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Késefabrikation und Exopolysaccharide

Robert Sieber, Marie-Therese Fréhlich-Wyder
Eidgendssische Forschungsanstait

filr Milchwirtschaft (FAM),

Lishefeld, CH-3003 Bern

Zusammenfassung

Verschiedene Mikroorganismen sind in der Lage, Exopolysaccharide zu bilden. Solche
schleimbildenden Milchsaurebakterienstdamme werden bei der Herstellung von skandi-
navischen Sauermilchprodukten singesetzt. Bei der Késsherstellung, vor allem von
fettreduziertem Mozzarella, fiihrt deren Verwendung zu einem héheren Wassergehalt
und damit auch zu einer verbesserten Schmelzbarkeit.

Polysaccharide sind Makromolekiile, die
entweder aus dem gleichen (homo) oder
auch aus mehreren {hetero) Zucker-
bausteinen aufgebaut sind. Als bekann-
teste Beispiele fir die erste Gruppe sind
die Reservekohlenhydrate von Pflanzen
{Stérke), Tier und Mensch (Glykogen)
sowie das Stitzmaterial der Pflanzen
{Cellulose} zu erwdhnen, die alle aus
Glukoseresten bestehen. Aus mehreren
Zuckerbausteinen aufgebaut sind zum
Beispiel weitere Bestandteile der Pflan-
zen wie die Hemicellulosen (Glucose-,
Galaktose-, Arabinose- und/oder Xylo-
sereste, Stiitzmaterial) und das Pektin
{a-D-Galakturonsiure, Arabinose, Galak-
tose). Ebenso produzieren Mikroorganis-
men Exopolysaccharide (EPS) (de Vuyst
ef al. 2001). Im Folgenden soll Giber

die Bedeutung soicher EPS-bildenden
Mikroorganismen bei der Késeherstellung
berichtet werden.

Bildung von Exopolysacchariden
durch Milchs&urebakterien

Die meisten lebensmitteltauglichen
Mikroorganismen sind in der Lage, EPS
zu bilden (de Vuyst et al. 2001; Gorret ef
al. 2001; Roberts ef al. 1995). Es handelt
sich dabei um Homo- und Heteropoly-

saccharide (Tab. 1). Die von den Bak-
terien synthetisierten EPS werden durch
die Membran in die Umgebung der Zelle
ausgeschieden (sog. Schleim-EPS) oder
verbleiben an der Zelle angehatftet {sog.
Kapsel-EPS). Milchsédurebakterien bilden
EPS in Konzentrationen von etwa 0,1 bis
1.5 gA.

Struktur der verschiedenen
Exopolysaccharide

Zahireiche Strukuturaufklarungen wurden
an EPS, die aus verschiedenen Milch-
saurebakterien isoliert wurden, durchge-
filhrt (de Vuyst ef a/., 2001). Diese
weisen eine unterschiedliche Struktur auf
und sind meist aus den Zuckerbaustei-
nen Glukose, Galaktose, Rhamnose oder
N-Acetylgalaktosamin zusammengesetzt,
aber auch Mannose, Xylose und Arabino-
se konnen vorhanden sein. Sie sind Ober
eine 13-, 1-4- und/oder 1—6-Briicke
miteinander verbunden und kénnen auch
Seitenketten enthalten. Beim Grundge-
riist kann es sich um eine Tri-, Tetra-,
Penta-, Hexa- oder Heptasaccharid-wie-
derkehrende Einheit handeln. Auch zeigt
sich, dass die Struktur der EPS stamm-
spezifisch ist. Deren Strukturaufklarung
basiert auf der Analyse der methylierten



Abb. 1. Struktur der Exopolysaccharide von L. heiveticus Lb161 (isoliert aus
Rohmilch) (Staaf et a/. 2000) und Str. thermophilus OR901 (isoliert aus handels-

Ublichem Joghurt) (Bubb e al. 1997)
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Abkiirzizngen: Glc = Glukose, Gal = Galaktose, Rha = Rhamnose und

p = Pyranose-Form

Monosaccharide mit Hilfe der Gaschro-
matographie, der Massenspektrometrie
und der 1D/2D-NMR-Spektroskopie der
ganzen EPS und der durch eine partielle
Hydrolyse erhaltenen Oligosaccharide.
Als Beispiele sind in Abbildung 1 die
Strukturen der EPS des L. helveficus-
Stammes Lb161 (Staaf ef al. 2000) und
des Str. thermophilus-Stammes OR901
{Bubb et al. 1997) dargestellt.

