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1 EINLEITUNG

Bevor man sich mit den aus Milch hergestellten Produkten befaldt, sollte man dieses
vielseitige Nahrungsmittel néher betrachten. In der Fachliteratur wird Milch als ein weil3es
polydisperses Driusensekret mit einem pH-Wert von 6,5-6,7 beschrieben (Renner, 1989;
Schlimme, 1990a). Dieses Grundnahrungsmittel stellt fir alle Sduger Uber langere Zeit die
einzige Nahrung dar. Die Milch enthélt in der idealen Zusammensetzung alle notwendigen
Energie-, Aufbau- sowie Abwehrstoffe, so dass die Nahrstoffanspriiche des Nachwuchses
optimal abgedeckt werden. Allerdings gilt dies nur fir den Nachwuchs der eigenen Art,
denn die Milch keiner Sdugetierart entspricht in ihrer Zusammensetzung vollig denen
anderer Sdugetierarten. Der Gehalt der einzelnen Inhaltsstoffe zeigt zwischen den
einzelnen Arten unterschiedliche Variationsbreiten (Fett 1,8-22%, Eiweil3 1,1-15,5%,
Lactose 1,3—7%, Asche 0,2-2,6 % und Trockenmasse 11-38%). Wenn jedoch von Milch
gesprochen wird, wird im allgemeinen und gesetzlichen Sprachgebrauch Kuhmilch
verstanden.

Die Milchbildung erfolgt im Verlauf der Laktraktionsperiode kontinuierlich in den
Drisenlappen des Euters. Zusammengesetzt ist ein Drisenlappen aus etwa 200 Alveolen,
welche den eigentlichen Syntheseort der Milchbildung darstellen. Die Alveolen sind ca
0,2 mm grof3e feine Blaschen, die mit Drisenepithelzellen ausgekleidet sind. Um einen
intensiven Stoffaustausch zu ermdglichen sind sie von einem dichten Geflecht ventser und
arterieller Blutkapillaren umfasst. Von der Intensitdt der Durchblutung hangt die
Milchleistung ab. Wie wichtig die Blutversorgung des Euters fur die Milchsynthese ist
zeigt, dass fur die Bildung von einem Liter Milch im Durchschnitt 540 Liter Blut das Euter
durchstromen mussen. Aus dem Blut gelangen Mineralstoffe, Vitamine, Spurenelemente
und Hormone unverandert in die Milch. Die Vorstufen fur die Synthese der
Milchinhaltsstoffe Lactose, Milchfett und Milcheiweil3, die in der Milchdrise selbst
gebildet werden, werden ebenso dem Blutstrom entnommen.

Die Lactose stellt ein spezifisches Syntheseprodukt der Milchdrise dar. Neben seiner
Wirkung als Nahr- und Geschmacksstoff ist sie mit der wichtigste osmotisch wirksame
Bestandteil der Milch. Sie hat somit entscheidenden Einfluss auf die produzierte
Milchmenge.

Bisher galt Milchfett als wichtigster Bestandteil der Milch. Diese wirtschaftliche
Bedeutung fuhrte dazu, dass durch Zichtung und Fitterung der Milchfettanteil laufend
erhdht wurde. In der Milch liegt das Milchfett in feinsten Tropfchen vor. Die Fettsauren
des Milchfettes bestehen aus langkettigen (Ci4—Cz), mittelkettigen (Cs—Ci2) sowie
kurzkettigen (C,—Cs) Anteilen. Die langkettigen Fettsduren werden bevorzugt aus
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langkettigen Vorstufen, die der Lipidfraktion des Blutes direkt entnommen werden,
synthetisiert. Die kurzkettigen und mittelkettigen Fettsduren werden direkt in den
Alveolarzellen synthetisiert. Die hierfir notwendigen Vorstufen werden dem Blut
entnommen und entstehen im Pansen bei der mikrobiellen Aufarbeitung der Futterstoffe.

In einer Reihe milchwirtschaftlicher Erzeugnisse spielt der Eiweil3gehalt eine entscheidene
Rolle. Seit der ersten vertffentlichten Nomenklatur der Milchproteine, im Jahre 1956,
werden diese in zwei Hauptfraktionen eingeteilt. In die Caseine und die Molkeproteine.

Beim Rind werden die wichtigsten Milchproteine von sechs Genen codiert (Eggen und
Fries, 1995, Threadigill u. Womack, 1990, Vaiman et al., 1995). Bisher wurden in den
sechs Hauptproteinen der Kuhmilch 39 genetische Varianten gefunden (Ayse, 2001).
Dadurch variieren einzelne Milchproteinkomponenten wie auch die gesamte
Milchproteinmenge quantitativ von Tier zu Tier. Assoziationen zwischen genetischen
Varianten der Milchproteine und Eigenschaften der Milch wurden bereits intensiv
untersucht (Ayse, 2001; Bobe et al., 1999; Ojala et al., 1997; Ng-Kwai-Hang, 1991).
Dieses Wissen ist von grof3er technologischer und wirtschaftlicher Bedeutung. So héangt die
Késeausbeute wesentlich vom Eiweil3gehalt der Kesselmilch ab. Ein Unterschied im
Eiweil3gehalt der Milch von 0,1-0,3% kann je nach Kasesorte eine Differenz von 2-5% in
der Ausbeute zur Folge haben.

