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lil. Bakteriologische und enzymatische Untersuchungen

Vergleichende bakteriologische Uniersuchungen an K#sen mit und ohne Nachgirung haben gezeigt, dass in den 4':
Monate alten Kidseproben keine signifikanten Unterschiede in den Keimzahlen der psychrotrophen Lactobazillen,
Fremdkeime, salztoleranten Bakterien, Propionsdurebakterien, Proteoiyten, Lipolyten und Enterokokken nachweisbar

sind.

Deutliche Unterschiede zwischen den beiden Késegruppen wurden dagegen beim Nachweis verschiedener Metabolite
und Enzymaktivititen ermittell. Die Resultate ergeben fiir die Kase mit Nachgérung einen intensiveren Eiweissabbau in
die Tiefe sowie eine stirkere Propionsiuregirung. Diese Abweichungen werden auf eine unterschiedliche Stoffwechsel-

aktivitit der Bakterienflora in der Késemasse zuriickgefiihrt.

1. Einleitung

Die Mikroorganismen sind bei der Entstehung der Nach-
garung wesentlich mitbeteiligt. Dank ihres biochemischen
Leistungsvermégens sind sie fiir den Abbau der Lactose,
des Laclates, des Caseins und anderer Inhaltstoffe im
Kase verantwortlich.

Die CO:-Bildung tm Lagerkeller ist fiir das Nachgarungs-
problem von zentraler Bedeutung. Fir die Lochbildung im
Emmentalerkase ist die COz-Produktion durch die Propion-
saurebakterien unbedingt notwendig. In verschiedenen Ar-
beiten konnte aber auch ein fortdauernder Milchsdureab-
bau im Lagerkeller und somit eine weitere CO:-Produktion
nach erfolgter Lochbildung nachgewiesen werden (28, 32).
Der Milchsiaureabbau bei einer Lagerkellertemperatur von
10—13°C kann jedoch erheblich variieren. In 90 unter-
suchten Emmentalerkdsen schwankt die im Lagerkeller
der Kaserei abgebaute Milchsduremenge zwischen 0,15
und 0,54% (29). Daraus lasst sich nach der Garungsglei-
chung fir die Propionsduregarung eine CO:-Menge von
0,13—0,45 Liter pro kg Kase errechnen.

Reife Kase mit Nachgarung weisen deutlich tiefere Mitch-
saurekonzentrationen auf als Kase guter Qualitat (37).
Demzufolge wird im K3se mit Nachgarung wahrend der
Lochbildung mehr Milchsdure vergoren (34).

Das fiir die Entstehung der Nachgarung veraniworliliche
CO: kann aus verschiedenen Reaktionen stammen. Der
Haupttei!l des im Emmentalerkdse vorhandenen CO: ent-
steht aus der Propionsduregiarung. Wie an anderer Stelle
gezeigt (10). missen aber noch weitere COz-Quellen vor-
handen sein. Es liegt nahe, dass die Vielfalt der Abbau-
produkte des Caseins, namentlich die Aminosauren, zu-
sétzliche CO:-Quellen darstellen. Kasereiversuche haben
einen eindeutigen Zusammenhang zwischen den Milch-
sdurebakterienkulturen und der Nachgarung gezeigt (22,
30, 36). Im Kase mit Nachgirung erfolgte ein intensiverer
Eiweissabbau in die Tiefe. Anhand verschiedener Para-
meter (hthere LAP-, p-Benzochinon- und NPN-Werte) wur-
de dies bewiesen (37). Die Teigbeschaffenheit war fester.
In den tehlerhaften Kisen wurden bereits im Verlaufe der
Reifung 30—40% héhere p-Benzochinonwerte gemessen.
Die Disposition zu einem starkeren Eiweissabbau kann
deshalb bereits relativ frih erkannt werden.

Die vorliegende Arbeit ist ein Teil der umfassenden Un-
tersuchungen von Késen mit und ohne Nachgérung. Sie
enthalt die Ergebnisse der bakteriologischen Analysen und
der enzymatischen Untersuchungen.

2. Material und Methoden

Probematerial

Die Erhebung des Probematerials und dessen Aufarbeitung
fur die Laboratorien wurde in einer friheren Arbeit be-
schrieben (33). Fur den Nachweis verschiedener Metabolite
und Enzyme erfolgte die Probeentnahme aus Versuchskase
der Kaserei Uettligen.

Methoden

Bakteriologische Methoden

Fir die bakteriologischen Untersuchungen wurden die
Kaseproben aufgebrochen und an verschiedenen Stellen
mit einem sterilen Skalpeil 1otal 2 g Kdse entnommen, mit
2 ml Na-Citrat {20%) und 16 m! Peptonmolke (10 g Pepton
Merck; 3 g Hefeextrakt; 1000 ml enteiweisste Molke; pH
7.0) versetzt und in einem Colworth Stomacher 80 wiahrend
2 Minuten aufgeschlossen. Fiir die weiteren Verdinnungen
wurde physiologische Kochsalzlésung (0,9%) verwendet.

