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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit
dem Einfluss des Rohmilchalters sowie
demjenigen drei verschiedener, in der
Praxis eingesetzter Kulturen auf die Ent-
wicklung freier Aminoséuren im Verlaufe
der Lagerung von Joghurt. Das Alter der
fir die Joghurtherstellung verwendeten
Rohmilch beeinflusst den Gehalt an freien
Aminoséduren nur in geringem Masse. In
aus dem Handel erhélftliichen Joghurtpro-
ben zeigte sich ein unterschiedliches Mu-
ster an freien Aminoséuren, was auf die
unterschiedliche proteolytische Aktivitat
der eingesetzten Starterkufturen zuriick-
zufijhren ist,

Einleitung

Bei der Vergérung von Miich zu Joghurt
voliziehen sich verschiedene blochemi-
sche Vorgénge. Neben der Milchsaure-
géarung wird durch die proteolytische Ak-
tivitét der Starterkulturen auch teilweise
das Milchprotein verandert (4, 12, 14, 15,
17). Dabei ist neben dem Auftreten von
Peptiden (9) auch vermehrt mit dem Vor-
handensein von freien Aminosauren zu
rechnen, die bereits in der Milch in gerin-
gen Konzentrationen nachgewiesen wer-
den kdnnen {7, 11). Uber deren Auftreten
wiéhrend der Fermentation wurde bereits
verschiedentlich berichtet (1, 9, 12, 13,
16, 18, 19, 21). Das Auftreten der freien
Aminosduren ist von der proteolytischen

Aktivitét der eingesetzten Starterkulturen
abhéngig, womit die unterschiedlichen
Aminosdurenkonzentrationen in Joghurt
erklart werden kénnen. Die durch die Pro-
teolyse gebildeten Substanzen tragen zur
Textur und zum Aroma sowie zu erngh-
rungsphysiologischen Eigenschaften der
Produkte bei.

Im Verlaufe der Lagerung von Joghurt ist
jedoch damit zu rechnen, dass die durch
die Fermentation eingeleiteten Vorgénge,
beruhend auf einer proteclytischen Akti-
vitat der Starterkulturen, in vermindertem
Masse weitergehen und zu einem weite-
ren Ansteigen an freien Aminoséuren fih-
ren kdnnen, was sich auch in einer fort-
schreitenden Proteolyse wahrend der La-
gerung von Joghurt und anderen
Sauermilchprodukten zeigte (2, 9). Es
kann auch erwartet werden, dass das
Alter der eingesetzten Milch aufgrund
seiner mikrobiologischen Beschaffenheit
die Entwicklung der freien Aminoséuren
beeinflussen kann. Zu diesem Zwecke
wurde in der vorliegenden Arbeit der Ein-
fluss des Alters der Rohmilch sowie von
drei unterschiedlichen, in der Praxis ein-
gesetzten Starterkutturen auf die Bildung
der freien Aminoséuren im Verlaufe der
Lagerung von Joghurt untersucht. Damit
sollte unter anderem ermittelt werden, ob
die freien Aminosduren neben anderen
Parametern (6) als Kriterium fiir die Halt-
barkeit herbeigezogen werden kénnen,

Tabelle 1. Herstellungsbedingungen und Zusammensetzung der von drei Moikereien

bezogenen Joghurts (6).
Hersteller 1 Hersteller 2 Hersteller 3
Erhéhung der Trockenmasse durch Eindampfung Magermilchpulver Eindampfung
Pasteurisation °Cimin 9217 90/ 11 92115
Homogenisation *Cibar 721190 80/180 707160
Starterkultur Wiesby MSK w2 Wiesby 709 + 4 Wiesby V16 +1
Art der Kultur milds&vemnd traditioneil mildssuemd
Zusammenselzung der Starterkultur Sc. thermophilus 3¢, thermophilus Sc. thermophilus
Lh. bulgancus Lb. bulgaricus Lb. bulgaricus
Lb. acidophilus Lc factis
Lc. cremods
Impftemperatur C 41.5 45 48.5
Bebrltungstemperatur °C 41 41 41
Bebritungszeit h 3 35 4
Wasser alkg 867.8 866.5 B65.5
Fett a/kg 36.1 355 359
Protein o/kg 347 34.4 336

Material und Methoden

Joghurtherstellung

Alter der Milch

Rohe Magermilch wurde frisch bzw. nach
6 Tagen Lagerung bei 4 °C auf ihren
Gehalt an freien Aminos&uren unter-
sucht. Der Einfluss der Qualitat der verar-
beiteten Magermilch auf die Joghurtqua-
litdt nach einer Woche sowie deren sen-
sorische Beurteilung wurde bereits
beschrieben (5).