1.1 Kasekunde

Kése ist eines der é&ltesten und wahrscheinlich auch am weitesten verbreitesten
Nahrungsmittel Gberhaupt. Nach der Ké&severordnung vom 14. April 1986 in der jewells
geltenden Fassung sind Kase frische oder in verschiedenen Graden der Reifung befindliche
Erzeugnisse, welche aus dickgelegter Kasereimilch hergestellt sind. Weltweit gibt es heute
fast 4000 verschiedene Késetypen, die sich durch ihre regional tblichen, in der Regel von
atersher Uberlieferten Herstellungs: und Reifungsmethoden voneinander unterscheiden.
Die Herstellung von Ké&se beruht auf einem ganz einfachem Prinzip, in dem die festen
Inhaltsstoffe der Milch von den Flussigen getrennt werden. Oberflachlich betrachtet hat es
den Anschein, als wirden alle Késesorten nach dem gleichen Schema hergestellt: die
Milch wird im Fettgehalt eingestellt, mit Starterkultur versetzt, dickgelegt, der Bruch
bearbeitet und von der Molke getrennt, gesalzen und der ,,griine Kase" gereift und gelagert,
bis er die Konsumreife erreicht hat. Die Vielfalt der Sorten mit ihren charakteristischen
Merkmalen und Besonderheiten liegt in der Variation der Herstellungsschritte begriindet.
Einzelheiten der Herstellung, Sorteneigenschaften, Fettstufen usw. werden in der
Kéaseverordnung (Zipfel und Rathke, 2001) geregelt.
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In der Késeverordnung ist unter anderem festgelegt, mit welchem Gerinnungsstarter die
Dicklegung der Kesselmilch (K&sereimilch) zu erfolgen hat. So kann die Dicklegung der
Kesselmilch, abhéngig von der K&sesorte, durch Milchsaurebakterien und/oder Labenzyme
erfolgen. Je nach Zugabe dieser Gerinnungsstarter erfolgt eine Unterscheidung zwischen
den Hauptgruppen Sauermilch- und Labkase. Als ein weiteres Einteilungskriterium gilt die
Konsistenz der Ké&se. Einen entscheidenen Einfluss auf die Konsistenz des Ké&ses nimmt
die Bruchbearbeitung. Je nach dem wie grof3 man die Milchgallerte schneidet und wie
intensiv man sie bearbeitet, beeinflusst man die Festigkeit der Kase. Es gilt allgemein die
Regel: , Je fester der Kase, desto kleiner der Bruch*. Anhand der Konsistenz der Kése ist
eine Einteilung in unterschiedliche K&segruppen mdglich. Fir die Eingruppierung eines
Késes in eine Kasegruppe ist der Wassergehalt in der fettfreien Kasemasse (Wff)
mal3gebend. Dieser Wert wird in Prozent angegeben. Nach der K&se'VO § 6 lassen sich
folgende Gruppen unterscheiden: Hartkase (56% oder weniger), Schnittkase (54%-63%),
Halbfester Schnittk&se (61%-69%), Sauermilchkase (60%-73%), Weichkase (mehr als
67%) und Frischk&se (mehr als 73%). Es bestehen Uberlappungen von je 2% zwischen den
einzelnen Gruppen. Innerhalb einer Kasegruppe konnen die Ké&se hinsichtlich ihres
Fettgehaltes variieren. Zur Unterscheidung wurde der Begriff des ,Fettgehaltes in der
Trockenmasse” (F.i.Tr.) eingefuhrt. Dieser Begriff hat den Vorteil, dass sich der Anteil des
Fettes in der Trockenmasse wahrend der Reifung nur unbedeutend éndert, wéhrend der
Wassergehalt des Produktes doch betrachtliche Schwankungen ausgesetzt sein kann.

Jedoch die fur den Verbraucher deutlichsten Unterscheidungsmerkmale sind das Aussehen
wie z.B. die Lochung, der Geruch, sowie der Geschmack. So wird ein Edamer nie wie ein
Brie schmecken. Fir die Ausbildung dieser spezifischen Eigenschaften sind in erster Linie
die verwendeten Kulturen verantwortlich. Einheitlich fir alle Kése ist der gezielte Abbau
der Késeinhaltsstoffe, vor allem das Eiweill. So wird aus dem geschmacklosen
Frischeiweil’ das fur die jeweilige K&sesorte typische, aromatische Produkt.