«Psychrotrophe» Laktobazillen

Ansatz: Dreifache Reihe der Verdinnung in 10%iger rekon-
stituierter Pulvermagermilch

Bebriitung: 5 Tage bei 15°C

Auswertung: Most Probable Number-Methode von Mc Cra-
dy. Die Laktobazitlen wurden mikroskopisch in den posi-
tiven Rohrchen ermittelt. Stichprobeweise erfolgte zusatz-
lich die Milchsédurebestimmung.

{Eiweissabbauende Milchsiurebakterien)

Fremdkeime (Nichtsdurebildner)
Ansatz: Sugar Free Agar {(BBL 11672)
Bebritung: 3 Tage bei 30°C

Auswertung: Durchschlagende Milchsdurebakterien wur-
den durch Subkulturen auf rekonstituierter Pulvermager-
milch (3 Tage, 30 °C) erfasst und von der Koloniezahl ab-
gezogen.



(Die Funktion der Fremdkeime kann nicht streng definiert
werden, jedoch sind dabei sowohl mdgliche Proteolyten,
Lipolyten, wie auch CO:-Bildner eingeschlossen.)

Salztolerante Keime

Ansatz: Mannitol Salt Agar (BBL 11407)

Bebritung: 2 Tage bei 37 °C

{Diesen Fremdkeimen kommt eine bssondere Bedeutung
zu, weil sie weniger Anspriiche an die Wasseraktivitat
{a,-Wert} stellen und dadurch ihre Tatigkeit im reifenden
Kése unabhangig von der Salzkonzentration fortsetzen
kdnnen.)

Propionsaurebakterien

Ansatz: Laktatagar, hohe Schicht (20 ml Na-Laktat [60%];
30 g Pepton [Merck]; 30 g Hefeextrakt; 6 g Agar; 1000 ml
dest. Wasser; pH 6,8—7,0)

Bebriiung: 10 Tage bei 30°C

Auswertung: Auszéahlen der typischen linsenférmigen oder
geflugelten, fleischfarbigen Kolenien

Im Zweifelsfalle: Mikroskopisches Bild, Katalasetest mit
Hz20: (3%).

Proteolyten (Kaseolyten)

Methode nach FRAZIER und RUPP (12)

(Starke Eiweissabbauer im Gegensatz zu den Laktobazil-
len.)

Lipolyten

IDF/FIL-Standard-Methode 41 (13)

(Eine Decarboxylierung der bei der Fettspaltung anfallen-
den Fettsduren bilden eine mégliche COz-Quelle.)
Enterokokken

Ansatz: Enterococcosel Agar (BBL 12205)

Bebriitung 1 Tag bei 37 °C

Auswertung: Auszdhlen der typisch gefarbten Kolonien,
Mikroskopisches Bild.

{Verschiedene Arbeiten weisen auf die Bedeutung der
Enterokokken im Zusammenhang mit der Nachgéarung hin
[15, 16, 17, 18, 20, 26}.)

Differenzierung der Enterckokken

Pro Platte wurden je 10 Kolonien nach einem stark ver-
einfachten Schema differenziert und der Anteil der einzel-
nen Spezies in Prozenten festgehalten:

Sc. faecialis (dbrige Enterokokken)

u. Subspp. Sc. fascium S¢. durans Sc. bovis Sc. equinus
Saure aus Mannit -+ + —_ — —
Séure aus Sorbit + — — —/+ -
Wachsium bei 109C + + + —+ —_

—/+ = vorwiegend negativ

Enzymatische Methoden

Aufarbeitung: Das im Labor eingegangene Probematerial
wurde in Portionen, luftdicht verschlossen, eingefroren
und fur die jeweilige Analyse am Tage der Bestimmung
wieder auf Zimmertemperatur gebracht. Vorversuche, in
welchen frische mit eingefrorenen Proben verglichen
wurden, zeigten im Gehalt keine Unterschiede. Die Enzym-
aktivitdtsbastimmungen erstreckten sich auf 2—3 Tage,
der Nachweis von Stoffwechselprodukten auf 3—5 Tage.
Fir die jeweilige Analyse wurde vorerst am Hochfrequenz-
homogenisator (Polytron PT 10-35) mit gekiihltem, dest,
Wasser ein Kasehomogenisat hergestellt. Zur Enzymakti-
vitédtsbestimmung diente das filtrierte Homogenisat (in
Verdiinnung 1:20) direkt als Probelésung, fir die Meta-
bolitenbestimmung wurde das nicht filtrierte Homogenisat
sofort der notwendigen Weiterverarbeitung zugefiihrt.

