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EINLEITUNG

Neben dem Angebot an Nahrstoffen, dem pH-Wert und
der Temperatur stellt fiir das Wachstum der Mikroorganis-
men das Vorhandensein von geniigend Wasser ein aus-
schlaggebender Faktor dar. Dabei kommt dem absoluten
Wassergehalt des Substrates eine geningere Bedeutung zu
als dem Zustand oder der «Verfligbarkeit» des vorhande-
nen Wassers. Scott hat als erster in diesem Zusammen-
hang den Begrniff der Wasseraktivitit (aw-Wert) eingefihrt
[1, 2). Zwischen der Aktivitat des Wassers in giner Lésung
und dem Dampfdruck des Wassers tiber der Ldsung be-
steht die Beziehung a,=p/p, {ideales Verhalten des Gases
vorausgesetzt). Der a.-Wert ldsst sich demnach aus dem
relativen Wasserdampfdruck P/po, der sich in einem ge-
schlossenen Raum iiber der zu messenden Lésung ein-
stellt, ermitteln. Der relative Wasserdampfdruck p/p. sei-
nerseits ist definiert als das Verhéltnis aus dem Teildruck
des Wasserdampfes in der Versuchsatmosphare zum
Dampfdruck des reinen Wassers bej gleicher Temperatur
und Gesamtdruck [3].

Aehnlich der Wasseraktivitit charaktensiert auch der os-
motische Druck den Zustand des Wassers in Lésungen.
Beide Grossen, der a,-Wert und der osmotische Druck,
lassen sich unter anderem aus Dampfdruckmessungen be-
rechnen [4]. In der Lebensmittelwissenschaft hat sich das
Konzept der Wasseraktivitat zur Charakterisierung des Zu-
standes oder der «Verfiigbarkeit» des Wassers durchge-
setzt. Dies diirfte nicht zuletzt auf die Tatsache zuriick-
zufihren sein, dass der a.-Wert einer Ldsung in einer ein-
fachen Beziehung zum relativen Wassendampfdruck und
somit auch zur relativen Luftfeuchtigkeit (r.F.) (ber der
Lésung steht. Die relative Luftfeuchtigkeit entspricht nam-
lich in erster N&herung dem 100-fachen Wert der Wasser-
aktivitét: r. F. o2 a,. 100 [3].

In den letzten 15 Jahren wurden zahlreiche Studien iiber
die Beeinflussung der Vermehrung und des Stoffwechsels
von Mikroorganismen durch die Wasserakdivitat verdffent-
ficht (siehe z. B. [4—7]). Die meisten dieser Arbeiten hat-
ten zum Ziel, den Einfluss des a,-Wertes von Lebensmit-
teln auf deren Haltbarkeit respektive Vierderblichkeit durch
Mikroorganismen zu studieren. Es wurde bereits eine
grosse Zahl von Mikroorganismen auf ihre a.-Toleranz
unersucht. in Tabelle 1 sind fiir einige Gruppen von Mi-
kroorganismen die entsprechenden aw-Richiwerte aufge-
fiihrt, bei denen eine vollstandige Vermehrungshemmung
erwartet wird [4, 7].

Tabelle 1 Ungeféhre a,-Grenzwerte fiir die Vermehrung
von Mikroorganismen [4, 7]

Organismen a,~Bereich

Gramneg. Bakterien (0,98 — 095
Bakterien (allgemsin) 0,95 — 0,
Hefen 0,91 —0,88
Schimmelpilze 0,88 — 0,80
Halophile Bakterien 0,80 — 0,75
Xerophile Schimmelpilze 0,75—0,65
Osmophile Hefen 0,65 —0,60
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In der Literatur findet man Angaben lber die Anspriiche
verschiedener iechnologisch wichtiger Mikroorganismen
an die Wasserakdivitat (z. B. [6-10]. Unseres Wissens wur-
den hingegen die a.-Grenzwerte fiir das Wachstum und
die Aktivitdt von Propionséurebakterien nie untersucht. Da
die Propionsiurebakterien bei der Herstellung von Emmen-
taler-Kése eine bedeutende Rolle spieten und man weiss,
das sie als COz2-Produzenten bei der Entstehung der Nach-
garung mitverantwortlich sind, hat man sich zu dieser
Arbeit entschlossen. Sie stellt einen Versuch dar, das
Wachstum und die Saureproduktion von Propionibacterium
shenmanii als Funktion der Wasseraktivitat, unter Verwen-
dung einer neuartigen Versuchsanordnung, zu bestimmen.

EXPERIMENTELLES

Organismen

Fiir die Experimente wunde die Propionséurebakterien-
Kultur unserer Forschungsanstalt verwendet.

