FAM-INFO

100

H Kontrolle

90

mg/l
80 -

70

60

50 A

40

30

20

10 4

PFF PFF6 PFS

Lenkung von ernahrungs-
physiologisch erwunschten
Eigenschaften in fermentierten
Milchprodukten durch den
Einsatz von Mikroorganismen

November 2001, Nr. 428



Inhaltsverzeichnis:

Kohlenhydrate
Milchsaure
Laktase
Exopolysaccharide

Fett
Konjugierte Linolsaure
Cholesterin

Protein
Bacteriocine
Bioaktive Peptide
Biogene Amine

Vitamine

Antimutagene Wirkung

Probiotische Keime

Schluss

Literatur

Titelbild:

Bildung von CLA durch Propionsaurebakterien (siehe S. 6)

Uberarbeitete Fassung eines Vortrages anlésslich des FAM-

Kolloquiums vom 8.2.2001

Impressum:

Herausgeber:
FAM

Eidg. Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft

Liebefeld

CH-3003 Bern

Telefon +41 (0)31 323 84 18
Fax +41 (0)31 323 82 27
http://www.admin.ch/sar/fam

e-mail  info@fam.admin.ch
Autor:
Robert Sieber

Kontaktadresse fir Ruckfragen:
Dr. Robert Sieber

e-mail  robert.sieber@fam.admin.ch

Telefon +41 (0)31 323 8175
Fax +41 (0)31 323 82 27

Erscheinungsweise:

In unregelmassiger Folge mehrmals jahrlich.

Ausgabe:
November 2001, Nr. 428

—
QOWoo~NOOCOO U Dww

-
WWN -



Lenkung von ernahrungsphysiologisch erwlnschten
Eigenschaften in fermentierten Milchprodukten durch
den Einsatz von Mikroorganismen

R. Sieber

Eidgenéssische Forschungsanstalt
fiir Milchwirtschaft (FAM),
Liebefeld, CH-3003 Bern

Auf dem Weg von der Milch zu den fer-
mentierten Milchprodukten finden, be-
dingt durch den Einsatz und die Wirkung
von Milchsaurebakterien®, verschiedene
Veranderungen an den Inhaltsstoffen der
Milch wie Kohlenhydraten, Fetten, Pro-
teinen, Vitaminen statt. Neben techno-
logischen und sensorischen Eigenschaf-
ten werden auch Eigenschaften im End-
produkt verandert, die fir die Erndhrung
relevant sein kdnnen. Im Folgenden soll
der von D. Michel verfasste Interne Be-
richt (1) durch die Betonung auf ernah-
rungsphysiologisch erwunschte Eigen-
schaften in Milchprodukten erganzt wer-
den. Dabei besteht aber nicht die Absicht,
eine umfassende Ubersicht zu erarbei-
ten.

Kohlenhydrate

In der Milch ist als wichtigstes Kohlenhy-
drat die Laktose vorhanden. Ihr Gehalt
betragt ungefahr 5 g/100 g Milch (2).

Milchsaure

Bei der Herstellung von fermentierten
Milchprodukten wird als erstes die Lakto-
se vergoren, sie dient den Milchsaure-
bakterien als Substrat. Dabei entsteht als
wichtiges Stoffwechselprodukt die Milch-
saure, die in zwei Isomeren D(-) und L(+)
vorliegen kann (3). In der Naturheilkunde
wird den beiden Milchs&ure-Isomeren ein
grosser Unterschied zugesprochen. Da
im menschlichen Organismus bei den

Stoffwechselprozessen nur die rechts-
drehende L(+)-Milchsaure entsteht, nicht
aber die linksdrehende D(-)-Milchsaure,
soll letztere wertlos sein, da kein entspre-
chendes Enzym zum Abbau vorhanden
sei (4). Untersuchungen in den 80er Jah-
ren haben aber gezeigt, dass die D(-)-
Milchsaure wohl im Stoffwechsel umge-
setzt wird, aber nur langsamer (5).

Die Milchwirtschaft ist aber durchaus in
der Lage, den Winschen der Konsumen-
ten nach einem erhohten L(+)-Milchsau-
regehalt durch die Auswahl von geeig-
neten Milchsaurebakterien zu entspre-
chen. Nach Untersuchungen an der FAM
anfangs der 70er Jahre kann namlich die
Bildung der Milchsaure-lsomeren durch
die Mikroorganismen gesteuert werden
(6, 7). Dabei zeigte sich eine stammspe-
zifische Milchs&urebildung (Tabelle 1). Im
weiteren bildeten die Str. thermophilus-
Stamme 1187, 2481, 2452, 2453 bei
einer Bebrutungsdauer von 4 bis 48
Stunden 100 % L(+)-Milchsaure, die L.
helveticus-Stdmme 1182 und 1149 nach
4 h 75 bzw. 90 %, nach 8 h 89 bzw. 83 %,
nach 24 und 48 h 66 % L(+)-Milchsaure

(8).