Stammspezifische Bildung von
Exopolysacchariden

Van Geel-Schutten ef af. (1998) inkubier-
ten 182 Laktobazillen-Stdmme auf ginem
Saccharose-enthaltenden MRS-Medium,
60 waren EPS-positiv und 17 Stdmme bil-
deten mehr als 100 mg/l i6sliche EPS. In
einer anderen Arbeit {(van den Berg ef al.
1993) wurden unter 400 aus traditionellen
Lebensmitteln isolierten Milchsdurebakte-
rien und nahezu 200 Milchsaurebakte-
rienstdmmen aus Kultursammlungen 30
Stamme mit einer EPS-Bildung nachge-
wiesen. Nach Stingele et al. {1997) bilde-
ten nur zwei von 170 L. helveticus-Stam-
men EPS. Frengova et al. (2000) inku-
bierten 10 Str. salivarius ssp. thermophi-
lus- und 10 L. defbrueckii ssp. bulgari-
cus-Stadmme einzeln in Milch bei 45 °C
wéhrend 4 bis 42 Stunden. Die Strepto-
kokken-Stdmme bildeten EPS zwischen

41 und 270 mg/L und die Laktobazil-
len-Stdmme zwischen 58 und 540 mg/L.
Dabei stieg der EPS-Gghalt in den ersten
4 Stunden, in der Phase der erhéhten
Séauerung, rasch an, um danach stetig
abzusinken.

Die Monosaccharidzusammensetzung
von EPS kann sich auch je nach verwen-
detem Medium zur Ziichtung der Mikroor-
ganismen unterscheiden. So setzten sich
auf einem mit Laktose, Saccharose oder
Raffinose angereicherten MRS-Medium
die EPS der Lactobacillus-Stdmme LB
121, 181 und 182 unterschiedlich zusam-
men (Tab. 2}. Auch die produzierte Men-
ge an EPS ist je nach dem verwendeten
Substrat im Medium unterschiedlich, wie
das Beispiel des Stammes LB 121 zeigt
(Tab. 2). Hinzu kommt, dass die beiden
Stédmme LB 121 und 180 in der expo-
nenziellen Wachstumsphase EPS bilde-
ten, der Stamm LB 180 aber auch noch
in der stationéren Phase. Zudem synthe-
tisierte der Stamm LB 121 auf dem mit
Saccharose angereicherten Medium zwei
unterschiedliche EPS: ein Glukan und ein
Fruktan (van Geel-Schutten et al. 1998).

Auch die Viskositat der EPS verschie-
dener Stamme kann sich unterscheiden.
Die EPS der Stamme L. helveticus Aki4,
Lb1681 und K16 weisen eine Viskositét



Tab. 1. Klassifizierung der Exopolysaccharids, die von Milchsédurebakterien
gebildet werden (de Vuyst und Degeest 1999)

Polysaccharide Vertreter

Milchsaurebakterien

Homo- a-D-Glukane:
Dextrane
Alternane
Mutane
B-D-Glukane

Fruktane

Polygalaktane
Hetero- verschiedene

verschiedene

Leuc.mesenferoides ssp. mesenteroides
Leuc.mesenteroides ssp. dextranicum
Leuc.mesenteroides

Sir.mutans, Str.sobrinus
Pediococcus spp.

Streptococcus spp.

