. Ais
Propionsaurebakterien wurden dieselben
6 Stamme eingesetzt, es ist jedoch kein
Kontrollkése ohne Propionsdurebakterien
fabriziert worden.



Auch die K&se dieses Versuches weisen
nach 180 Tagen einen unterschiedlichen
FFS-Gehalt auf und bestatigen damit die
Resultate des Modellversuches (Abb, 5).
Die Werte in den Rohmilchk&sen sind im
Aligemeinen héher als digjenige in den
Modellk&sen aus pasteurisierter Milch;
dies kann auf die lipolytische Aktivitat der
Rohmilchflora zur(ickgefuhrt werden.

Aussagekraft der Screening-Methode
Beim Vergleich der Resultate in Butter
mit denjenigen im K&se (Abb. 4) ist eine
gewisse Korrelation fur 4 der 6 Stamme
erkennbar, wenn man aber die beiden
Stéamme 212.1 und Alil.4 in die Beurtei-
lung mit einbezieht ist diese Korrelation
wieder stark in Frage gestellt, wobei auch
letztere aufgrund der Screening-Resulta-
te nicht verworfen wurden.

Die Tatsache, dass die Garungsintensitat
der Propionsdurebakterien die Starke
der Lipolyse im Kése beeinflussen kann
{Bachmann 1998), kdnnte die Unter-
schiede zwischen den Resultaten im
Labor und denjenigen in Kase erkléren,
Allfallige Unterschiede in der Garinten-
sitat, welche im Kése zum Ausdruck
kommen kénnen, werden bel dieser
Screening-Methode nicht beriicksichtigt,
da dabei mit ruhenden Zellen gearbeitet
wird.

Es ist oft schwierig, die Resultate eines
Labor-Modells auf Kése zu Uibertragen
{Bouton et al. 1994). Meistens machen
die Autoren Angaben nur iiher die Scree-
ning-Methode und nicht tiber deren Uber-
tragbarkeit auf Kase (Ur-Rehman et a/.
1998, Roberts ef al. 1995, Jollivet ef al.
1994, Dupuis ef af. 1993, Kakariari ef al.
1998). Trotzdem sind solche Methoden
wichtig, um die Stamme zu differenzieren
und damit eine erste grobe Selektion
durchfiihren zu kénnen; massgebend
bleiben jedoch die Resultate der Kase-
reiversuche. Es hat sich jedoch wieder
einmal gezeigt, dass die Ergebnisse aus
einem Modellversuch gut auf einen 1:1
-Massstab Obertragbar sind.

Konsequenz fiir die Zukunft: eine Vorse-
lektion auf Laborstufe ist mit realitAtsna-

Abb. 5 Propionsiurebakterien unter dem
Elektronenmikroskop (Vergrésserung
8000x)

hen Modellen tatsachlich méglich. Diese
wird jedoch immer mit entsprechenden
Kasereiversuchen bestétigt werden mus-
sen.
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Résumé

Transposition a la production d’em-
mental des résultats de screening de
Pactivité lipolytique des bactéries pro-
pioniques

En utilisant une méthode simple basée
sur I'incubation des cellules dans la
matiére grasse du lait et la détermination
subséquente des acides gras libérés, on
a différencié, au niveau du laboratoire,
six souches de bactéries propioniques
par rapport 2 leur activité lipolytique. La
production de fromages d’essai avec les
souches analysées a confirmé que les
bactéries propioniques sont essentielle-
ment responsables de la lipolyse dans
FEmmental et que I'activité lipolytique
dans le fromage est effectivement spéci-
fique & la souche. il existe une faible cor-
rélation entre les résultats obtenus avec

la méthode de screening utilisée et ceux
dans le fromage. On a pu constaté une
fois de plus que la présélection au niveau
du laboratoire est certes importante, mais
que les essais en fromagerie restent
déterminants.

Summary

Results of screening of lipolytic activ-
ity in propionibacteria extrapolated to
Emmental cheese production

Using a simple method based on the
incubation of cells in milk fat and the
subsequent determination of free fatty
acids, the lipolytic activity of six strains
of propicnibacteria were differentiated in
laboratory. The production of cheese with
the analysed strains confirmed that the
propionibacteria are essentially responsi-
ble for the lipolysis in Emmental cheese
and that the lipolytic activity in cheese
depends on the strain. A slight correla-
tion exists between the results obtained
with the screening method and those in
the cheese. Again we could confirm that
preselection in the laboratory is important
but that those tests in the cheese dairy
remain essential.

Keywords: cheese - emmentaler - lipol-
ysis - propionibacteria - screening