Einfluss der Lagerungszeit

Die Verarbeitung der Milch zu stichfe-
stem Natur-Joghurt erfolgte in einem
Mehrzweckerhitzer in Chargen zu 20 kg.
In die auf 40 °C erwdrmte Magermilch
wurde Magermilchpulver (20 g/L) einge-
rihrt. Die anschliessende Erhitzung der
Joghurtmilch erfolgte auf 93 °C mit einer
Heisshaltezeit von 10 Minuten. Nach der
Kihlung wurde die Betriebskultur (15 g/L_,
Wiesby V709) wahrend 25 Minuten bei 45
°C eingerlihrt. Die Joghurts wurden in
Polystyrolbecher {180 g) abgeflillt und bis
zum Untersuchungszeitpunkt in einem
Klimaraum bei 8 °C {ohne Licht) gelagert.
Die freien Aminoséauren wurden zuerst in
der Milch und dann im Joghurt nach 1
und 3 Wochen Lagerung bestimmt.

Einfluss von Starterkulturen
Fiir Haltbarkeitsversuche wurde stichfe-
ster Nature-Joghurt aus der Normalfabri-



kation von drei Molkereien bezogen, der
mit unterschiedlichen Herstellungsbedin-
gungen und Starterkulturen hergestellt
wurde {Tabelle 1). Der Einfluss der Lage-
rung auf die Joghurtqualitit dieser Pro-
dukte wurde bereits beschrieben (6). Die
Lagerung der Produkte erfolgte wie oben
beschrieben. Nach 6, 13, 20 und 27 Ta-
gen wurden in diesen Proben die freien
Aminoséauren bestimmt.

Bestimmung der freien Aminosé&uren

Die Joghurtproben wurden mit Hexan
entfettet und anschliessend lyophilisiert.
Ca. 1 g Joghurtiyophilisat wurde auf 1 mg
genau in ein Reagenzglas eingewogen
und mit 4.5 mL Lithiumverdinnungspuf-
fer und 500 pL Norvalinlésung germischt.
500 plL Sulfosalicylsaureldsung (500 g/
kg) wurden zugesetzt und wihrend 30
Sekunden auf dem Reagenzienmischer
gehalten, Das Gemisch wurde 30 Minu-
ten stehengelassen und anschliessend
15 Minuten bei 5000 U/Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde durch einen
Einwegfilterhalter filtriert. Die chromato-
graphische Auftrennung erfolgte an-
schliessend auf sinem Aminosaureanaly-

Tabelle 2. Relative Standardabweichung
bei der Bestimmung der freien Amino-
séuren,

sator mit Kationenaustauscherséaule. Die
primdren Aminosduren wurden nach ei-
ner Ninhydrin-Reaktion bei 570 nm und
die sekundéren bei 440 nm detektiert (3).
In Tabelle 2 sind die relativen Standard-
abweichungen der freien Aminoséuren
aufgefihrt.

Resultate und Diskussion

Die Resultate der hier durchgefilhrien
Untersuchungen sind in den Tabellen 3
und 4 zusammengefasst.

Einfluss der Lagerungszeit der Aus-
gangsmilch auf deren Konzentration
an freien Aminosduren

Rohmilch enthdlt bereits eine niedrige
Konzentration an freien Aminosauren. In

der 1 Tage alten Rohmilch sticht unter
allen freien Aminoséuren mit etwa 50 %
die Glutamins&ure hervor. Die anderen
freien Aminosauren machen jeweils weni-
ger als 10 % aus (Tabelle 3, Kolonne 2).
Diese Resultate stimmen teilweise mit
den in der Literatur vorhandenen Anga-
ben lUberein {1, 7, 16, 20).

In der Praxis wird oft Milch zu Joghurt
verarbeitet, die wahrend mehrerer Tage
gelagert wurde. Die 6 Tage alte Milch
unterschied sich gegeniber derjenigen
des 1. Tages im wesentlichen in der An-
zahl an aercben mesophilen und psy-
chrotrophen Keimen sowie in der Anzahl
an Lipolyten (5). Hingegen blieb die Zu-
sammensetzung der freien Aminosiuren
praktisch unverndert (siehe Tabelle 3,
Kolonnen 2 und 5). Einzig die Summe der
essentiellen Aminosauren war in 6 Tage
after Milch leicht erhdht, diejenige der
Glutaminsaure erniedrigt.