Str.salivarius

L.Jactis ssp. cremoris

mesophile:

Le.lactis ssp. lactis

Lc.lactis ssp. cremoris

L.casei

L.sake

L.rhamnosus

thermophile:

L.acidophilus

L.delbrueckii ssp. bulgaricus
L.helveticus

Str.thermophilus

Tab, 2. Monosaccharidzusammenssetzung der Exopolysaccharide von
Laktobazillenstimmen, die auf verschiedenen, fl{issigen Medien geziichtet

wurden (van Geel-Schutten et al. 1998)

Monosaccharide Stamm LB 121 Stamm LB 181 Stamm LB 182
MRS-S MRS-R MRS-L MRS-S MRS-L MRS-S

Glukose % 24
Galaktose %
Mannose %

Fruktose % 75
Glukuronsaure %
Arabinose %

andere % 1
Gesamtgehalt an 4800
EPS (mg/)

1 25,5 21 28,5 24
17 5 21 5
31,5 23 27 16
96 0 30 - 41
22 17.5 19,5 11
4 3.5 4 3

3

2655 160 145 110 250

Abklrzungen: MRS-L = mit Laktose angereichertes MRS-Medium; MRS-8 = mit Saccharose
angereichertes MRS-Medium; MRS-R = mit Raffinose angereichertes MRS-Medium



von ~1, 8,8 und 69,2 mmz2/s auf (Yang et
al. 2000). Das Gleiche gilt auch fiir die
Viskositat nach Posthumus der neutralen
EPS von Str. thermophilus Rs und Sts,
obwohl die gleiche Heptasaccharid-
repetierende Einheit hachgewiesen
wurde. Doch hatten die EPS digser Stam-
me unterschiedliche Molekularmassen
{Faber ef a/, 1998).

Exopolysaccharide In K&se
EPS-bitldende Kulturen werden in der
Milchwirtschaft vornehmilich bei der Her-
stellung von Joghurt und fermentierten
Sauermilchprodukten eingesetzt (Duboc
und Mollet 2001). Aus einem Weichkise
wurde der L. casei-Stamm CG11 isoliert,
der ein Heteropolysaccharid mit haupt-
sachlich Glukose und Rhamnose sowie
in geringerem Masse Galaktose und Ara-
binose als Zuckerbausteinen bildet (Kojic
et al. 1992). Dagegen bildeten die aus
griechischem Kasseri Kase isolierten 32
Str. macedonicus-Stdmme keine EPS
{Georgalaki et al. 2000), im Gegensatz
dazu fanden Vincent et al. (2001) in

der Starterkultur von griechischen Schaf-
und Ziegenkasen den EPS-bildenden Str.
macedonicus-Stamm $¢136.

In der Patentliteratur (Pruss und Bahrs
1981; Nauth und Hayashi 1995) finden
sich Hinweise, dass in der Kiseherstel-
lung fadenziehende Stdmme zur Verbes-
serung der Textur und der funktionellen
Eigenschaften verwendet werden. Dabei
wurde bei der Herstellung von Weichkase
die Milch zuerst einer Membranfiltration
unterworfen. Um das Auftreten einer
mehligen und/oder sandigen Textur zu
verhindern, wurde ein schleimbildender
Str. diacetilactis-Stamm als Starterkultur
erfolgreich verwendet (Pruss und Bahrs
1981). Auch zur Herstellung von Pas-
ta-filata-Késen mit einem tiefen Fettge-
halt, insbesondere von Mozzarella, wur-
den fadenziehende Str. thermophilus und
L. bulgaricus eingesetzt (Nauth und
Hayashi 1995). Nach Aufnahmen im Ras-
ter-Elektronen-Mikroskop erscheinen in
Mozzarella, die mit EPS—produzierenden
Kulturan hergestelilt wurden, die EPS als
Filamente, die sich von den Mikroorganis-

men zur Proteinmatrix ausdehnen. Diese
sind ddnn und wiesen einen Durchmes-
ser von 0,01 bis 0,05 um auf. Dabei

sind diese EPS mit den Streptokokken
verbunden {Bhaskaracharya und Shah
2000a). Andere Autoren (Perry ef al.
1997, 1998; Fecera ot al. 1995; Low et al.
1997} haben keine solchen fadigen EPS
gefunden, da die dabei verwendeten Kul-
turen eher Kapseln als lose hdngende
EPS bildeten,