Auf die unterschiedliche Verwendung

von Milchs&urebakterien bei der Her-
stellung von fermentierten Milchproduk-
ten ist auch der unterschiedliche L(+)-
Milchsduregehalt zuriickzufuhren. So ent-
halten saurer Halbrahm, Quark, Cottage
cheese mehr als 90 % L(+)-Milchsaure,
da diese vornehmlich mit Str. cremoris,
Str. lactis, Leuc. citrovorum, Leuc. paraci-
trovorum fermentiert werden (8).

1AbkL'Jrzungen der
aufgefiihrten Bakterien:
B. = Bifidobacterium
Ent. = Enterococcus

L. = Lactobacillus

Lc. = Lactococcus
Leuc. = Leuconostoc
Str. = Streptococcus



Tabelle 1:
Bildung von L(+)-
Milchsdure durch
verschiedene
Milchsdurebakte-
rien (8)

Stamm Nr. L(+)-Ms. | Stamm Nr. L(+)-Ms.

% %
Str. lactis 1503 92,4 L. bulgaricus 7 0,7
1197 98,7 8 0,6
Str. cremoris 1620 99,2 1416 4,2
Str. thermophilus 1187 99,8 L. helveticus 1182 69,3
2481 99,7 1149 67,9

2451 99,7 L. lactis 1183 0

2453 99,7 13 0

Str. faecalis 1525 99,4 1960 0
Leuc. citrovorum 1622 99,6 L. casei 1185 94,6
1269 97,4
L. acidophilus 1450 59,7
1459 58,9

Laktase (= B-Galaktosidase)

Die Milchsaurebakterien bauen wahrend
der Fermentation die Laktose mit Hilfe
des Enzyms Laktase ab. So steigt die
Laktaseaktivitdt wahrend den ersten vier
Stunden der Joghurtfermentation auf 8
Einheiten/g an, um sich dann nach 8
Stunden bei 3 Einheiten/g zu stabilisieren
(9). Das Vorhandensein einer mikrobiel-
len Laktase ist eine wichtige Vorausset-
zung daflr, dass Sauermilchprodukte von
laktoseintoleranten Personen gut vertra-
gen werden (10, 11).

Exopolysaccharide

Die meisten lebensmitteltauglichen Mik-
roorganismen wie Milchsaure-, Propion-
saure- und Bifidobakterien sind in der
Lage, Exopolysaccharide zu bilden. Es
handelt sich dabei um Homo- und Hete-
ropolysaccharide (Tabelle 2). Die von den
Bakterien synthetisierten Exopolysaccha-
ride werden durch die Membran in die
Umgebung der Zelle ausgeschieden (so
genannte Schleim-Exopolysaccharide)
oder verbleiben an der Zelle angehaftet
(so genannte Kapsel-Exopolysaccharide)
(12, 13). Durch Milchsaurebakterien wer-
den Exopolysaccharide in Konzentratio-

nen von etwa 0,1 bis 1,5 g/l gebildet, fur
den Einsatz als Zusatzstoff ist jedoch
zehnmal mehr erforderlich.

Nach Frengova et al. (14) wird wahrend
der Joghurtherstellung von Str. salivarius
ssp. thermophilus and L. delbrueckii ssp.
bulgaricus eine maximale Konzentration
an Exopolysacchariden von 720 bis 860
mg/L gebildet. Einzeln in Milch inkubiert
bildeten die thermophilen Streptokokken
230 bis 270 mg/L und die Laktobazillen
400 bis 540 mg/L. Die monomere Struk-
tur dieses Polysaccharides besteht aus
Galaktose und Glukose (1:1) mit kleinen
Anteilen an Xylose, Arabinose und/oder
Mannose. Aus skandinavischen Sauer-
milchprodukten isolierte L. lactis ssp lac-
tis- und cremoris-Stamme produzierten in
Magermilch schleimige Exopolysacchari-
de (15). Fadenziehende Milch kann auch
bei der Herstellung von Ice cream einge-
setzt werden, da die in der Milch vorhan-
denen Exopolysaccharide als Stabilisato-
ren wirken (16). Der Einsatz von Exopo-
lysaccharide-bildenden Kulturen bei der
Fabrikation von Mozzarella wie auch

von fettarmem Mozzarella wurde bereits
mehrfach untersucht (17, 18, 19, 20, 21).
Dabei zeigte sich ein erhdhter Wasserge-
halt und vor allem ein positiver Einfluss
auf die Schmelzeigenschaften wie auch
die Textur dieses Kases.



Polysaccharide Vertreter Milchs&aurebakterien
Homo- a-D-Glukane: Leuc. mesenteroides ssp.
Dextrane mesenteroides
Leuc. mesenteroides ssp. dextranicum
Alternane Leuc.mesenteroides
Mutane Str. mutans, Str. sobrinus
B-D-Glukane Pediococcus spp.
Streptococcus spp.
Fruktane Str. salivarius
Polygalaktane Lc. lactis ssp. cremoris
Hetero- mesophile:

Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp.
cremoris, L. casei, L. sake, L.
rhamnosus

thermophile:

L. acidophilus, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, L. helveticus, Str.
thermophilus

Damit liegt hier ein Beispiel vor, bei dem
die technologischen Eigenschaften be-
deutungsvoller oder besser untersucht
sind als etwa die erndhrungsphysiolo-
gischen. Doch kdnnen einige Polysac-
charide einen Beitrag zur Gesundheit lei-
sten, sei es als nicht-verdaubare Frak-
tion, eigentlich wie die Nahrungsfasern,
oder auf Grund ihrer Antikrebs-, Anti-
magengeschwdir-, immunomodulierenden
oder auch cholesterinsenkenden Aktivitat
(12).