Tabelle 3. Einfluss des Rohmilchalters auf die Veranderungen der freien Aminoséuren
in gelagertem Joghurt im Vergleich zur Ausgangsmilch (mmol/kg) (Mittelwerte n=4)

n.d. = unter der Nachweisgrenze
ess. As. = essentielle Aminosauren

Amincséure Milch Joghurt Miich Joghurt
Aminosaure Rel. sr (%) 1 Tag TW.  3W 6Tage 1W. 3W.
Phosphoserin 33 Alanin 0.04 020 0.24 0.03 0.17 0.20
Asparaginséure 37 a-Aminobuttersaure n.d. n.d. 0.01 n.d. 0.01 0.01
Threonin 28 Arginin 0.03 012 0.4 0.02 0.10 0.11
Serin 36 Asparagin n.d. 0.06 0.05 n.d. 0.05  0.05
Asparagin 45 Asparaginsaure 0.03 019 013 0.03 0.15 0.14
Glutaminséure 33 y-Aminobutterséure n.d. 022 014 n.d. 0.21 0.25
Glutamin 133 Glutamin 0.01 012 0.1 nd. 011 0.10
Prolin 40 Glutaminsaure 0.33 011 006 025 011 007
Glyein 32 Glycin 0.07 006 006 007 006 005
Alanin 34 Histidin nd. 010  0.11 nd. 008  0.12
Citrullin 4.8 Isoleucin n.d. 007 004 nd. 0.06 005
Velin 58 Leucin 0.01 017  0.16 0.01 014 014
Cystin 38 Lysin 0.03 018  0.14 005 017 017
:\g;t:l';’:r']" 2? Methionin nd. 001 001 nd. 001 0.0
Leudin e Omithin 0.01 001  0.01 0.01 nd. 001
Tyrosin 40 Phenylalanin nd. 0.04 0.06 n.d. 0.04 0.05
Phenylalanin 25 Phosphoserin 0.02 0.13 0.14 0.02 0.10 0.15
B-Alanin ca Profin 0.01 056 048 0.02 055 059
-Aminobutersiure 49 Serin 0.01 024 015 0.02 016  0.16
Ormithin 57 Threonin 0.02 013 020 0.05 016  0.16
Lysin 35 Tyersin n.d. 0.04 0.06 nd. 0.05 0.04
Histidin 32 Valin 0.02 0.10  0.07 0.02 008 007
Tryptophan 42 Summe ess. As. 0.09 075 073 0.13 0.72 0.70
Arginin 3.8 Summe aller As. 0.64 286 256 0.60 2.59 2.70




Einfluss von unterschiedlich gelager-
ter Milch auf die Konzentration an
freien Aminosduren des Joghurts

Die Verarbeitung von Milch zu fermentier-
ten Milchprodukten erhéhte den Gehalt
praktisch aller freier Aminosauren, unab-
hdngig von der Lagerung der Milch (Ta-
belie 3, Kolonnen 2 und 3 resp. 5 und 6).
Als einzige Ausnahme ist die Glutamin-
sdure zu erwahnen, die wahrend der Fer-
mentation deutlich abnahm. Diese Ami-
nosaure wird zu y-Aminobuttersaure ab-
gebaut, was sich an deren erhéhten
Gehalt manifestiert. Daneben blieben o-
Aminobuttersdure, Glycin, Methionin, Or-
nithin und Phenylalanin unverandert.
Deutlich erhéht hat sich im Joghurt als
freie Aminoséure das Prolin. Da der Ge-
halt an freien Aminoséduren erst eine Wo-
che nach der Fabrikation ermittelt wurde,
kann nichts dariber ausgesagt werden,
welchen Einfluss die einwéchige Lage-
rung ausubt. Aus der Arbeit von Alm (1),
die Milch sowie Joghurt, hergestellt mit
einem im Handel erhaltlichen Gemisch
von Lactobacillus bulgaricus und Strep-
tococcus thermophilus, am 1. und am 11,
Tage untersuchte, ist abzuleiten, dass
sich der Gebalt an den einzelnen freien
Aminosduren nicht mehr im gleichen
Umfange erhéhte wie nach der Fermen-
tierung.

Dass die Fermentation den Gehalt an frei-
en Aminosduren stark verdndert, wurde
bereits verschiedentlich nachgewiesen
(1,9, 12, 13, 16, 18, 19, 21}. So konnten
beispielsweise in Buttermilch, Joghurt,
Kefir, Acidophilus-, Bifidusmilch und an-
deren fermentierten Milchprodukten un-
terschiedliche Gehalte an freien Amino-
séuren gefunden werden {1, 9, 13).