Gesamtmilchsdure, L-Lactat, D-Lactat

Enzymatische Bestimmung mit L-, bzw, D-LDH (28)
Die Gesamtmilchsaurewerte entsprechen der Summe der
enzymatisch bestimmten L- und D-Milchséure.

Pyruvat
Enzymatische Bestimmung mit L-LDH und NADH (5).

Acetat

Es wurde die Testkombination Boehringer Mannheim (UV-
Test) zur Bestimmung von Essigsadure in Lebensmitteln
verwendet. Das zu Acetyl-CoA umgesetzte Acetat reagiert
bei Anwesenheit von Citrat-Synthase und Oxalacetat zu
Citrat und CoA. Die dem Acety!-CoA aquivalente Menge
Oxalacetat wird liber Malat und MDH unter Reduktion von
NAD bereitgestellt {(vorgeschaltete Indikatorreaktion). Ver-
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suche haben ergeben, dass Propionsaure auch in mehr-
facher Menge, wie sie in Emmentalerkédse vorkommt, die
Reaktion nicht stort.

Succinat

Enzymatische Bestimmung mit Succinyl-CoA-Synthetase
Gber Inesin-5'-diphosphat, das mit Phosphoenolpyruvat bei
Anwesenheit ven Pyruvat-Kinase Pyruvat bildet. Die Brenz-
traubensdure wird unter Oxidation von NADH durch LDH
zu Milchsaure reduziert (4). Da die K&seextrakte ATP und
AMP enthalten, und die Succinyl-CoA-Synthetase aus
Schweineherz (Boehringer Nr. 161543} noch geringe Men-
gen Myokinase enthalten kann, ist zur Stabilisierung der
Reaktion ein Zusatz des Myokinase-Hemmers Di-(adenosin-
5')-pentaphosphat notwendig (3). Succinat kann im Per-
chlorsaure-enteiweissien Késeextrakt bis zu einer Konzen-
tration von 800 mg/Liter mit guter Reproduzierbarkeit (VK
< 2%) nachgewiesen werden.

L-Glutamat

Bestimmung der L-Glutaminsaure mit Glutamat-DH und
NAD. Der quantitative Umsatz wird analog der Milchsau-
rebestimmung durch Abfangen der Ketosiure mit Hydra-
zin, NAD-Ueberschuss und alkalischem Milieu erzwungen
{(2).

p-Benzochinonwert

Durch Addition primérer und sekundarer Amine an p-Ben-
zochinon entstehen N-(dihydroxyphenyl)-amine, die mit
Uberschiissigem Chinon intensiv gefarbte 1:1 Charge-
Transferkomplexe bilden {23, 24). Als p-Benzochinonwert
bezeichnen wir das Resultat der photometrisch ermittelten
Farbintensitat in der Bestimmung mit Perchlorsiure-ent-



Tabelle 1: Resultate der bakteriologischen Analysen

Physiologische Gruppe Mittelwert Standardabweichung irrtumswahrscheintichkeit

({log der Keimzahlen (log der Keimzahi zwischen zwischen

pro g Kése) pro g Kése) mit u. ohne Teilvers.

NG

Psychrotrophe Laktobazillen 4,30 1,54 — O
Fremdkeime 593 1,12 — O
Salziolerante Keime 6,16 1,67 —_ @)
Propionsaurebakterien 8,57 2,24 — O
Proteolyten 4,00 1,58 — O
Lipolyten 3,17 1,63 - O
Enterokokken 6,53 0,97 (N =100) - O

N = 120, ausser wo speziell angegeben
i Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,1%
** = |rrtumswahrscheinlichkeit 0,11 bis 0,99%
= Irrtumswahrscheinlichkeit 1,00 bis 5,00%
Irrtumswahrscheinlichkeit < 5%
= keine Signifikanz

| O «

Tabelle 2: Resultate der Enterokokken-Differenzierung

Keimgruppe Mittelwert Standardabweichung Irrtumswahrscheinlichkeit
({log derKeimzahlen (log der Keimzahl zwischen
pro g Kése) pro g Kése) mit u. ohne
NG
Enterokokken total 6,53 0,97 _
— Sc. faecalis u. Subspp. 5,69 1,28 —
— 8Sc. fascium 5,58 1,19 —
— Sc. durans 5,01 1,25 —_—
dbrige Enterckokken 4,97 1,21 —
N = 100