Fett

Bei den Fettbestandteilen, die wahrend
der Fermentierung der Milch durch den
Einsatz von Mikroorganismen verandert
werden kdnnen, sind die konjugierten
Linolsauren und das Cholesterin zu er-
wahnen. Ist bei der ersteren Substanz
eher eine Erhdhung des Gehaltes er-
winscht, ware bei der letzteren Substanz
eher eine Verminderung wiinschenswert.

Konjugierte Linolsaure

Konjugierte Linolsduren (CLA) entstehen
bakteriell im Pansen von Wiederkauern.
Dort hydriert das Bakterium Butyrovibrio
fibrisolvens partiell die im Futter enthal-
tenen hochungesattigten Fettsduren wie
die Linolsdure. Sie kommt damit vor
allem in der Milch und im Fleisch vor

(22, 23). Neuere Forschungsresultate der
FAM zeigen, dass die Milch, die auf Alp-
weiden produziert wird, mehr CLA enthalt
als solche, die im Talgebiet gewonnen
wurde (24). Den CLA werden eine Reihe
gunstiger physiologischer Wirkungen
nachgesagt: bei Mausen und Ratten
deutliche Reduzierung des Krebsrisikos
durch Futterung mit einem CLA-haltigen
Futter, Reduktion des LDL-Konzentration
und des LDL:HDL-Verhaltnisses sowie
bei Mausen, Ratten, Schweinen Erho-
hung des Proteinansatzes bei gleichzeiti-
ger Reduzierung der Fettdepots. Als wei-
tere physiologische Effekte sind die Min-
derung von Diabetes sowie eine vermin-
derte Neigung zur Plattchenaggregation
zu erwahnen (25). Fur Deutschland wird

Tabelle 2:
Klassifizierung der
Exopolysaccharide
mit den daran be-
teiligten Milchsau-
rebakterien (12)



eine tagliche Aufnahme von 350 mg bei
Frauen und von 430 mg flr Manner ge-
schatzt, wobei der Hauptanteil aus Milch
und Milchprodukten stammt (26).

Der Einsatz von CLA-Isomeren in Func-
tional Food wurde von Rickert und Stein-
hart (26) bereits in Diskussion gebracht.
So kdnnte der Gehalt in Joghurt durch
eine geeignete Auswahl von Starterkul-
turen erhdht werden. Aber die Untersu-
chungen von Jiang et al. (27) zeigten,
dass verschiedene Laktobazillen wie L.
acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L.
fermentum, L. helveticus, L. reuteri, Lc.
lactis, Str. salivarius ssp. thermophilus
bei Vorhandensein von verschiedenen
Linolsdurekonzentrationen im MRS (de
Man-Rogosa-Sharpe)-Medium kein CLA
bildeten. In einem mit Magermilch
angereichertem Medium waren nach

Lin et al. (28) jedoch L. acidophilus
(CCRC14079), L. delbrueckii ssp. bulga-
ricus (CCRC14009), L. delbrueckii ssp.
lactis (CCRC14078), Lc. lactis ssp. cre-
moris (CCRC12586), Lc. lactis ssp. lactis
(CCRC10791), and Str. salivarius ssp.
thermophilus (CCRC12257) in der Lage,
CLA zu bilden. Bei Anwesenheit von
1000 pg Linolsaure pro ml konnte eine
CLA-Konzentration von 63 bis 106 pg/mi
nachgewiesen werden. Wenn die Menge
an Linolsaure auf 5000 pg/ml erhéht

und die Inkubationsdauer von 24 auf

48 h verlangert wurde, konnte keine
zusatzliche CLA-Bildung festgestellt wer-
den. Nach Jiang et al. (27) sind aber
drei von sechs Propionsaurebakterien-
Stdmmen (Propionibacterium freuden-
reichii ssp. freudenreichii ATCC 6207
[PFF], Propionibacterium freudenreichii
ssp. freudenreichii Propioni-6 [PFF6], P.
freudenreichii ssp.shermaniii 9093 [PFS])
in der Lage, CLA zu bilden. Der P. freu-
denreichii ssp freudenreichii-Stamm Pro-
pioni-6 Wiesby produzierte beim Vorhan-
densein von 750 ug Linolsdure/ml im
MRS-Medium mit 265 pg/ml am meisten
CLA. In sterilisierter Magermilch wurden
bei 100 mg Linolsdure/ml etwa 60 bis

90 % der freien Linolsdure in CLA umge-
wandelt (siehe Titelbild). Diese Fahigkeit
der Propionsaurebakterien-Stamme

durfte sich am ehesten beim Emmentaler
Kase auswirken, doch ist zu bedenken,
dass die Milch nur einen geringen Linol-
sauregehalt — etwas mehr als 1 g/100 g
Fett (29) — aufweist.