Neuerdings wurde vor allem bei der Fab-
rikation von fettarmem wie auch von fett-
reduziertem Mozzarella der Einsatz von
EPS-bildenden Kulturen mehrfach unter-
sucht (Bhaskaracharya und Shah 2000b;
Broadbent ef al. 2001; Low ef al. 1998;
Perry ef al. 1997, 1998; Petersen ef al.
2000). Denn die Verminderung des Fett-
gehalts filhrt zu mangelhaften Dehnungs-
Eigenschaften von Kése. Bei der traditi-
onellen Herstellung von Mozzarella wer-
den als Starterkulturen L. hefveticus und
Str. thermophilus verwendet,

Mozzarella aus Magermilch

Mozzarella wurden mit EPS- oder nicht-
EPS-bildenden Starterkulturen (St ther-
mophilus St 2010, L. delbrueckii ssp. bul-
garicus Lb 2515) aus Magermilch her-
gestellt und wiesen weniger als 30 g/kg
Fett auf. Die so genannten EPS-Kése
zeigten einen um 17 g/kg héheren Was-
ser-Gehalt als die Nicht-EPS-Kase. Auch
hatten die EPS-Kase im Vergleich zu den
Nicht-EPS-K&sen eine verminderte Har-
te, Kohasion (Festigkeit) und Adhéasion,
dagegen waren sie elastischer. Auch die
Mikrostruktur wurde beeinflusst, indem
die Anzahl an leeren Léchern in den
EPS-Kéasen erhoht war (Bhaskaracharya
und Shah 2000a).

18el den Kasen im Pilot-Plant-Massstab wurde die
Milch bis zu einem pH 6,3 vorges&uert, da bei
einem pH-Wert von 6,0 der Bruch ganz klebrig
wurds, Zudem wurde der Bruch nach dem Schnel-
den konstant gerdhrt, um zu vermeiden, dass der
Bruch an den Schneidemessern haflen bleibt (Per-
1y et al., 1998).



Tab. 3. Zusammensetzung von fettarmem Mozzarella mit und ohne Exopoly-

saccharid-produzierende Starterkulturen

Zusatzkultur Wasser
gN00g

Labormassstab (Perry of al. 1997)

Starterkultur

Nicht-EPS - 58,2+0,50
EPS - 61,0£0,47
Nicht-EPS EPS 60,940,12
EPS EPS 62,240,38

Pilot-Plant-Massstab (Perry et al. 1998)
Nicht-EPS 55,3+0,15
EPS 57,110,35

* zitiert nach Broadbent ef al. (2001)

Fettarmer und fettreduzierter Mozza-
relia

Mozzarella mit einem Fettgehalt von 60
g/kg wurden im Labor- (Kapazitit des
Kessis: 10 kg Milch) (Perry et al. 1997)
und im Pilot-Plant-Massstab (Kapazitét
des Kessis: 454 kg Milch) (Perry st al.
1998) produziert1. Dabei wurden eine
Nicht-EPS- (Str. thermophilus TA061, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus LH100) und
eine EPS-Misch-Starterkultur (Str. ther-
mophilus MR-1C, L. delbrueckii ssp. bul-
garicus MR-1R) verwendet. Im Laborver-
such wurde zudem noch eine EPS-pro-
duzierende Zusatzkultur SDSG-HB als
Direktstarter in Form von tiefgekihiten
Pellets der Milch hinzugefiigt. Im Labor-
wie auch im Pilot-Plant-Massstab erhdhte
sich der Wassergehalt der mit EPS-Kultu-
ren produzierten Kése und verbessearte
sich deren Schmelzbarkeit im Alter von
einem Tage (Tab. 3). Bei den im Labor
hergestellten Kéasen wurde die Schmelz-
barkeilt wahrend 28 Tagen gemessen. Bei
den Késen mit Nicht-EPS-Kulturen veran-
derte sich die Schmelzbarkeit nicht, wah-
rend sich bei denjenigen mit EPS-Star-
ter-Kulturen die Schmelzbarkeit vom Tag
1 bis Tag 14 verbesserte und nachher
bis zum Tag 28 wieder verschlechterte.
Dabei zeigte sich, dass Kése mit hdhe-
rem Wasser-Gehalt auch eine héhere
Schmelzbarkeit aufwiesen {Perry et al.
1997).