Einfluss der Lagerung des Joghurts
auf die Konzentration an freien Ami-
noséuren

Das Alter der Ausgangsmilch (1 Tag bzw.
6 Tage alt} beeinflusste trotz einer erhth-
ten Anzahl an Keimen den Gehalt an frei-
en Aminosduren im gelagerten Joghurt
nur bei wenigen Aminosauren {Tabelle 3,
Kolornnen 3 und 4 resp. 6 und 7). So
nahmen beim Joghurt aus 1 Tage alter
Milch Asparaginsdure, y-Aminobutter-
séure, Prolin, Serin und die Summe aller
freien Aminosduren zwischen der 1. und
3. Woche ab und Threonin zu, wihrend
sie beim Produkt aus der 6 Tage alten
Milch praktisch unverandert, d.h. inner-
halb der Fehlergrenze von 0.05 mmoi/kg,
blieben (Takelle 3). In der Literatur sind
unseres Wissens keine Angaben zum
Einfluss des Rohmilchalters auf den Ge-
halt an freien Aminoséuren vorhanden.,

Tabelle 4. Freie Aminoséuren (mmaol/kg) in Jeghurtproben verschiedener Hersteller
wiéhrend der Lagerung (Mittelwerte aus je zwei bei 8°C gelagerten Proben). Abkiir-

zungen siehe Tabelle 3.

Aminosaure Hersteller 1 Hersteller 2 Hersteller 3

Tage 6 13 20 27 [ i3 20 27 6 13 20 27
Alanin 038 035 037 040 023 022 019 020 011 008 008 009
Arginir 010 0N 011 012 008 010 009 0.10 002 002 002 002
Asparagin 006 005 004 004 004 005 005 004 0.01  Spur Spur 0.01
Asparaginsaure 021 021 018 020 15 Q16 015 Q.17 001 001 0M 001
B-Alanin Q01 003 003 004 nd. 00t 001 001 nd, n.d. nd, n.d,
y-Aminobutlersdure Spur  Spur  n.d. nd, 043 049 062 087 013 020 019 020
Giutarmin 021 0316 014 0418 013 €12 009 009 Spur  Spur Spur Spur
Glutaminsaure 061 048 042 043 009 009 0.08 007 008 004 003 004
Glyein 0t3 012 011 011 010 @11 D10 012 002 002 003 0.03
Histidin 013 012 011 011 0.08 008 008 0.09 0oz o002 002 002
Isoleucin 009 006 005 004 007 008 007 006 002z @02 002 002
Leucin 018 @17 020 022 011 014 0142 045 002 003 003 003
Lysin 020 019 018 018 018 018 044 017 004 005 004 005
Methicnin 002 002 003 003 001 001 001 01 nd. nd nd nd
Phenylalanin 006 006 006 007 004 005 004 004 002 001 001 002
Phosphoserin 014 019 023 023 018 020 022 023 009 009 010 0.10
Phospho#thanolamin - 0.08 009 0.09 0.10 11 011 @10 011 011 911 010 OM
Prolin 054 049 070 0.76 042 043 052 077 019 018 021 022
Serin 027 022 023 023 017 018 018 0.9 001 001 001 001
Taurin 022 026 025 026 023 024 022 025 024 023 020 024
Threonin 008 006 005 005 005 D068 008 006 603 003 003 003
Tyrosin 005 005 007 007 004 004 004 005 02 002 o002 002
Valin 016 013 013 013 008 010 008 009 003 003 002 003
Summe ess. As. 684 074 075 079 058 066 05 0863 018 019 Q17 020
Sumime aller As. 393 362 376 397 302 327 327 394 122 120 117 130

Abkirzunaen sishe Tabelle 3

Verdnderungen der freien Aminoséu-
ren im Verlaufe der Lagerung von
Joghurtproben, die mit drei verschie-
denen Starterkulturen hergestelit
wurden