Cholesterin

Cholesterin in tierischem Fett wird von
vielen immer noch als ,Bdsewicht ange-
sehen, obwohl die Lipidtheorie immer
mehr in Frage gestellt wird (30). Desto
trotz ist die Versuchung gross, mit Hilfe
von chemischen (Fest-Flussig-Extrak-
tion, Komplexbildung), physikalischen
(Destillation, Kristallisation, superkritische
Lésungen) sowie biologischen Verfahren
(enzymatisch, Mikroorganismen) das
Cholesterin aus Lebensmitteln zu ent-
fernen. Verschiedene Patente sind vor-
handen (31), aber eine praktische An-
wendung im industriellen Massstab hat
sich — so scheint es jedenfalls — auch
heute noch nicht durchgesetzt.

Aus Nocardia erythropolis, Nocardia rho-
dochrous, Rhodococcus equi oder ery-
thropolis und Streptomyces sp wurden
Cholesteroloxidasen isoliert. Dabei pro-
duziert der aus Bultter isolierte Rhodo-
coccus equi-Stamm No. 23 mehr extra-
zelluldre Cholesterinoxidase als der aus
Speck isolierte Stamm No. 33. Damit
kénnte Uber eine Oxidation der Choleste-
ringehalt eines Lebensmittels vermindert
werden (31). Doch sind die Produkte der
Cholesterinoxidation physiologisch nicht
erwunscht (32, 33) und zudem handelt
es sich bei Rhodococcus equi um einen
wichtigen pathogenen Stamm (34).

Protein

Am Protein vollziehen sich wahrend der
Fermentierung verschiedene Umwand-
lungen, die zu verschiedenen Substan-
zen flhren kdnnen. Aus diesen sollen
hier die Bacteriocine, die bioaktiven Pep-
tide und die biogenen Amine besprochen
werden.



Bacteriocin Produzent Aktivitdtsspektrum
Nisin Lc. lactis ssp. lactis Gram-positive Bakterien
Diplococcin Lc. lactis ssp. cremoris | Lactococcus sp.

Lactostrecine |Lc. lactis ssp. lactis

Bac Lactococcus sp.
Bac Lc. lactis ssp. lactis
Lacticin 481 Lc. lactis ssp. lactis

Lactococcin A |Lc. cremoris

Lactocin 27 L. helveticus
Helveticin J L. helveticus
Bac L. fermenti
Lactacin B L. acidophilus
Lactacin F L. acidophilus
Caseicin 80 L. casei
Brevicin 37 L. brevis

Lactococcus sp., B-hamolytische
Streptokokken, L. helveticus, Leuconostoc
sp., Clostridium sp.

Lactococcus sp., Lactobacillus sp., Ent.
faecalis, Pediococcus sp., Leuconostoc sp.,
Clostridium sp.

L. helveticus, Listeria monocytogenes
Lactococcus sp., L. helveticus, L.
bulgaricus, Leuconostoc sp., Str.
thermophilus, C.tyrobutyricum

Lactococcus sp.

L. helveticus, L. acidophilus

L. helveticus, L. bulgaricus, L. casei
Lactobacillus sp.

L. leichmanii, L. bulgaricus, L. helveticus, L.
casei

L. leichmanii, L. bulgaricus, L. helveticus, L.
casei, L. fermentum, Ent. faecalis

L. casei

Lactobacillus sp., Leuconostoc sp.,
Pediococcus sp.

Bemerkungen: In dieser Tabelle wurden die von L. plantarum, L. sake, Pediococcus pento-
saceus, Pediococcus acidilactici gebildeten Bacteriocine nicht bertcksichtigt.

Bacteriocine

Bacteriocine sind kleine, einzelne oder
komplexe Proteine oder proteinhaltige
Substanzen, die gegenlber einem be-
schrankten Bereich von Organismen eine
bakteriozide Aktivitat ausiben. Meist sind
diese eng verwandt mit dem Produzen-
ten. Sie sind seit langer Zeit bekannt

und es ist eine Vielzahl von Bakteriocinen
nachgewiesen. Bakteriocine kdnnen auf
zwei Arten in ein Lebensmittel gelangen:
als reine Verbindung wie das Nisin oder
im Falle der fermentierten Produkte durch
die Verwendung von Milchsaurebakte-
rien, die das Bakteriocin bilden. Nach
Piard und Desmazeaud (35) sind die

meisten von Milchsdurebakterien gebilde-
ten Bakteriocine gegenlber der eigenen
Milchsaureflora aktiv (Tabelle 3). Dane-
ben werden von Milchsdurebakterien
noch weitere antimikrobielle, nicht-prote-
inartige Substanzen mit niedrigem Mole-
kulargewicht produziert wie beispiels-
weise das von L. reuteri gebildete Reute-
rin, bei dem es sich um 3-Hydroxypro-
pionaldehyd handelt. Bakteriocine sind
potenzielle Lebensmittelzusatzstoffe, da
sie zum biologischen Schutz von Lebens-
mitteln eingesetzt werden kénnen und in
der Lage sind, das Wachstum von patho-
genen Bakterien in Lebensmitteln zu kon-
trollieren (36).