Bestimmung des Wachsiums der Kultur

Das Wachstum der Kultur wurde mit Hitfe der Keimzahl-
bestimmung verfolgt. Als Nahrboden diente Laktatagar fol-
gender Zusammensetzung: 30 g Pepton (Merck), 20 g
Hefeextrakt, 24 g Na-Laktat (50%), 10 g Agar, dest. Wasser
ad 1000 ml. Zur Herstellung von Anaerobiosis wurde die
hohe Schicht mit Laktatagar zus4tzlich iiberschichtet. Die
Bebriitung erfolgte wihrend 5 Tagen bei 30°C.

Bestimmung der Aktivitit der Kultur

Die Aktivitat der Propionsiurebaktenien-Kultur wird aus-
gedriickt dunch die mit 0,1 n NaOH titrierbare Menge was-
serdampfifliichtiger S&duren in 10 mi Kulturflissigkeit, die
wihrend der Bebriitungszeit gebildet wunde {Destillations-
zahl).

Néhrmedien fiir die Experimente

Als Nahrmedium fiir die Wachstumsstudien wurde Pepton-
molke mit folgender Zusammensetzung verwendet: 10 g
Pepton (Merck), 6 g Hefeextrakt, 1 Liter enteiweisste Mal-
ke. Der pH-Wert dieses Mediums wurde mit 20%iger NaOH
auf 6,6+ 0,1 eingestelit. Die Bebriitung erfolgte wahrend
5 Tagen bei 25°C.

Die gewlnschien a.-Werte wurden auf zwei verschiedene
Arten erhalten: 1. Durch Verringerung des Wassergehaltes
der Peptonmolke in einem Rotationsverdampfer und 2.,
durch Hinzufiigen von NaGl zum Nahrmedium. Gegeniber
der zweiten Methode (NaCl-Zugabe) und anderen ge-
bréuchlichen Verfahren, die auf einer Erniedrigung des
ay-Wertes durch Auflésen von Salzen, Glycerin oder Zuk-
kern im Medium beruhen (z.B. [8-10]), welst die erste
Methode den Vorteil auf, dass keine Fremdzusiaize not-
wendig sind. Bei Zusatz von anorganischen oder organi-
schen Verbindungen zum Nihrmedium wird ein neuver Ver-
suchsparameter eingefiihrt, der wachstumsférdernd oder
-hemmend wirken kann und dadurch die Interpretation der
Resultate erschwert.
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Messung der a,~Werte

Die Wasseraktivititen in den Nahrmedien wurden mit einer
SINA-Feuchtigkeits-Messeinrichtung bestimmt (NOVA-SINA
A. G., Ziirich). Die Eichung der Geber (Typ eZFBA-4) er-
folgte mittels geséttigter Salzidsungen und verdiinnter
Schwefelsiureldsungen [11, 12). Bei der unbehandelten
Peptonmolke wurden Gefrierpunktmessungen mit einem
Halbmikro-Osmometer {Firma KNAUER, Berlin) vorgenom-
men und der a,~Wert mit Hilfe der empinischen Néherungs-
formel von Lewis und Randell [13]: log aw = — 0,004211AT
— 0,0000022AT?, unter Vernachldssigung der Temperatur-
abhangigkeit von a,, berechnet. Der mittlere Fehler der
experimentell bestimmten a,-Werte betragt +0,5%,

Versuchsanordnung

Die Bebriitung der beimpften Nahndsungen (je ca. 15 ml
in Erlenmeyerkolben) erfolgte in speziellen Exsikkatoren
bei 25°C (Fig. 1). Um wéhrend der gesamten Inkubations-
zeit von 5 Tagen ein Feuchtegleichgewicht in der Ver-
suchsatmosphére aufrechizuerhalten, wurde im unteren
Teil der Exsikkatoren eine Schwefelséureldsung geeigne-
ter Konzentration [12] gegeben und die Luft mittels eines
eingebauten Ventilators umgew&izt. Nach dem Beimpfen
der Nahrldsungen wurden die Exsikkatoren bis auf einen
Druck von 15 Torr evakuiert und mit einem Stickstoff/CO:z-
Gasgemisch (90% Nz, 10% CO:z) gefiillt, um anaerobe Be-
dingungen zu schaffen.

Trotz der geiroffenen Vorsichtsmassnahmen zur Aufrecht-
erhaltung eines Feuchtegleichgewichtes verénderten sich
die ayn-Werte der Testldsungen im Laufe der Bebriitung
geringfigig. Im Mittel nahmen die a,-Werte um 0,004 Ein-
heiten ab. Fir die Auswertung wurde jeweils der Mittelwert
berechnet.