Die Gehalte an freien Aminos&uren in Jo-
ghurtproben, die von drei verschiedenen
schweizerischen Herstellern  bezogen
und wahrend vier Wochen bei 8 °C gela-
gert wurden, verdnderten sich nicht allzu
stark (Tabelle 4). Deutlich nahm beim
Produkt 1 die Konzentration der Glut-
aminsdure und des Glutamins ab und
diejenige des Prolins sowie des Phos-
phoserins zu. Beim Produkt 2 und 3 er-
héhte sich der Gehalt der y-Aminobutter-
séure und beim Produkt 2 ebenfalls der-
jenige des Prolins. Zwischen dem 6, und
13. Tage veranderten sich beim Produkt 1
Glutamin, Serin und beim Produkt 3 y-
Aminobuttersiure und Glutaminséure.
Werden aber die drei Produkte miteinan-
der verglichen, unterscheidet sich das
Produkt des dritten Herstellers deutlich
von den beiden anderen, was durch die
eingesetzten Starterkulturen, aber weni-
ger durch die unterschiedlichen Herstel-
lungsbedingungen zu erkldren Ist (Tabelle
1). Es enthielt nur 30 bis 40 % der Summe
der freien Aminoséuren der beiden Ver-
gleichsprodukte. Diese beiden unter-
schieden sich am Anfang mit etwa 20 %
und glichen sich im Verlaufe der Lage-
rung an. Im weiteren wurden bei den ein-
zelnen Aminoséuren Asparagin, Aspara-
ginséure, Glutamin und Methionin prak-
tisch ausschliesslich in Joghurt 1 und 2
gefunden, wihrend beispielsweise y-
Aminobuttersiure in Produkt 1 nicht vor-
kommt. Diese Aminosdure ist dagegen in
den Produkten 2 und 3 deutlich erhdht,
was durch deren gleichzeitig tiefen Ge-
halt an Glutaminsaure, die zu y-Amino-
buttersdure abgebaut werden kann, zu
erklaren ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen,
dass das Spektrum der freien Aminosau-
ren der verschiedenen fermentierten
Milchprodukte auf die unterschiedlichen
proteolytischen Aktivititen der einge-
setzten Starterkulturen zurlickzuf(ihren
sind (10). So werden im Joghurt vor allem
durch die proteolytische Wirkung von
Lactobacillus bulgaricus und in anderen
fermentierten Sauermilchprodukten
durch diejenige von Lactobacillus acido-
philus sowie Bifidobacterium bifidus freie
Aminosduren angereichert, wihrend die
Streptokokken wie Streptococcus ther-
mophifus den Gehalt an diesen Amino-
sauren vermindern, weil diese auf ein An-
gebot an freien Aminoséuren angewiesen
sind. Dies wurde in friheren Untersu-
chungen mit Streptococcus cremoris ge-
zeigt {1, 8, 12, 18). Auch in dieser Arbeit
konnte anhand der im Handel erhaltlichen
Joghurtproben ein unterschiedlicher Ein-
fluss der eingesetzten Starterkulturen ge-



zeigt werden (Tabelle 4). Die freien Ami-
noséuren eignen sich nicht als Kriterium
fir die Haltbarkeit, dafir ist in mikrobiolo-
gisch einwandfreien Produkten vielmehr
die sensorische Beurteilung herbeizuzie-
hen (6).

Schlussfolgerung

Diese Lagerungsstudien haben deutlich
gezeigt, dass sich im Joghurt die Kon-
zentration an freien Aminosduren zwi-
schen der ersten und dritten Woche nur
bei wenigen Aminoséuren verdnderte.
Auch das Rohmilchalter beeinflusste de-
ren Konzentration praktisch nicht. Dage-
gen waren aber die herstellerspezifischen
Unterschiede, bedingt durch die Wahl
der Starterkulturen, wesentlich ausge-
pragter als die lagerungsbedingten. Ins-
gesamt kann festgehalten werden, dass
die Verénderungen der freien Aminoséu-
ren zwischen der ersten und der vierten
Lagerungswoche nicht mit den Haltbar-
keitskriterien korrelieren werder.

Dank

Den drel Milchverarbeitungsbetrieben
danken wir fir die zur Verfiigung gestell-
ten Joghurtproben.
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Résumé

Modification des acides aminés libres
pendant le stockage des yogourts

U. BUTIKOFER, P. EBERHARD, DORIS
FUCHS, R. SIEBER

Schweiz. Milchw. Forschung 24 (1) 3-6
(1995)

La présente étude traite de I'influence de
I’age du lait et de trois différentes cultures
sur le développernent des acides aminés
libres au cours du stockage des yo-
gourts. L'Age du lait cru utilisé pour fa
fabrication des yoghourts n'a influencé
que légérement la teneur en acides ami-
nés libres. L’échantillonnage des acides
aminés libres dans les yoghourts prove-
nant du commerce différait d’'un yogourt
& l'autre; cette variation peut étre mise sur
le compte de |'activité protéolytique diffé-
renciée des levains utilisés.

Summary

Changes of free amino acids during
storage of yogurt

U. BUTIKOFER, P. EBERHARD, DORIS
FUCHS, R. SIEBER

Schweiz. Milchw. Forschung 24 (1) 3-6
{1995)

The present study deals with the effect of
raw milk age and of three different starter
cultures on the development of free ami-
no acids during storage of yogurt. The
age of the raw milk used influenced the
amino acid content only a little. The pat-
tern of free amino acids was different in
the commercial yogurt samples which
can be attributed to the proteolytical acti-
vity of the starter cultures.