Tabelle 3:
Aktivitatsspektrum
von Bacteriocinen,
die durch Milchsau-
rebakterien gebil-
det wurden (nach
35)



Aus 289 Proben von Kuh-, Schaf- und
Ziegenmilch wurden 82 Bacteriocinprodu-
zenten isoliert und als L. lactis ssp. lactis
(59 Isolate), L. lactis ssp. cremoris (2 Iso-
late), L. lactis ssp. lactis biovar diacetyl-
actis (6 Isolate), Ent. faecalis (7 Isolate),
Ent. faecium (1 Isolate), L. paracasei ssp.
paracasei (4 Isolate), L. plantarum (1
Isolat) und Leuconostoc spp. (2 Isolate)
identifiziert. Es finden sich also einige
Stadmme darunter, die in der Milchwirt-
schaft eingesetzt werden. Als Bacterioci-
ne wurden Nisin, Lacticin 481 und Ente-
rocin AS-48 charakterisiert (37). Uber
eine Anwendung eines bacteriocinprodu-
zierenden Stammes bei der Kaseherstel-
lung haben irische Forscher (38) berich-
tet. Sie haben aus Kefirkérnern den Lc.
lactis-Stamm DPC3147 isoliert, der das
Bacteriocin Lacticin 3147 mit einem brei-
ten Hemmungsspektrum produziert. Mit
diesem sowie mit dem Lc. lactis ssp. cre-
moris-Stamm DPC4268, dem die gene-
tische Determinante flr dieses Lacticin
Ubertragen wurde, wurden Cheddar Kase
hergestellt. Es konnte festgestellt wer-
den, dass beide Bacteriocin-produzie-
renden Stdmme Milchsaure in Konzen-
trationen bilden, die vergleichbar mit
kommerziell erhaltlichen Stdmmen sind.
Der Gehalt an Lacticin blieb Uber die 6
Monate Reifung konstant und korrelierte
mit einer signifikanten Reduktion in der
Anzahl an Nicht-Starter-Milchsaurebak-
terien. In Taleggio wurde von Ent. fae-
cium 7C5 ein Bacteriocin gebildet, das
gegenuber Listerien wirkt und das bis
am Ende der Reifung stabil war (39).
Cheddar Kase, produziert mit dem Nisin-
produzierenden Lc. lactis ssp. cremo-
ris-Stamm JS102, enthielt zwischen 400
und 1200 IU Nisin/g Kése und dessen
Einsatz in Schmelzkase verlangerte die
Lagerfahigkeit (40). Daraus liesse sich
die Vision fir ein ,Super“-Milchsaurebak-
terium ableiten, das auf dem Genom
samtliche Eigenschaften besasse, um die
erndhrungsphysiologischen Eigenschaf-
ten bei der Fermentierung von Milch
durch die verwendeten Mikroorganismen
in erwlnschter Weise verandern zu kén-
nen. Dass dies realisierbar sein kénnte,
ist mit den heutigen Mdglichkeiten der

Gentechnik durchaus mdglich, ob auch
erwilnscht, ist eine andere Frage.

Die Vorteile des Einsatzes von Bacterio-
cinen liegt darin, dass diese nicht toxisch
und spezifisch flr Rezeptoren fir Bakteri-
en sind, dass ,Bakteriocin-Cocktails® fur
eine spezifische Bekdmpfung existieren
und dass sie als ,naturliche® und ,biolo-
gische” Konservierungsmittel gelten. Als
Probleme sind zu bezeichnen: haufig
enger Wirtsbereich, Hemmung von Star-
terkulturen, mdgliche Entstehung von
Resistenzen bei fortgesetztem Einsatz,
Stabilitat im Lebensmittel (41).

Bioaktive Peptide

Als Ubergang von den Bacteriocinen zu
den bioaktiven Peptiden kénnen die anti-
mikrobiellen Peptide bezeichnet werden.
Neben dem Laktoferrin und basischen
Glykoproteinen, die bakterizid gegen ver-
schiedene Stdmme von Staphylococcus
aureus wirken, gehdren hierher Caseci-
din (Chymosinverdauung von Kasein bei
neutralem pH), Casocidin, Isracidin und
Lactoferricin. Zu den bioaktiven Peptide
zahlen blutdrucksenkende, antithrombo-
tische, Caseinophospho-, immunomodu-
lierende und Opioid-Peptide. Diese bio-
aktiven Peptide enthalten interessante
ernahrungsphysiologische Eigenschaften
(42). Neuestens wurde auch tber das
Vorhandensein eines antioxidativen Pep-
tides in mit Lactobacillus delbrueckii sub-
sp bulgaricus IFO13953 fermentierter
Milch berichtet (43).

Blutdrucksenkende Peptide

Gobbetti und Mitarbeiter (44) haben mit
L. delbrueckii ssp. bulgaricus und Lc. lac-
tis ssp. cremoris fermentierten Milchpro-
dukten verschiedene Peptide nachgewie-
sen, die das Angiotensin umwandelnde
Enzym (ACE) hemmen. Alle diese Kase-
infragmente haben einen hohen Anteil an
hydrophoben Resten (mehr als 60 %).
Einmal gebildet, waren diese hemmen-
den Peptide gegentber einer weiteren
Proteolyse wahrend der Verarbeitung
oder durch Trypsin und Chymotrypsin



resistent. In einem Joghurt-dhnlichen
Produkt, fermentiert mit dem L. helveticus
CPN4-Stamm, wurde ein blutdrucksen-
kendes Peptid nachgewiesen, das jedoch
eine geringe Aktivitadt gegenlber dem
ACE-Enzym aufweist (45).

