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Auf der Oberfliche wie auch im Innern
von geschimierten Kdsen konnten relativ
hohe Benzoesduregehalte beobachtet
werden. Gleichzeitig wurde in der Rinde
der Jarbseite von Késen, in denen auf der
oberen und unteren Flachseite geringe
Benzoesdurekonzentrationen vorhanden
waren, hohe Gehalte an Benzoeséure ge-
funden. Die vorliegende Arbeit schidgt als
mdglichen natiirlichen Stoffwechselweg
den bereits bekannten Abbau des Pheny!-
alanins lber die B-Phenylpropionsidure
und die Zimtsdure zu Benzoesédure vor.
Acetophenon steflt ein sekundéires Pro-
dukt dieses Abbauweges dar. Dieser Ab-
bau erfolgt ausschiiesslich in der Schmie-
re und wiirde das Vorkommen der Ben-
zoeséure in solchen Késetypen erkidren.
Das Vorhandensein der Intermedidrpro-
dukte, der Konzentrationsgradient dieser
Produkte, einschiiesslich der Benzoesdu-
re, deren Entwicklung im Verlaufe der Ki-
sereifung wie auch die gleichzeitige Bil-
dung von Ammoniak als Folge einer Des-
aminierung sind Beweise fir die Existenz
dieses Stoffwechselweges. Dieser be-
steht zuséitzlich zur bereits beschriebenen
Umwandiung der Hippursédure in Benzoe-
séure. Die Festlegung eines Toleranzwer-
tes ist deshalb im Falle der geschmierten
Kdse nicht zuldssig.

1. Einleitung

Benzoesdure stellt einen natilrlichen Be-
standteil von fermentierten Milchproduk-
ten dar. In der Milch ist als deren Vorlaufer
die Hippursdure vorhanden, die unter der
Wirkung der Milchsdurebakterien in Ben-
zoesadure und Glyzin gespalten wird (1).
Es ist davon auszugehen, dass auch die
im reifen Kise gefundene Benzoesdure
aus der Hippursaure gebildet wird. Bei
Untersuchungen von in der Schweiz pro-
duzierten Késen wurden jedoch bei ver-
schiedenen Proben, aber nur in solchen
von geschmierten Kisen, unerwarteter-
weise relativ hohe Konzentrationen an
BenzoesiAure gefunden, deren Vorhan-
densein nicht ohne weiteres erklart wer-
den konnte und die den von Cbentraut et
al. (2) angeregten Maximalwert von 40mg/
kg fur fermentierte Milchprodukie Uber-
schritten (3). In dieser Untersuchung wur-
den auch verschiedene, bei der Kisefab-
rikation verwendete Hilfsstoife wie Kise-

abdeckmittel, Rindenfarbe u.a. auf ihren
Gehalt an Benzoesdure untersucht (3). Da
die Benzoesiure das Wachstum von Bak-
terien, Hefen und Pilzen hemmen kann (4),
kénnte sie in diesen Produkten aus pro-
phylaktischen Griinden zur Anwendung
gelangt sein. In diesen verschiedenen
Hilfsstoffen wurde jedoch keine Benzoe-
séure festgestellt. Einzig das fiir die Kise-
herstellung zugelassene Lab {5} kann ho-
he Mengen an Benzoes3ure enthalten (bis
5 g/kg). Aber die vom Lab in den Kase
Ubergegangenen Mengen reichen jedoch
fir eine Erkldrung der gefundenen Kon-
zentrationen nicht aus.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, eine
Erkldrung fir die in geschmierten Kiasen
nachgewiesenen hohen Benzoesdure-
konzentrationen zu finden.