Tabelle 3: Ergebnisse der Bestimmung verschiedener Enzymaktivitaten im Kase

Variable Mittelwert Standardabweichung frrtumswahrscheinlichkeit

zwischen zwischen

chne NG mit NG ohne NG mit NG mit u. ohne NG - Teilvers.
f-Gal. IE 533 807 234 378 wux -
LDH IE 7930 9593 2134 2890 = O
MDH IE 5509 7 046 1403 2025 i -
LAP IE 38 7.0 31 7.7 ik —
GAA IE 64,9 54,1 10,7 12,0 e O
LAA IE 86 14,3 7.8 11,6 * —
PAA IE 1,7 15,5 2,4 4,0 wEx —

Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,1%

** = |rrtumswahrscheinlichkeit 0,11 bis 0,99%
Irrtumswahrscheinlichkeit 1,00 bis 5,00%
Irrtumswahrscheinlichkeit < 5%

keine Signifikanz

i

O
I

Tabelle 4; Ergebnisse der enzymatischen Bestimmung von Metaboliten

Variable Mittelwert Standardabweichung Irrtumswahrscheinlichkeit

zwischen zwischen

chne NG mit NG ohne NG mit NG mit u. ohne NG Teilvers.
Gesamtmilchséure #Mol/g 39,6 279 20,9 21,1 *x —

L({+)-Milchséure #Mol/g 11,2 101

D{—)-Milchsaure uMol/g 27,0 18,2 16,1 13,8 * =
Pyruvat u#Molig 71 47 O
Acetat uMolig 53.4 60,1 50 55 i O
Succinat uMolig 1,5 13,9 25 32 b O
Glutamat #Moelig 28,2 39,2 7.2 95 rEx —_
p-Benzochinon “Molig 2873 380,1 59,2 79,2 i —

Irrtumswahrscheinlichkeit << 0,1%
irrtumswahrscheinlichkeit 0,11 bis 0,99%
Irrtumswahrscheinlichkeit 1,00 bis 5,00%
Irrtumswahrscheinlichkeit < 5%

keine Signifikanz

. W
|O***
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revealed that there are no significant differences in the
following bacteria counts: psychrotrophic lactobacilli,
foreign aerobic germs, salt-tolerating bacteria, propionic
acid bacteria, proteolytic and lipolytic germs and entero-
coccCi.

On the other hand, significant differences have been found
between both cheese groups when determining certain
metabolites and enzymatic activities. As the results show,
proteclysis is more intensive in depth and propionic acid
fermentation is stronger in cheeses with late fermentation.
These differences are attributed to variations in metabolic
activity of the bacterial flora in cheese.
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Die D-Milchsidurekonzentration ist in den qualitativ guten
Kisen eindeutig héher ais in den fehlerhaften Kasen. Das
Verhaltnis von L- zu D-Milchs&ure erlaubt ebenfalls gewis-
se Rickschliisse auf die an der Milchsauregarung betei-
ligten Lactobazillenstamme (31). Die vorliegenden Resul-
tate bestatigen deshalb Unterschiede in der Milchsaure-
bakterienflora der beiden Kasegruppen. Auch hier liegt
die Vermutung nahe, dass die Lb. lactis-Stamme in den
Kasen ohne Nachgarung starker vertreten waren.

Eindeutig hohere Werte wurden in der Aktivitat der Enzy-
me p-Galactosidase und Lactatdehydrogenase in den
Nachgéarungskasen gemessen (Tabelle 3}. Dies bestatigt
Unterschiede in der Milchsaurebakterienflora (insbeson-
dere der Lactobazillen). Die enge Korrelation der §-Galac-
tosidase zu verschiedenen Aminosduren, dem p-Benzo-
chinon- und NPN-Wert erhariet diese Annahme.

Kase mit und ohne Nachgéarung zeigen keine signifikanten
Unterschiede in der Aktivitat der alkalischen Phosphatase.
Es ist jedoch festzustellen (Abbildung 3), dass zu Beginn
der Ddrrflitterung ein Anstieg der Phosphataseaktivitat im
Kase stattfindet, wahrend in den Monaten Mé&rz bis Okto-
ber die Werte unier dem Jahresdurchschnitt liegen. Ein
Zusammenhang zwischen Phosphataseaktivitat und Eiweiss-
abbau ist nicht ausgeschlossen. Nach KNOOP und PETERS
(19) spaltet die Phosphatase die Caseinstrdnge in Sub-
mizellen auf und erleichtert damit den Zutritt der Protea-
sen. Moglicherweise kdnnte hier ein Ansatzpunkt fur das
vermehrte Auftreten der Nachgarung wahrend der Darr-
futterperiode liegen.
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Abb. 3: Phosphataseaktivitdt in Kdsen mit und ohne Nachgérung
im Verlaufe eines Jahres
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5. Folgerungen

Untersuchungen in Késen mit und ohne Nachgarung ha-
ben einerseits eine intensivere Propionsduregérung und
andererseits einen wesentlich stdrkeren Eiweissabbau in
die Tiefe fir die Nachgarungskise ergeben. Inwieweit die
intensivere Proteolyse den Milchsdureabbau durch die
Propionséurebakterien beeinflusst, lasst sich aus den vor-
tliegenden Untersuchungen nicht eruieren. Die in den Nach-
garungskésen deutlich héhere Succinatkonzentration, wie

die starkere MDH-Aktivitat lassen jedoch eine gegensei-
tige Beeinflussung vermuten.