Fermentierte Milchprodukte, die den Blut-
druck senken sollen, sind bereits auf den
Markt gebracht worden: in Japan eine
Sauermilch mit dem Namen ,Calpis®, die
mit L. helveticus und Saccharomyces
cerevisiae hergestellt wird und die Tripep-
tide B-CN 74-76 (lle-Pro-Pro) und 84-86
(Val-Pro-Pro) (46, 47) enthalt, und in
Finnland ein durch die Firma Valio fer-
mentiertes Milchprodukt mit dem Namen
»Evolus® (48). Auch in Késen (Parmesan,
Gouda, Gorgonzola, Cheddar, Emmenta-
ler, Blauschimmelkdse, Camembert, Eda-
mer, Havarti) (49, 50) oder in Molke (her-
vorgerufen durch die Wirkung der Protei-
nase K) (51) wurden schon Peptide mit
ACE-hemmender Aktivitdt nachgewiesen:
in Gouda die zwei antihypertensiven
Peptide Arg-Pro-Lys-His-Pro-lle-Lys-His-
GIn (as1-Kasein, 1-9) und Tyr-Pro-
Phe-Pro-Gly-Pro-lle-Pro-Asn (B-Kasein,
60-68) (49). Dagegen hat die Verwen-
dung von Ropy-Milch- (Lc. lactis ssp. lac-
tis, ssp. cremoris, ssp. lactis biovar dia-
cetylactis), Joghurt- (Str. salivarius ssp.
thermophilus, Bifidobakterien, L. acido-
philus) und Sauermilch- (wie Ropy-Milch
+ Leuc. mesenteroides ssp. cremoris)
Starter-Kulturen zur Vergarung von Molke
und Kasein zu keiner ACE-Hemmungs-
aktivitat gefuhrt, eine solche wurde erst
nach der Hydrolyse mit Pepsin und Tryp-
sin nachgewiesen (52). In einem Kasein-
hydrolysat, das durch eine extrazellulére
Proteinase von L. helveticus CP790 pro-
duziert wurde, konnte ebenfalls ein blut-
drucksenkendes Peptid identifiziert wer-
den (53).

Casomorphine

In Edamer Kase wurde B-Casomorphin 3
in einer Konzentration von etwa 35
mg/100 g nachgewiesen, nicht aber
B-Casomorphin 5 und Morphiceptin (54),
aus Brie wurde 3-Casomorphin 7 (55)
und aus Milch, die mit einer Mutante

von L. helveticus (X-Prolyl-Dipeptidyl-
Aminopeptidase fehlend) fermentiert wur-
de, B-Casomorphin 4 isoliert (56). Dage-
gen konnte in enzym-modifiziertem Kase
— zerkleinerter Cheddar Kase wurde mit
NayHPO4 und Wasser gemischt, erhitzt
und mit Neutrase (neutrale Protease),
einem Rohextrakt von L. casei oder
Debitrase (Peptidasemischung) inkubiert
— nur in der mit Neutrase-behandelten
Probe ein 3-Caso-morphin 7 gefunden
werden (57). Von diesen Autoren wird

die Abwesenheit von 3-Casomorphin in
den beiden anderen Proben damit erklart,
dass diese Substanz durch die proteo-
lytische und peptidolytische Aktivitat des
Lactobacillus abgebaut wird oder dass
die Konzentration unter der Nachweis-
grenze liegt. Dies wirde auch mit den
Befunden von Muehlenkamp und Warthe-
sen (58) Ubereinstimmen.

Es scheint, dass unter den bioaktiven
Peptiden einzig die blutdrucksenkenden
Peptide Uber den Einsatz von Milchsau-
rebakterien zu steuern sind.

Biogene Amine

Eine zu starke Bildung von biogenen
Aminen ist in Lebensmitteln unerwiinscht,
weil nach dem Verzehr eines solchen
Lebensmittels toxische Wirkungen mog-
lich sind. Aber im Grunde handelt es sich
bei den biogenen Aminen um nattrliche
Vergarungsprodukte. An deren Entste-
hung ist eine Vielzahl an Mikroorganis-
men beteiligt: in K&se sind bereits L.
buchneri (59), Bacillus macerans (60) wie
auch L. brevis, Ent. faecalis, Ent. faecium
und Ent. durans als biogene Amin-Bildner
bekannt (61). Es kann davon ausgegan-
gen werden, dass die traditionellen Star-
ter keine oder nur eine geringe Bildung
von biogenen Aminen aufweisen.