2. Experimenteller Teil

In den verschiedenen Zonen einer Vache-
rin fribourgeois-Probe wurde der Gehalt
an Benzoe- und Hydrozimtsdure be-
stimmt. Dabei wurde die dussere Schicht
von 1 cm («Randzone inkl. Rinde und
eventuell Schmiere»), sodann eine innere
Schicht von 2 cm («Zentrum»} sowie die
Rinde der Jarbseite zur Bestimmung her-

Tabelle 1 Gehalt an Benzoesaure

beigezogen (Abbildung 1). Von den Va-
cherin fribourgeocis-Késen, die in einer er-
sten Uberpriifung zum Teil hohe Benzoe-
sduregehalte aufwiesen, wurden nach
zwel Monaten erneut Proben erhoben und
auf Benzoesiure untersucht.

Die Benzoesédure wurde mit einer bereits
beschriebenen HPLC-Methode bestimmt,
die vor allem fir den Nachweis der Sor-
binsdure ausgearbeitet wurde (6). Die
HPLC-Bestimmung der Zimt- und Hydro-
zimts&ure wurde isokratisch mit einem
Methanolzusatz von 10% im Vergleich
zum erwéhnten Eluenten (8) durchgefiihrt.
Die Detektion der Hydrozimtséure erfolgte
bei 206 nm, diejenige der Zimt- und Ben-
zoesaure bei 227 nm. Das Analysengerit
ist in der vorhergehenden Arbeit beschrie-
ben {3).

3. Resultate und Diskussion

Die Zonen der untersuchten Vacherin fri-
bourgeois-Probe enthielten unterschiedli-
che Benzoesiuregehalte {Abbildung 1).
Dabsei fiel vor allem der hohe Gehalt in der
Rinde der Jirbseite auf, welcher schon
von Marchon und Deillon festgestellt wur-
de (7). Auffallend ist auch die hohe Kon-
zentration an Hydrozimtséure in der Rinde

(Bs) und Hydrozimts#ure (Hs) in Vacherin fribourgeois

{mg/kg)
1. Untersuchung 2. Untersuchung
Zentrum Rinde Zentrum Rinde Jérbseite
Fabrikant Bs Bs Bs Bs Bs Hs
A 61 161 - - - -
B 89/412 204/45a 13 359 229 168
C 22 ¢] 137 366 454 313
D 16 26 5 7 3 nn
E 57 200 13 17 8 nn
F 45 94 12 H 22 nn
G - - 5 7 15 nn
H 72/1158 272/2058 35 118 123 114
| 29 143 16 140 140 484
K 61 304 7 21 43 nn

4 je zwei verschiedene Proben innerhalls von drei Wochen

nn = nicht nachweisbar

Tabelle 2 Theoretisch mégliche, bei vollstindi

tene Benzoes#iure (Bs) in Greyerzer

ger Umsetzung von Phenylalanin (Phe) erhal-
, Appenzeller und Rohmilchtilsiter {mg/kg)

Phe-freid —> Bs

Phe-Totald -> Bs

Greyerzer 2830 2090 14 200 10 500
Appenzeller 2437 1800 13100 9680
Tilsiter 1825 1350 13 600 10 050
Aaus (20)



der Jirbseite. In weiteren Proben von Va-
cherin fribourgeois, die in einer ersten Un-
tersuchung zum Teil hohe Benzoesiure-
konzentrationen aufwiesen (in einem Ein-
zelfall Gber 600, in mehreren Fillen bis
300 ma/kg) (3), konnte ebenfalls in der
Rinde der Jarbseite in bezug auf Benzoe-
und Hydrozimtsiure das gleiche beob-
achtet werden, obwohl in der Rinde der
oberen und unteren Flachseite die Gehal-
te normal waren (Tabelle 1).

Die Rinde der Jérbseite ist als einzige
Zone des Késes dauemnd aeroben Bedin-
gungen ausgesetzt. Solche Bedingungen
sind fiir die Bildung der Benzoeséure not-
wendig. Die geringeren Konzentrationen
auf den oberen und unteren Flachseiten
kénnen folgendermassen erklart werden.
Diese Seiten ruhen abwechslungsweise
auf den Brettern und sind dadurch nur in
der Hélfte der Zeit aesroben Bedingungen
ausgesetzt. Zudem werden diese Flichen
periodisch gewaschen und sind damit ei-
nem mechanischen Abreiben unterwor-
fen, das intensiver auf den ebenen Fla-
chen als auf der gewdlbten Jarbseite er-
folgt. Im weiteren ist in den Kellem dieser
Kése ein starker Ammoniakgeruch fest-
stellbar.