Das Ausmass der verschiedenen GAarungsvorgiange im
Kase ist kaum stdchiometrisch erfassbar, weil in der Kése-
masse weder eine einheitliche Mikrofiora noch einheit-
liche Bedingungen vorliegen. Einerseits sind es die gezielt
eingesetzten Milchsdure- und Propionsdurebakterien, die
fiir die Késereifung verantwortlich sind. Andererseits darf
aber die in der Milch vorkommende, natiirliche Bakterien-
flora nicht ausseracht gelassen werden, da sie kaum in
jedem Falle durch den Fabrikationsprozess und die Milch-
séuregarung vollstandig ausgeschaltet werden kann. Die-
se Vielfalt von Mikroorganismen, die weitere verschiedene
Stoffiwechselvorginge zur Folge haben konnen, machen
es praktisch unméglich, eine prazise Garbilanz zu erstel-
len. Dies um so mehr, als die Gartatigkeit stets fortschreitet
und zu keinem Zeitpunkt zum Erliegen kommt.
Verschiedene Untersuchungen, wie die Aktivitat der En-
zyme f-Galactosidase, LDH, LAP, LAA, PAA und GAA
sowie die Milchsaurekonfiguration, bestatigen Unterschie-
de in den fur die Milchsauregarung und die anschliessende
Kasereifung verantwortlichen Bakierien. Diese Hinweise
geben Anhaltspunkte, dass in Nachgarungskédsen vermehrt
Stamme von Lb. helveticus an der Milchsauregdrung be-
teiligt sind, wahrend in den Kasen guter Qualitat Lb. lactis-
Stamme dominieren. Diese Problematik muss jedoch in
weiteren Versuchen noch eingehender abgeklart werden.
Die aus dem Milchsidureabbau und der Acetatmenge er-
rechnete CO:-Produktion liegt mit maximal 1,3 Liter pro
kg Kase deutlich unter den von FLUECKIGER et al. (10}
ermittelten Gasmengen von 1,4—18 Litern. Es besteht
somit bezogen auf das aus dem Acetat errechneten CO:
eine Differenz von 0,1-—0,6 Liter. Diese Differenz dirfie
durch Umsetzungsreaktionen der Aminosaduren gedeckt
werden (21},

Frau E. Lingg, Frl. J. Briithart, Frl. E. Finger und Frl. H.
Holzer mbchten wir an dieser Stelle fiir die Mitarbeit bei
der Ausfilhrung der Analysen bestens danken.

Résumé

Essais comparatifs sur fromages avec et sans fermentation
secondaire

Ill. Anaiyses bactériologiques et enzymatiques

Des analyses bactériologiques comparatives effectuées
dans des échantillons de fromage de 4Y: mois avec et
sans fermentation secondaire ne présentent pas de diffé-
rences significatives dans le nombre des germes suivants:
lactobacilles psychrotrophes, germes étrangers, bactéries
tolérantes au sel, bactéries propioniques, germes protéo-
lytiques, germes lipolytiques et entérocoques.

Par contre, on a trouvé des différences nettes entre les
deux groupes de fromage en ce qui concerne les méta-
bolites et les activités enzymatiques. Comme le démon-
trent les résultats, la protéolyse est plus intense en pro-
fondeur et la fermentation propionique plus forte dans les
fromages avec fermentation secondaire. Ces divergences
sont imputées & I'activité métabolique variable de la flore
bactérienne dans la masse du fromage.

Abstract

Comparative tests with cheeses with and without

late fermentation

IIf. Bacteriological and enzymatic analyses

Comparative bactericlogical analyses of 4%: months old
cheese samples with and without late fermentation have
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fikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Aus-
gehend von der theoretischen Bilanz der Propionsaure-
garung (3 Lactat— 2 Propionat + 1 Acetat + 1 CQO:) kann
unter Normalbedingungen fiur Kése mit Nachgarung eine
CO2-Produktion pro kg von 0,78 Litern und fir die qualitativ
guten Kase, also cohne Nachgérung, von 0,69 Litern er-
rechnet werden. Die durchschnittliche Differenz von 0,09
Liter pro kg Kase ist relativ gering. Ob diese Mehrproduk-
tion fiir die Nachgéarung verantwortlich sein kann, moéchten
wir bezweifeln. Nach FLUECKIGER et al. (10} variiert die
im Kéase gemessene Gasmenge wahrend der 5-monatigen
Reifung immerhin zwischen 1,4 und 1,8 Liter pro kg Kase.