gf100g

Schmelzbarkeit nach 1 Tag
cm

Protein
g/100 9

Fett

26,3+1,70 10,740,4°
25,910,63 12,1+0,6°
26,510,60 ~11,2
24,7063 ~14,8

6,310,33
6,210,20
6,240,20
6,410,20

62-63
62-63

KA 9,51+0,1
kA 10,6+0,5

In weiterflihrenden Studien wurde von
Low ef al. (1998) abgeklért, ob fiir den
erhdhten Wassergehalt in fettarmem Moz-
zarella Str. thermophilus MR-1C und/oder
L. defbrueckii ssp. buigaricus MR-1R ver-
antwortlich sind. In Késeversuchen, bei
denen Kése mit diesen Stammen wie
auch mit einem EPS-negativem Str. ther-
mophilus TADE1 oder mit einer EPS-nega-
tiven Mutante von MR-1C (= DM10) oder
mit L. helveticus LH100 produziert wur-
den, war Str. thermophilus MR-1C der
einzige Faktor fiir den erhéhten Wasser-
gehalt (Tab. 4),

Fettreduzierter Mozzarella2 wurde neben
L. helveticus LH100 mit vier verschiede-
nen Str. thermophilus-Keimen produziert:
Bezeichnung Cps™ mit der Fahigkeit, kap-
selfdrmiges EPS zu bilden oder Cps™
nicht zu bilden, Bezeichnung EPS™ mit
der Fahigkeit, EPS zu bilden oder EPS”

2 patersen ot al. (2000) halten fest, dass

sie einen fettreduzierten Mozzarella-Kése her-
stellten. in der Ndhrwertlabelle des USDA (hitp:/
Mvww.nal.usda.govinic/cgi-bin/nut_search.p) wei-
sen Mozzarella folgenden Wasser- und Fettgehalt

auf {9100 g):

Vollmilch 54,14 21,60
Vollmilch, Wassergehalt tief 48,38 24,64
feltreduziert 53,78 1592

fettreduziert, Wassergehalt tief 48,57 17,12



Tab. 4. Wassergehalt von fettarmem Mozzarella mit und chne Exo-
polysaccharid-produzierende Starterkulturen (Low ef al. 1998)

Str. thermophilus L. delbrueckii ssp. L. helveticus Wassergehalt
bulgaricus {g/100 g)
MR-1C? MR-1R? 62,8
MR-1C? LH100° 62,7
TA061° MR-1R® 61,5
TA061° LH100" 61,4
DM10° LH100® 57.7; 58,8; 58,8
MR-1C® LH100" 61,2, 62,8; 61,8

® Exopolysaccharid-positiv

® Exopolysaccharid-negativer Mozzarella-Starter
° Exopolysaccharid-negative Mutante des Stammes MR-1C

nicht zu bilden (Petersen et al. 2000).
Wie schon bei den fettarmen Mozzarella
war durch die Verwendung von EPS-pro-
duzierenden Keime eine statistisch signi-
fikant hdhere Ausbeute und sin hdherer
Wasseargehalt erreicht (Tab. 5). Dagegen
unterschieden sich der pH-Wert und der
Gehalt an Fett, Kalzium und Kochsalz
nicht voneinander, wohl aber der Protein-
gehalt. Auch auf das Schmelzverhalten
der Kése hatte die Anwendung dieser
Streptokokken ihre Auswirkungen: deut-
lich langere Schmelzdistanz bei den

mit dem EPS*-produzierenden Keim
MTC360 hergestellten Kasen (Tab. 5).

Petersen ef al. (2000} unternahmen die-
se Studien, um den Einfluss der vier ver-
schiedenen Str. thermophilus-Keime auf
das Verhalten der Molke zu studieren. Bei
deren Weiterverarbeitung mit Hilfe der
Membrantechnologie ist eine Anrei-
cherung von EPS in der Molke uner-
wiinscht, da der Wirkungsgrad vermin-
dert wird. Nicht-konzentrierte und Ultra-
filtration-konzentrierte Molke von Késen,
die mit dem fadenziehenden Stamm
MTC360 hergestellt wurden, waren vis-
kdser als die anderen Molken {Tab. 5).