Eine theoretische Berechnung, die von
der stochiometrischen Umsetzung der
gesarnten in der Milch vorhandenen Hip-
pursdure (Wolfschoon-Pombo und Klo-
stermeyer (8) fanden in der Abendmilch
maximal 62,4 mg/kg) in Benzoesaure aus-
geht, erlaubt in keinem Falle, die in den
Ausseren Zonen dieser Kase festgestell-
ten hohen Benzoesduremengen zu erkla-
ren. Es muss deshalb die Existenz eines
anderen natiirlichen Stoffwechselweges
postuliert werden.

Bereits Teuber (9) hat in seinem Hand-
buch «Grundriss der praktischen Mikro-
biologie fur das Molkereifach» darauf hin-
gewiesen, dass in Harzerkése durch Fer-
mentation der aromatischen Aminoséuren
bis zu 200 mg/kg Benzoesdure entstehen
kénnen. Kurisaki et al. (10) haben bei mit
Hefen gereiften Késen gezeigt, dass aus
Phenylalanin, nicht aber aus Tyrosin, Ben-
zoes3ure entstehen kann. Gemiss der
gemessenean Radioaktivitat des
Phenylalanins im Bruch und derjenigen
der Benzoesdure im reifen Kase lag je-
doch die Ausbeute der Umwandlung un-
ter 1%.

Leuthardt (11) schidgt einen Stoffwech-
selweg vor, der die Bildung der Benzoe-
séure aus Phenylalanin wie auch die
gleichzeitige Bildung von Acetophenon
{12,13) und Ammoniak (14}, die in ge-
schmierten Greyerzerkisen bereits nach-
gewiesen wurden, erkldren kdnnte. Nach
Dakin entstehen aus der Phenylvalerian-
séure Acetophenon und Benzoesiure
(11). Phenylalanin gelangt liber die Des-
aminierung zu B-Phenylpropionséure in

-7-

Abbildung 1
Benzoe- und Hydrozimtséure

Untersuchung von 5 verschiedenen Zonen eines Vacherin fribourgeois auf

©,

O,

I 1
Probe Benzoesdure Hydrozimtsdure
1 Zentrum 8 mg/kg 0mg/kg
2 Zentrum Jarbseite 9 25
3 obere Flachseite 10 24
4 untere Flachseite 24 33
5 Rinde Jarbseite 81 230

Abbildung 2 Abbau des Phenylalanins zu Acetophenon und Benzoes#ure (nach 1)

Phenylalanin

O g
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Acetophenon

Phenylvaleriansiure

B-Phenylpropionséiure

(Hydrozimtséure)

Zimtsdure

B-Phenyl-8-hydroxypropionsiure

B-Phenyl-B-ketopropionsiure

Benzoesiure

diesen Abbauweg, der in Abbildung 2
dargestelit ist.

Moore et al. {15) haben den Abbau von
Phenylalanin durch Sporobolomyces ro-
seus nachgewiesen. Nach Uchiyama et
al. (16) wandelt Rhodotorula rubra

Phenylalanin und Zimtsdure in Benzoe-
sdure und p-Hydroxybenzoesiure um,
wahrend Phenylessigsaure durch Penicil-
lium chrysogenum (ber einen anderen
Weg zu Benzoesdure abgebaut werden
kann (17). In Minster und Livarotkasen



haben Kuzdzal Savoie et al. (18) mit Hilfe
der GC/MS f-Phenylpropionséure (=Hy-
drozimtséure), Phenylessigsdure und
Benzoeséure identifiziert.