Die intensivere Propionsauregarung in den Kasen mit Nach-
garung wird durch die enzymatische Acetatbestimmung
(Tabelle 4) erhartet. Die fehlerhaften Kése haben einen
durchschnittlich um 7 «Mol/g héheren Acetatgehalt. Dar-
aus lasst sich wie oben aus dem Milchsaureabbau eine
CO:-Menge errechnen, die fur Kaése ohne Nachgarung
1.19 Liter pro kg und fir die Nachgarungskase 1,34 Liter
pro kg betragt. FLUECKIGER und WALSER (13) konnten
eine CO:-Produktion bereits wahrend der Milchsauregé-
rung im Kase nachweisen. Sowohl die homofermentativen
Streptokokken wie auch die Lactobazillenstdmme sind in
der Lage, aus Lactose CO: zu bilden (14). Acetat kann
ebenfalls wahrend der Milchsauregarung entstehen (7).
Ferner ist zu berucksichtigen, dass die theoretische Bilanz
der Propions&uregarung nicht mit dem tatséchlichen Ace-
tatanteil ibereinstimmen muss (6).

Succinat ist ein Metabolit der Propionsauregarung und
des Zitronensdurezykluses. Ebenso ist die Malat-Dehydro-
genase (MDH) an beiden Stoffwechselwegen beteiligt. Die
Succinatkonzentration und die MDH-Aktivitat steigen mit
dem Beginn der Propionsauregarung deutlich an (35). An-
dererseils kdnnten Succinat und MDH ebenfalls Umwand-
lungen von Aminosauren anzeigen (21). Dies wird durch
den hohen Korrelationskoeffizienten zu mehreren Amino-
sauren und zum NPN-Wert bestétigt. Die hohere Konzen-
tration im Kase mit Nachgdrung lasst jedenfalls erkennen,
dass dem Succinat eine Regulierfunktion im Stoffwechsel
zukommt und die MDH ein Indikator fiir diese Reaktionen
sein kann.

Der Pyruvatgehalt nimmt mit dem Beginn der Propion-
sduregarung im Kase zu (31). Die beiden Késegruppen
unterscheiden sich aber nach 4': Monaten nicht (Tabelle
4). Dem Pyruvatnachweis kommt somit in bezug auf das
Nachgéarungsproblem keine besondere Bedeutung zu.
Ebenfalls lasst die jahreszeitliche Auswertung keinerlei
Hinweise auf einen moglichen Einfluss der Fitterung er-
kennen.

Mit dem p-Benzochinonwert wird der Eiweissabbau in die
Tiefe ermitte!t. Wie aus Tabelle 4 hervorgent, weisen die
Kéase mit Nachgarung deutlich hdhere p-Benzochinonwer-
te auf als die Kase guter Qualitdt. Damit wird der inten-
sivere Eiweissabbau zu niedermolekularen Verbindungen
erneut bestatigt. Die Korrelationsfaktoren zwischen dem
p-Benzochinonwert und dem Total der freien Aminosdu-
ren, dem NPN-Wert, dem Prolin und dem Isoleucin
sind hoch (09). Fur Threonin, Serin, Glutaminsaure,
Glycin, Alanin, Valin, Methicnin, Leucin, Phenylalanin, Ly-
sin, Histidin sowie fir die Wassersorption und Succinat
liegt der Korrelationsfaktor zwischen 0,7 und 0.9, Weiter
korreliert der p-Benzochinonwert zur g-Galactosidase,
MDH, LAP, LAA und PAA.

Der enzymatische Glutamatnachweis ergibt tfir die Kase
mit Nachgarung ebenfalls deutlich héhere Werte (Tabelle
4). Dies bestadtigt den intensiveren Eiweissabbau in die
Tiefe in den Nachgérungskasen.
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Eine intensivere proteolytische Aktivitat zeigen ferner die
in Nachgé&rungskasen signifikant héheren Werte der Enzym-
gruppen L-Leucin-Arylamidase (LAP), L-Lysin-Arylamidase
(LAA) und L-Prolin-Arylamidase (PAA). Im Gegensatz dazu
ist die L-Glutaminsdure-Arylamidase (GAA}-Aktivitat in den
qualitativ guten Kisen deutlich héher, Diese Feststellung
wirde somit beziglich der Proteolyse im Widerspruch zu
den Ubrigen Resultaten stehen. In Versuchen mit Rohmisch-
kulturen zur Késeherstellung konnten wir jedoch feststel-
len, dass sich die GAA entgegengesetzt zur LAA und LAP
verhalt und eine Aussage Gber die in den Kulturen einge-
setzten Lactobazillenarten erlaubt.
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Abb. 2: D-Lactat in K&sen, hergestellt mit verschiedenen Kulturen