Demgegenuber sind aber auch Mikroor-
ganismen bekannt, die biogene Amine
abbauen kénnen: Achromobacter, Aero-
monas, Asperqgillus, Bacillus, Candida,
Claviceps, Clostridium, Flavobacterium,
Fusarium, Klebsiella, Micrococcus,



Tabelle 4:
Vitamin-K2-Bildung
durch Milchséaure-
bakterien (65)

Monascus, Mycobacterium, Penicillium,
Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Ser-
ratia (62). Ob solche Mikroorganismen
bei der Késeherstellung zum Abbau von
biogenen Aminen eingesetzt werden, ist
eher unwahrscheinlich. Bei einigen unter
ihnen dirfte auch ein Einsatz fraglich
sein.

Vitamine

Bereits 1960 wurde von Peter (63) Uber
die Bildung von Vitaminen durch Laktoba-
zillen berichtet. Nach Reddy et al. (64)

ist in fermentierten Milchprodukten ein
héherer Gehalt an Folsaure, Niacin, Bio-
tin, Pantothensaure, Vitamin Bg und B4»

vorhanden als in Milch. Es ist also durch-
aus moglich, den Vitamingehalt in fer-
mentierten Milchprodukten durch Milch-
saurebakterien zu erhdhen, aber dies

gilt nicht generell fir alle Vitamine. In
einer neueren Arbeit von japanischen
Forschern (65) wurde Uber die Synthese
von Vitamin K durch Milchsdurebakterien
wie Laktobazillen, Streptokokken, Bifido-
bakterien, Laktokokken, Leuconostoc und
Enterokokken berichtet. Diese Stdmme
wurden in rekonstituierter Magermilch
oder in einem Sojadrink-Medium gehal-
ten und je nach Stamm zeigte sich eine
unterschiedliche Vitamin-K-Bildung
(Tabelle 4). Die Fahigkeit, Vitamin Ky zu
bilden, beschrankt sich vor allem auf Lak-
tokokken und Leuconostoc.

Spezies oder Subspezies Stamm* Ka/g lyophil. Ka/g Milch® Kalg
Zellen? Sojadrink*
nmol
Lc. lactis ssp. cremoris YIT 2002 110
YIT 2007 362/348 0,99
YIT 2011 297/534 2,19 2,58
YIT 2012 600/467 0,70 1,51
Lc. lactis ssp. lactis YIT 2003 53
YIT 2008 150
YIT 2016 259
YIT 2027 230/717 0,75
YIT 2052 125
Lc. plantarum YIT 2061 30
Lc. raffinolactis YIT 2062 648
Leuc. lactis YIT 3001 44/173 2,60
Leuc. mesenteroides ssp. cremoris YIT 3003 123
Leuc. mesenteroides ssp. dextranicum YIT 3028 nd
Ent. faecalis YIT 2031 194
L. acidophilus YIT 0168 nd
L. casei Shirota nd
L. mali YIT 0243 11
Str. thermophilus YIT 2001 nd
B. bifidum Yakult nd
B. breve Yakult nd

! Registrierungsnummer der Kulturensammlung des Yakult Central Institute for Microbial Research,

Tokyo

2 TLC-/HPLC-Bestimmung; nd = nicht nachgewiesen
% fermentierte, rekonstituierte Magermilch-Kultur

* fermentierte Sojadrink-Medium-Kultur



Verschiedene Milchsaurebakterien wie L.
delbrueckii ssp. bulgaricus, Str. thermo-
philus, L. acidophilus und B. longum sind
in fermentierter Milch der Lage, Folsaure
zu bilden. Doch zeigt sich hier das Pha-
nomen, dass sich der Gehalt dieses Vit-
amins wahrend der Lagerung vermindert
(Tabelle 5). Am meisten Folsaure bilden
die Bifidobakterien (66). Die Joghurtbak-
terien Str. thermophilus und L. delbrueckii
ssp. bulgaricus kénnen in rekonstituierter
Magermilch bei einem Zusatz von 2 %
Laktose nach einer Bebritungsdauer von
18 Stunden den Folsduregehalt um 12
bis 198 % erhdhen (67).

Bifidobakterien kénnen noch andere Vit-
amine synthetisieren. Als Beispiel kann
hier Sojadrink erwahnt werden, der mit

B. infantis wie auch B. longum vergoren
und bei dem die Verédnderungen der Vit-
amine Niacin, Riboflavin und Thiamin ver-
folgt wurden. Niacin nimmt in der beob-
achteten Zeit deutlich ab, was darauf

hinweist, dass die Mikroorganismen die-
ses Vitamin fur ihr Wachstum bendétigen.
Beim Riboflavin ist eine signifikante
Erhdhung festzustellen. Thiamin erhéht
sich von 0,33 auf 0,38 bei B. infantis
und von 0,33 auf 0,37 mg/100 ml bei B.
longum (beide statistisch signifikant ver-
schieden) (68).

Antimutagene Wirkung

In der Milchwirtschaft eingesetzte Mikro-
organismen sind in der Lage, eine anti-
mutagene Wirkung auszulben. Eine sol-
che konnte schon in fermentierter Milch
wie auch in Kase nachgewiesen werden.
Da zu diesem Thema kdrzlich eine um-
fassende Ubersicht erschienen ist (69,
70), wird hier auf weitere Ausfihrungen
verzichtet.