Bosset und Liardon (12,13,19) haben in
eingehenden Untersuchungen zum Vor-
kommen von Aromastoffen in reifen Grey-
erzerkdsen mehrere der in Abbildung 2
erwihnten Stoffwechselprodukte nach-
gewiesen. Die folgenden Zwischenpro-
dukte wurden identifiziert und teils quanti-
tativ mit Hilfe der HPLC oder halbquanti-
tativ mit Hilfe der GC/MS bestimmt:

— das Phenylalanin mit lonenaustausch-
chromatographie (20},

— die B-Phenylpropionsdure mit HPLC
(Tabelle 1) und GC/MS (19) wie auch
deren Methylester GC/MS (12),

~ die Zimtséure in Spuren mit HPLC (Ta-
belle 1),

— das Acetophenon mit GC/MS (i12,13)
und

— die Benzoesdure mit HPLC (Tabelle 1)
sowie GC/MS (19).

Diese Stoffwechselprodukte wurden fast
nur in der Randzone inklusive Schmiere
und Rinde gefunden (12,13,19). lhre Kon-
zentration nimmt mit der Reifungszeit
stark zu (13,19), und gleichzeitig ist eine
intensive Ammoniakabgabe in den Kellern
festzustellen (14). Die relativ niedrigen,
aber in absoiuten Werten doch bedeuten-
den Mengen, die im Innern dieser Kiselai-
be gemessen wurden, kdnnen durch die
Diffusion der Benzoeséure aus der Rinde
erklart werden. Ein solcher Konzentra-
tionsgradient wurde auch bei zahlreichen
anderen, durch die Schmiere gebildeten,
polaren Verbindungen wie Pyrazine, Alde-
hyde und Methylketone beobachtet
(12,13).

Ein weiterer Umstand, der die hier vorge-
stellte Vermutung bestétigen kann, ist die
folgende Beobachtung. Greyerzerlaibe,
die zur Bestimmung der CO,-Abgabe in
einem dichten Behdlter bei einer aeroben
Atmosphére und einem hohen Feuchtig-
keitsgrad — d. h. in sehr unglinstigen Be-
dingungen — aufbewahrt und nicht ge-
pflegt wurden, wiesen im Gegensatz zu
Emmentalerkdse, die unter dhnlichen Ver-
suchsbedingungen gehalten wurden (21),
praktisch keine Tendenz zur Schimmelbil-
dung auf der Rinde auf (14). Dies lasst
sich damit erkléren, dass aus dem Pheny-
lalanin geniigend Benzoesdure gebildet
wurde, das auf Hefen hemmend wirkte.
Es ist bekannt, dass diese Saure alige-
mein das Wachstum von Bakterien, Hefen
und Pilzen hemmen kann (4),

Freies Phenylalanin wie auch andere Ami-
nosduren sind in den verschiedenen rei-
fen Kase in unterschiedlichen Mengen
vorhanden (20). Unter der Annahme, dass

das im Kése vorhandene Phenylalanin’

volistandig in Benzoesdure umgesetzt

~3-

wird, ergeben sich die in Tabelle 2 errech-
neten Benzoesduremengen. Mdglicher-
weise ist infolge des intensiven Protein-
und Peptidabbaues durch die Schmiere
die Konzentration dieser Aminoséure am
Rand und in der Rinde noch héher als im
innern des Kaselaibs.

In Kase wurde von Kiermeier und Jarc-
zynski (22) p-Hydroxybenzoesiure in kiei-
nen Mengen nachgewiesen, die dhnlich
wie bei der Benzoesiurebildung aus der
entsprechenden Aminosaure Tyrosin ent-
standen sein kann.