Die Rohmischkultur (RMK)} 150 enthadlt Sc. thermophilus
und Lb. lactis-Stamme, wahrend die RMK 140 Sc. thermo-
philus und Lb. helveticus-Stamme aufweist. Aus den Ab-
bildungen 1 und 2 geht hervor, dass die Lb. lactis-Stamme
im Kase einen hoéheren Anteil von D-Milchsaure, tiefere
LAP- sowie héhere GAA-Werte als die Kulturen mit Lb.
helveticus-Stammen ergeben. Diese Feststellung konnte
in der Folge mit Reinkulturen bestatigt werden. Zudem
wurde eine sehr enge Korrelation zwischen LAA und LAP
{Korrelationskoeftizient 0,95) ermittelt. Die vorliegenden
Ergebnisse lassen somit vermuten, dass in Kasen mit Nach-
garung die Lb. helveticus-Stamme starker vertreten sind.



eiweisstem Kaseextrakt. Die Konzentrationsangabe bezieht
sich auf den Standard «L-Glutaminsadure», welche als freie
Aminosaure in reifem Emmentalerkése am starksten ver-
treten ist.

Enzymaktivitidtsbestimmungen:

Die optimalen Reaktionsbedingungen (pH, Substrat- und
Aktivatorkonzentration) fir das Késehomogenisat wurden
in Vorversuchen ermittelt. g-Galactosidase, LDH und MDH
konnte direkt wahrend 3 Min. registriert und anhandg des
Enzymwinkels berechnet werden. Die alkalische Phospha-
tase wurde wahrend 30 Min., die Aminosaure-Arylamidasen
wiahrend 120 Min. unter Lichtabschluss inkubiert.

Mit Ausnahme der alk. Phosphatase, wo mitiels eines
Standards berechnet wurde, rechneten wir mit den ent-
sprechenden mikromolaren Extinktionskoeffizienten.

Die Enzymaktivitdten sind in Internationaien Einheiten
{Mol Substratumsatz X 1000 g ' X Min.~'}angegeben und
bei 25 °C {Ausnahme: Alk. Phosphatase 37 *C) gemessen.

p-Galactosidase {f-Gal} (40)

2-Nitrophenyl-g-D-Galactopyranosid 1 mM
Phosphatpuffer 1/15 M (+ 1.6 mM Mg2*) pH 7,4

Lactatdehydrogenase (LDH) {25)
Na-Pyruvat 0,86 mM; NADH 0,4 mM
Tridthanolaminpuffer 50 mM (+ 5 mM EDTA) pH 7,5

Alkalische Phosphatase (41)

p-Nitrophenylphosphat-Na:z 3,8 mM
Ammediol-HCI-Putfer 50 mM (+ 0.5 mM Mg?*} pH 10,0

Malat-Dehydrogenase (MDH) (1)

Oxalacetat 1,1 mM; NADH 0,22 mM

Phosphatpuffer 0,1 M (+ 5 mM EDTA) pH 7.2

Das Substrat Oxalacetat wird direkt in der KOvette enzy-
matisch durch GOT, Ketoglutarat und Aspartat bereiige-
stellt.

Aminosaure-Arylamidasen

In Vorversuchen hatten wir verschiedene der von der
Firma Merck erhdltlichen Aminoséaure-4-Nitroanilide (8, 9,
38, 39) getestet (L-Glutaminsdure-5-; L-Glutaminsaure-1-;
L-Leucin-; L-Lysin-; L-Prolin-; N-Glutaryl-L-Phenylalanin-;
N-Benzoyl-Arginin-; Succinyl-Phenylalanin- und Phenylala-
nin-4-Nitroanilid).

Das Kdsehomogenisat zeigte unter den vorliegenden Test-
bedingungen lediglich bei den p-Nitroaniliden der Amino-
sduren Glutaminsdure, Leucin, Lysin und Prolin eine
messbare Aktivitat. Ueber die mit L-Leucin-4-nitroanitid ge-
messene, exoproteolytische Aktivitdt in Emmentalerkase
wurde bereits berichtet (37). Trotz der anzunehmenden
«breiten Unspezifitit» gegeniber den 4 genannten Amino-
saure-4-nitroaniliden, wurden sie in die vergleichenden
Untersuchungen aufgenommen. Vor allem auch des Um-
standes wegen, dass diese Aminosauren in der oben auf-
gefOhrten Reihenfolge mehr als die Halfte der im Kase
vorliegenden Menge an freien Aminos&uren ausmachen.