Frischkése

Fiir die Herstellung eines Brotaufstriches
wird Frischkése einer Hitzebehandlung
unterworfen. Danach wird er kdrnig, meh-

lig und kreidig. Um dieses Resultat zu
vermeiden, wird in einem Patent (Bodor
ot al. 2001) vorgeschlagen, die EPS-
bildenden Kulturen L. defbrueckii ssp.
bulgaricus 291 und L.helveticus NCDO
766 zu verwenden. Diese bilden ein
kapsuléres EPS im Gegensatz zu

Lc. factis ssp. cremoris H414, der

freie EPS bildet.

Schiussfolgerung

Um diese Erkenntnisse bei der Kése-
herstellung, vor allem von fettreduzier-
ten Késen, anzuwenden, ist es erfor-
derlich, dass die eingesetzten Kulturen
auf ihre Fahigkeit EPS zu bilden, Gber-
pruft werden. Bereits Sebastiani (1994)
hat erwahnt, dass alle Rotholzer Stam-
me bis auf wenige Ausnahmen als
schwach schleimbildend einzustufen
sind. Auch andere Autoren haben meist
nur wenige EPS-bildende Milchsédu-
rebakterien nachgewiesen. Bei einem
solchen Screening von Laktobazillen
und Kulturen ist zu bedenken, dass ver-
schiedene Fakioren wie das verwende-
te Substrat (Tab. 2) und dessen Kon-
Zentration im Medium sowie die Dauer
der Inkubation die Zusammensetzung
der EPS beeinflussen kénnen. Auch
kdnnen die Milchs&urebakterien die
Fahigkeit zur EPS-Bildung verlieren, da
diese bei verschisdenen Stammen auf
Plasmiden lokalisiert ist (Duboc und
Mollet 2001).



Tab. 5. Verwendung von Exopolysaccharid-produzierenden und Exopoly-
saccharide-nicht-produzierenden Str. thermophilus-Keimen auf verschiedene
Parameter von fettreduziertem Mozzarella {Petersen at al. 2000)

TACE1

MR-1C DM10 MTC360

Cps’ Cps’ EPS* EPS’
Ausbeute g/10 kg 1083+3 99317 1130215 101317

Milch

Wasser g/100 ¢ 53,8110,21 49,8810,38 57,22+1,33 51,1110,42
Fett g/100g  20,2540,14 20,25:0,14 20,08+0,08 20,42+0,08
Protein gM00g  24,19+0,17 26,16:0,13 22,52+0,24 24,8810,74
Kalzium g/100 g 0,5310,02 0,56+0,03 0,570,02 0,5640,03
Salz g/100 g 1,4110,01 1,41£0,02 1,3240,03 1,4410,04
pH 5,2840,02 5,3410,08 5,3310,02 5,2310,02
Schmelzdistanz cm 10,4£0,52 8,8+0,19 12,510,556 9,3+0,40
Viskositat

Molke nicht-konz. centipoise 1,970,073 1,69+0,007 2,20+0,074 1,9310,056

Molke konz.

" 2,561£0,073 2,370,046 3,040,040 2,5110,067

Abkiirzungen: Cps” = kapselbildender Exopolysaccharidbildner; Cps™ = kapseibildender Nichi-Exopoly-
saccharidbildner, EPS® = fadenziehender Exopolysaccharidbildner, EPS" =Nicht-Exopolysaccharidbildner
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RESUME

Microorganismes produisant des exo-
polysaccharides et production fro-
magére

Différents microorganismes peuvent
produire des exopolysaccharides. De
telles souches de bactéries lactiques
produisant des ,mucus” sont utilisées
dans |a fabrication de produits laitiers
acidifiés scandinaves. Leur utilisation en
production fromagére, particuliérement
pour celle de Mozzarella a faible taux
butyrique, conduit & une teneur plus
élevée en eau et donc & une meilleure
qualité de fonte.

SUMMARY
Exopolysaccharide-producing micro-
organisms and cheese fabrication
Several microorganisms are able to pro-
duce exopolysaccharides. Such slime-
producing lactic acid bacteria strains

are used for the fabrication of Scandinavi-
an sour milk products. In cheese fabricati-
on, particularly in fat-reduced mozzarella
cheese, their use leads to a higher mois-
ture content and therefore to an increa-
sed meltability

Keywords cheese, exopolysaccharide,
lactic acid bacteria