4. Schlussfolgerung

Die votliegende Arbeit lasst den Schluss
zu, dass Benzoesdure in geschmierten
Kasen iber den Abbau von Phenylalanin
gebildet werden kann. Die unterschiedli-
chen Mengen an Benzoesdure auf der
Rinde der oberen und unteren Flachseiten
sowie der Jérbseite kdnnen durch zahlrei-
che, schwer kontrollierbare Faktoren wie
Zusammensetzung der Schmiereflora,
Héaufigkeit und Art der Kasepflege, Klima
des Lagerkellers (Temperatur, Feuchtig-
keit) beeinflusst werden. In weiteren aus-
fihrlichen Untersuchungen miisste abge-
kiart werden, welche Mikroorganismen fir
die Bildung der Benzoesdure aus dem
Phenylalanin verantwortlich zu machen
sind. Als Konsequenz dieser Arbeit geht
jedoch eindeutig hervor, dass es nicht
gerechtfertigt ist, einen Toleranzwert fir
geschmierte Kése festzulegen (2).

Neben ihrer Wirkung als Aromabildner
(12,13,19) spielt die Schmiere eine bedeu-
tende Rolle in der Konservierung der Ka-
selaibe, indem sie auf der Késeoberfliche
in Form der Benzoesaure ein natiirliches
Konservierungsmittel bildet. Was die
Konservierung dieses Nahrungsmittels
betrifft, hat die traditionelle Fabrikation
der geschmierten Kise dank der Beob-
achtung und der Empirie der Kiser die
Entwicklung der Wissenschaft und die
neuesten Erkenntnisse vorweggenom-
men.
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Résumeé

J.0O. BOSSET, U. BUTIKOFER et

R. SIEBER:

La dégradation de la phénylalanine:
une autre voie métabolique de
formation de I'acide benzoique dans
les fromages 4 morge

Schweiz. Milchw. Forschung 19 (3),

46-50 (1990)

On a fréquemment mesuré des teneurs
relativement élevées en acide benzoique
tant a la surface qu’a l'intérieur de meules
de fromage & morge. On a méme trouvé
des teneurs élevées en acide benzoique
dans le talon de meules relativement pau-
vres en ce composé dans leurs faces
planes. Le présent travail propose une
voie métabolique permettant d’expliquer
la présence, entiérement naturelle, d'a-
cide benzoique sur et dans ce type de
fromage: la dégradation de la phénylala-
nine, en passant par I'acide B-phénylpro-
pionique et I'acide cinnamique, I'acéto-
phénone étant un produit secondaire de
ladite dégradation. Cette derniére est due
exclusivement et spécifiquement a la
morge. La mise en évidence des produits
intermédiaires de la réaction, de leurs gra-
dients de concentration — y compris pour
lacide benzoique —, leur évolution au
cours de I'affinage des meules ainsi que
la production simuitanée d’ammoniac par
suite d’une désamination sont autant de
preuves de Pexistence de cette voie mé-
tabolique. Celle-ci est complémentaire a
la transformation, déja décrite, de l'acide
hippurique du lait en acide benzoigue.
Dans un tel contexte, I'établissement d'un
seuil de tolérance n'est pas acceptable en
ce qui concerng les fromages & morge.

Summary

J.0. BOSSET, U. BUTIKOFER and

R. SIEBER:

Phenylalanine breakdown — another
pathway of natural production of
benzoic acid in smeared cheese
Schweiz. Milchw. Forschung 19 (3),
46-50 (1990)

Rather high benzoic acid contents have
been measured on the surface of and
inside of smeared cheese. At the same
time, high benzoic acid contents were
found in the rind of the hoop side of
cheese loaves which showed low con-
centrations on the bottom and upper side.
The present paper suggests a natural
metabolic pathway which explains the oc-
currence of benzoic acid inside and out-
side these cheese types, i.e. phenyl-
alanine breakdown with p-phenyl-prop-
ionic acid and cinnamic acid as intermedi-
ate products. Acetophenone is a secon-
dary product of this breakdown, which
only takes place in the smear. The pre-
sence of intermediate products, their con-
centration gradients and that of benzoic
acid, the changes in benzoic acid content
during cheese ripening as well as simul-
taneous ammonia production resulting
from deamination, prove that this
metabolic pathway actually exists. It oc-
curs additionally to transformation of hip-
puric acid into benzoic acid. A limit is
therefore not acceptable for smeared
cheese.