L-Leucin-Arylamidase (LAP)

{friher als Leucin-Aminopeptidase bezeichnet)
L-Leucin-4-nitroanilid 1 mM

Phosphatpuffer 1/15 M (+ 1,8 mM Mg?*) pH 7,4
L-Glutaminséure-Arylamidase {(GAA)
L-Glutaminsaure-5-(4-nitreanilid) 2 mM
Phosphatpuffer 1/15 M pH 7.4
L-Lysin-Arylamidase (LAA)

L-Lysin-4-nitroanilid 2 mM

Phosphatpuffer 1/15 M pH 7.4

L-Prolin-Arylamidase (PAA}
L-Prolin-4-nitroanilid 2 mM
Phosphatpuffer 1/15 M pH 7,4

3. Ergebnisse

Entgegen den Erwartungen hat die Gesamtauswertung der
bakteriologischen Analysen gezeigt, dass die vergleichen-
den Untersuchungen im Kase mit und ohne Nachgéarung
keine signifikanten Unterschiede hervorbrachten. In Ta-
belle 1 wurde deshalb fir jede der untersuchten Keim-
gruppen nur ein Mittelwert angegeben. Weiter kommt in
dieser Tabelle zum Ausdruck, dass zwischen den Teilver-
suchen, d. h. von einer monatlichen Probeentnahme zur
andern, signifikante Unterschiede vorhanden sind. Der
statistischen Auswertung gemass, handelt es sich eindeu-
tig nicht um saisonale Einfiisse, sondern um methodische
Streuungen, die personalbedingt waren.

Tabelle 2 zeigt, dass die Differenzierung der Enterokokken
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Kasegruppen aufwies., Die untersuchten Spezies
waren gleichmassig in beiden Varianten vertreten.

Die Ergebnisse der Bestimmung verschiedener Enzym-
aktivitdten sowie einiger Metabolite ergeben zwischen den
beiden Gruppen zum Teil recht deutliche Unterschiede und
sind in den Tabellen 3 und 4 zusammengefasst.

4. Diskussion

Im Gegensatz zu den enzymatischen Analysen weisen die
bakteriologischen Untersuchungen zwischen Kése mit und
chne Nachgérung keine signifikanten Unterschiede auf.
Dabei ist jedoch zu berlcksichtigen, dass das Alter der
Kése zur Zeit der Analyse rund 4Y: Monate betrug. Eine
bakteriologische Untersuchung deckt nur den momentanen
bakteriologischen Status des Késes auf und sagt daher
nichts Uber das vorgangige bakteriologische Geschehen
(Vermehrung, Autolyse) und die spezifische Aktivitat der
bakteriellen Enzyme aus. Wahrend der Kasereifung muss
stets mit einer Autolyse eines Teils der Mikrobenpopula-
tion gerechnet werden. Lebendkeimzahl und Enzymaktivi-
tdt missen deshalb nicht in direktem Zusammenhang ste-
hen. Eine baktericlogische Keimzahlbestimmung allein
sagt ferner nichts aus iber die gegenseitige Beeinflussung
einzelner physiologischer Bakteriengruppen durch Stoff-
wechselprodukte.

Die Resultate der bakteriologischen Analysen (Tabellen 1
und 2} stehen im Widerspruch zu den von KIELWEIN ge-
machten Feststellungen (15, 16, 17, 18). Es konnte in den
untersuchten Proben keine erhdhte Enterokokkenzahl (im
Speziellen Sc. durans und Sc. faeciums) nachgewiesen
werden.

RITTER (26, 27) verweist vor allem auf die Fahigkeit einer
grossen Zahl von Mikroorganismen, Aminoséuren zu de-
carboxylieren. In diesem Zusammenhang sei speziell die
Arbeit von KURMANN und SCHILT (20) erwahnt, in der die
Decarboxylierung von Tyrosin und Arginin durch Sc. fae-
calis aufgezeigt wird. DALLA TORRE (6) beschreibt die
Fahigkeit der Propionsidurebakterien, bestimmte Amino-
séuren zu decarboxylieren.

Die Kase mit Nachgéarung weisen sinen um 12 «Mol/g tie-
feren durchschnittlichen Milchsauregehalt auf. Diese Dif-
ferenz ist hochstwahrscheinlich durch eine intensive Pro-
pionséuregarung bedingt, wie in einer friheren Arbeit
gezeigt wurde (37). In einigen Herstellerbetrieben wurde
in der entsprechenden Periode der Milchsduregehalt der
24-stiindigen K&se bestimmt, Die Erhebungen zeigten
einen Durchschnittswert von 133 xMol/g und keinen signi-
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