Stamm Folsauregehalt Tabelle 5: _
am Anfang | nach 6 Std. | nach 3 Wochen Folsdureakkumulie-
Wachstum Lagerung rung durch Milch-
sdurebakterien
nach 6 Stunden
Str. thermophilus 573 22,8 15 46,7 5,0 38,7 2,1 Inkubation bei 37 °C
Str. thermophilus MC 233 2,1 59,6 2,3 51,1 0,1 und Folsiurestabi-
L. acidophilus N1 20,7 0,4 63,9 5,2 41,8 1,2 litat in fermentierter
L. acidophilus 4356 224 1.8 53,9 4,6 46,5 1,5 Milch nach drei-
L. bulgaricus 449 22,8 1,4 62,8 2,1 39,8 1,6 wochiger Lage-
L. bulgaricus 448 229 39 68,5 1,8 532 3.1 rung bei 4 °C (mg/l)
B. longum B6 222 1,7 | 992 38 743 15 (66)
B. longum ATCC 15708 225 3,9 75,8 6,5 57,5 2,9




Tabelle 6:
Vorteilhafte Wirkun-
gen und therapeuti-
sche Anwendungen
von Probiotika fiir
den Menschen (72,
73)

Probiotische Keime

Wenn hier schon von durch Mikroor-
ganismen hervorgerufenen erndhrungs-
physiologischen Eigenschaften berichtet
wird, muss zum Schluss doch noch ein
Wort zu den probiotischen Keimen ge-
sagt werden. Denn diesen werden viel-
faltige physiologische Wirkungen zuge-
sprochen, die jedoch nur teilweise belegt
sind (Tabelle 6). Im foldenden soll das
Verhalten des probiotischen Keimes L.
paracasei NFBC 364 wahrend der Kase-
reifung vorgestellt werden.

Irische Forscher haben mit finf Milchsau-
rebakterienstammen, die zuvor aus dem
menschlichen Darm isoliert wurden und
bezlglich ihres probiotischen Potenzials
charakterisiert wurden, Cheddar-Kase

hergestellt (71). Es wurden mit drei L.
salivarius- (NFBC 310, 321, 348) und
zwei L. paracasei-Stammen (NFBC 338
oder 364) Kase im Labormassstab mit 25
Liter pasteurisierter Milch wie auch Pilot-
Plant-Versuche mit 450 Liter pasteurisier-
ter Milch durchgefihrt. Die Auszahlung
dieser Stdmme im reifen Kase wurde
durch die hohe Zahl an Nicht-Starter-
Milchs&urebakterien gestort. Mit Hilfe von
molekularbiologischen Methoden konnte
gezeigt werden, dass die beiden L. para-
casei-Stamme wuchsen und eine hohe
Anzahl an lebenden Keimen im reifen
Kase vorhanden waren, wahrend die
Zahl der L. salivarius-Keime wahrend

der Reifung abnahm. Aroma, Textur und
Aussehen wurden nicht beeinflusst, wohl
aber die freien Aminosauren.

Vorteilhafte Wirkungen

- Aufrechterhaltung der normalen Mikroflora im Darm sowie im Urogenitaltrakt

- Verbesserung der Laktoseintoleranz

- Reduktion des Serumcholesterinspiegels

- Antikarzinogene Wirkung
- Stimulierung der Immunsystems

- Aufwertung des Nahrwertes von Lebensmitteln

Therapeutische Anwendungen

- Pravention von Infektionen des Urogenitaltraktes

- Linderung der Verstopfung
- Schutz gegentiber Reisenden-Durchfall
- Verhutung von Durchfall bei Kindern

- Reduktion von Antibiotika-induziertem Durchfall

- Verhtitung von Hypercholesterindmie

- Schutz vor Dickdarm- und Gallenblasenkrebs

- Reduktion der Nebenwirkungen von Leberencephalopathie

- Hilfe in Fallen von Hypo- und Hyperchlorhydrie

- Pravention der Osteoporose




Schluss

Nach diesen Ausfiihrungen kdnnen durch
den Einsatz von Milchsaurebakterien zur
Fermentierung von Milch erndhrungs-
physiologisch erwlinschte Eigenschaften
erzielt werden. Es handelt sich dabei um
das Auftreten von neuen Substanzen wie
der Milchsaure, den Exopolysacchariden,
den Bacteriocinen, bioaktiven Peptiden
oder um eine Anreicherung bereits in der
Milch vorhandener Substanzen wie den
Vitaminen.

An verschiedenen Beispielen wurde auf-
gezeigt, dass Mikroorganismen, im Spe-
ziellen Milchsaurebakterien, in der Lage
sind, verschiedene erndhrungsphysiolo-
gisch erwlinschte Verbindungen zu bil-
den. Doch muss gesagt sein, dass eine
solche Fahigkeit nicht bei allen Milchs&u-
rebakterien vorkommt und meist stamm-
spezifisch ist. Es sei beispielsweise an
die CLA-Bildung erinnert oder auch an
die antimutagene Wirkung der Milch-
saurebakterien. Auch ist noch nicht ge-
sagt, dass eine in vitro festgestellte
Bildung von erndhrungsphysiologisch
erwlnschten Eigenschaften auch wirklich
bei der Fermentierung von Milch vonstat-
ten geht und damit zu dessen Auftreten in
Milchprodukten fihrt.
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