Fig. 1: Apparatur zur acroben oder anaeroben Bebriitung
von N#@hrmedien bei konstanter Luftfeuchtigkeit
(Erlauterungen siehe Text} '

RESULTATE UND DISKUSSION

Fig. 2 zeigt Resultate aus Versuchen in denen die Wasser-
aktivitdt durch stufenweises Verringern des Wassergehal-
tes des Nahrmediums eingestelit wurde. In Fig.3 sind die
gieichen Messgréssen wiedergegeben, wie sie aus Ver-
suchren mit Zugabe von NaCl zum Peptonmolke-Medium
erhalten wurden.
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Fig.2: Einfluss der Wasseraktivitit auf die Vermehrung
und die Produkiion wasserdampffliichtiger S&uren
von Propionséurebakterien
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Peptonmolke-Medien mit unterschiedlichen Wassergehal-
ten; Bebritung: 5 Tage bei 25°C; Destillationszahl: mi 0,1
n NaOH pro 100 m! Wasserdampfdestillat aus 10 ml Kultur-
flissigkeit.

Fig. 3: Einfluss des a,-Wertes auf die Vermehrung und
die Produktion wasserdampffliichtiger S&uren von
Propionsaurebakterien
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Wasseraktivitat (ay}

aw-Wert variiert durch Zugabe von NaCl zum Peptonmolke-
Medium; Bebriitung: 5 Tage bei 25° G; Destillationszahl:
ml 0,1 n NaOH pro 100 m! Wasserdampfdestilat aus 10 ml
Kulturfliissigkeit.

Die Resultate aus beiden Versuchsserien sind nahezu
identisch, was auf einen geringfligigen Einfluss der Na*-
und Cl—-lonen auf die Propionsédurebakterien schliessen
lasst. Die wachstumshemmende Wirkung der steigenden
NaCl-Konzentration beruhte demnach zur Hauptsache auf
der Erhéhung des osmotischen Druckes im Nahrmedium.

Gemessen an der Konzentration wasserdampffliichtiger
Séuren nach 5-tagiger Inkubationszeit ,ist in beiden Fal-
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fen ein sehr starker Einfluss der Wasseraktivitdt auf den
Stoffwechsel der untersuchten Bakterien fesistellbar. Da-
bei ist von Interesse, dass, unter im ibrigen giinstigen
Wachstumsbedingungen, schon bei Unterschreitung eines
ay-Wertes von 0,98 die Saureproduktion stark abnimmt
und innerhalb eines sehr engen Bereiches (0,98-—0,97) auf
ein Minimum reduziert wird. Die Vermehrung der Bakterien
ist andererseits in einem breiteren a,-Bereich méglich.
Nach den Ergebnissen in Fig.2 und Fig. 3 scheinen op-
timale Wachstumsbedingungen im a,-Bereich von etwa
0,985 bis 0,995 vorzuliegen. Unterhalb a,=0,98 nimmt der
Logarithmus der Anzah! lebensfahiger Zellen nahezu linear
mit der Wasseraktivitdt bis a.,=0,955 ab. Bei einem a,-
Wert von ungefdhr 0,95 wird die Vermehrung der Bak-
terien volistindig gehemmt. Bei Unterschreitung dieses
kritischen a,-Wertes schliesslich, beginnt ein Absterben
der Bakterien. Der kritische a,-Wert von 0,955 entspricht
einer NaCl-Konzentration im verwendeten Ndhrmedium von
ca. 6%.

Es wurde schon verschiedentlich gezeigt, dass die durch
Erniedrigung der Wasseraktivitit verursachte Wachstums-
hemmung sich auf zwei charakteristische Arten manife-
stiert [2, 14]: 1. Durch eine Verlangerung der Lag-Phase
und 2., durch eine Erniedrigung der Wachstumsrate (Ver-
langerung der Generationszeit). Im Falle der Propionséure-
bakterien konnten diese charakteristischen Phinomene
ebenfalls beobachtet werden. Fig.. 4 zeigt Wachstumskur-
ven von den untersuchien Baktenien bel zwei verschie-
denen a.-Werten. Die Wachstumskurve fiir a, =093
wurde mittels der unverdnderten Peptonmolke erhalten,
diejenige fiir a,,=0,978 entstammt einem Versuch, bei dem
die Wasseraktivitit durch Erniedrigung des absoluten
Wassergehaltes des Mediums eingestellt wurde. Das Bei-
spiel in Fig. 4 zeigt, dass eine relativ geringe Erniedrigung
des an-Wertes von 0,993 auf 0,978 die Lag-Phase um mehr
als das 2,5-fache verldngert und die Wachstumsrate be-
reits stark erniedrigt. Die Generationszeiten betragen im
Beispiel 5,7 h bei a,=0,993 und 13,7 h bei a,, =0,978.
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Wir danken Fri. A. Kocher und Frau E. Pieri iir ihre sorg-
faltige technische Mitarbeit, sowie Herrn P. Knecht fiir die
Konstruktion der Versuchsapparatur.

Fig.4: Wachstumsbeeinflussung der Propionsiure-
bakterien-Kultur durch die Wasseraktiviiat bei 25¢C,
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Da die Abhangigkeit der Bakterienvermehrung von der
Wasseraktivitit in dieser Arbeit unter im {ibrigen ginstigen
Wachstumsbedingungen studiert wurde, ist eine Ueber-
tragung der Resultate auf andere Systeme als das ver-
wendete Peptonmolke-Mediums, z. B, auf Kise als Nahr-
boden, nicht vorbehaltlos mbglich. Eine gleichzeitige Ver-
énderung von zwei oder mehreren Wachstumsparametern
{(aw und pH, Temperatur, Nahrstoffangebot, etc.), wird die
aw~Toleranz beeinflussen. Es ist anzunehmen, dass die
gefundene a,-Toleranz (kritische Wachstumsschranke um
aw=0,95; maximale Wachstumsrate bei a,=0,99), sich bei
gleichzeitiger Verdnderung von mehreren Wachstumspara-
metern nach héheren a,-Werten verschisbt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde der Einfluss der Wasseraklivitat (a,-Wert) auf
die Vermehrung und die Saureproduktion von Propion-
sdurebakterien (Propionibacterium shermanii) untersucht.
Die gewiinschten a,~-Werte wunden entweder durch Ver-
ringarung des absoluten Wassergehaltes des Nihrme-
diums {Peptonmolke) oder durch Zugabe von NaCl ein-
gestellt. Eine einfache Apparatur, die eine Aufrechterhal-
tung eines Feuchiegleichgewichtes unter anaercben Be-
dingungen wéhrend der Bebriitung ermdglichte, wurde
entwickel.

Aus Wachstumskurven war ersichtlich, dass mit sinken-
dem aw-Wert die Lag-Phase und die '‘Generationszeit ver-
langert wurden. Der Gehalt der Kulturiliissigkeit an was-
serdampffliichtigen Sduren nach der Bebritung nahm bel
Unterschreitung eines a.~-Wenrtes von ca. 0,98 stark ab und
reduzierte sich innerhalb eines engen Bereiches (0,98—
0,97) auf ein Minimum. Unterhatb a,=0,98 nahm der Lo-
garithmus der Anzahl lebensfahiger Zellen nahezu linear
mit der Wasseraktivitét bis a,, 0,955 ab. Bei a,£20,95 wurde
die Vermehrung vollstandig gehemmt. Unterhalb dieses
kritischen a.-Wertes begann ein Absterben der Bakterien,

RESUME

Influence de I’activité de 'eau sur la croissance
et le métabolisme des bactéries proploniques

Linfluence de P'activité de 'eau (a.) sur la croissance et
la production en acides des bactéries propionique {Pro-
pionibacterium shermanii) fut étudiée. Les activités dés-
irées furent obtenues soit en diminuant {e contenu ab-
solu en eau du milieu de culture (peptonelactoserum), soit
en y ajoutant du NaCl. Un appareillage simple a été cons-
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truit pour la culture en anaérobiose at pour assurer une
humidité constante.

Il ressort des courbes de croissance que la phase de
latence et le temps de génération s'allongent pour une ac-
tivité de I'eau décroissante. La teneur du milieu de cul-
ture en acides aprés incubation diminue rapidement en
dessous d'une activité d’env. 0,98 et passe & un minimum
dans l'espace d'un trés petit domaine (0,88—0,97). En
dessous de a,=0,98, le logarithme du nombre de celfu-
les vivardes diminue de maniére presque linéaire jusqu'a
une valeur de a,=0,955. A a,220,95 la croissance est en-
tierement inhibée. En dessous de cette valeur critique, les
bactéries meurent lentement,

SUMMARY

Influence of water activity on growth and metabolism
of Propionibacterium shermanii

The influence of water activity (aw} on the acid production
and growth of propionic acid bacteria cultures has been
studied. The desired water activities were obtained either
by varying the water content of the culture media {pep-
tone-whey} or by adding NaCl. A simple apparatus has
been developped which allowed incubations to be carried
out under constant humidity and anaerobic conditions.
Growth curves showed that generation time and lag phase
increased with decreasing water activity. The amount of
acid in the culture media after incubation decreased signi-
ficantly in the narrow aw-range of 0.98—0.97 and below
0.97 remained minimal. The logarithm of the number of
viable bacteria decreased linearly with water activity from
0.98 to (.955. In the vicinity of a,=0.95 inhibition of bac-
terial growth occured. Reducing water activity below this
critical value caused slow death of the cultures.

Bei der Redaktion eingetroffen am 20, 2. 1976
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