Um die K&se vor Austrocknung und Fremdkontaminanten zu schiitzen, wird bei einigen
K&sen eine Rindenbildung forciert (Busse, 1989; Philipp, 1993). So zeichnen sich die
typischen Schnittkdse wie Edamer, Gouda und Emmentaler durch eine feste Rinde aus.
Meistens wird die Oberflache zusétzlich mit einer Paraffin- oder Wachshille beschichtet.
Zur Schimmelverhitung erfolgt oft bei Hartk&se, Schnittk&se und halbfesten Schnittkase
mit geschlossener Rinde eine Behandlung mit Natamycin, einem Fungizid. Als Alternative
erfolgt das Reifen der K&se in einer Kunststoff-Folie. Einen besonderen Schutz gegen die
Umgebung findet man bei den oberfldchengereiften Kasen.
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1.2 Oberflachengereifte Kase

Im Gegensatz zu Késen nach Hollanderart mit Rinde, reifen diese Kéase mit einer
»lebenden” Oberflache. Die wohl bekannteste Gruppe bilden hier die Schimmelkéase, wie
Camembert oder Brie. Die Oberflache dieser Kéase ist meist mit einem weil3lichen, etwas
pelzigen Schimmelrasen tiberzogen. Eine etwas andere Form der Oberflachenreifung findet
man bei Rotschmierekése. In dieser Gruppe sind unterschiedliche Ké&sesorten vereint, wie
Hartkése (Gruyére, Emmentaler, Beaufort und Appenzeller), Schnittkése (Tilsiter, Saint
Paulin, Danbo), Weichké&se (Limburger, Trappist, Romadur) und Sauermilchkése (Harzer,
Mainzer, Korbkase, Olmutzer Quargel). Die Kasereifung wird durch eine sich auf der
K&seoberflache entwickelnde komplexe heterogene Mikroflora aus Hefen, Schimmeln und
verschiedenen Gram-positiven Bakterien gekennzeichnet (Bockelmann et. al., 19973
Brennan et al., 2002; Hoppe-Seyler, 1998; Smacchi et. al., 1999). Wie eine Rinde oder ein
Wachsliberzug schitzt die Schmiere den K&se vor Austrocknung und unerwinschten
Kontaminationen (Busse, 1989; Philipp, 1993). Durch die Oberflachenflora bedingte
Stoffwechselvorgange und spontanen chemischen Umsetzungen erhalten Rotschmierekase
wahrend der Reifung ihr typisches Erscheinungsbild und deutlich pikantes Aroma (Hoppe-
Seyler, 1998, Smacchi et. al., 19993, b; Petersen et al., 2002).

Die mikrobielle Zusammensetzung der Oberflache zeigt innerhalb bestimmter Gruppen an
Bakterien und Pilzen Ubereinstimmungen. Zu den verbreiteten Mikroorganismen der
Rotschmiere gehoren coryneforme Bakterien (Corynebacterium spp., Arthrobacter spp.,
Microbacterium spp. und Brevibacterium spp.) Staphylokokken, Gram-negative Stabchen
(Pseudomonaden und coliforme Bakterien), als auch Hefen und Schimmel (Bockelmann et
a., 2002; Bonaiti et al., 2004; Eliskases-Lechner and Ginzinger, 1995b; Smacchi et al.,
1999; Stadhouders und Langeveld, 1966, Petersen et al., 2002; Valdes-Stauber et a.,
1997). Auf der Gattungs- und Speziesebene unterscheiden sich hingegen nicht nur
verschiedene Kéasesorten, sondern auch gleiche Rotschmierekase verschiedener Kasereien.

Die Zusammensetzung der Oberflachenflora einer jeweiligen Késerei resultiert aus dem
mikrobiellen Status des Salzbades und der Reifungsrdaume, den Wachstumsgeschwin
digkeiten einzelner Mikroorganismen sowie als Folge symbiontischer und antagonistischer
Vorgange zwischen den verschiedenen Mikroorganismen (Brennan et al., 2002; Philipp,
1993). Zu Beginn der Reifung wird ein Selektionsdruck zugunsten der salztoleranten
Hefen und coryneformen Bakterien ausgelibt. Zusédtzlich nehmen Faktoren wie Art und
Haufigkeit der Oberflachenbehandlung (Keller und Puhan, 1985), der pH- und a,-Wert der
Oberflache, sowie der Salzgehalt zu Beginn der Reifung Einfluss auf die Entwicklung der
Mikroflora (Kammerlehner, 1995; Philipp, 1993). So ist es nicht weiter erstaunlich, dass
mit Ausnahme der Kulturzugaben zum Schmierwasser das Anwachsen der
Mikroorganismen auf der Oberflache weitgehend dem Zufall Gberlassen bleibt (Brennan et
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al., 2001; Eliskases-Lechner und Ginzinger, 1994; Marcellino et al., 2001; Valdes Stauber
et al., 1997).

Der eigentliche Reifungsprozess der Rotschmierekése kann in zwei Abschnitte gegliedert
werden, welche im Zusammenhang mit dem Oberflachen pH-Wert zu sehen sind. Nach
dem Salzen der Kése in einem 16-22%igen Salzbad ist der Oberflachen pH-Wert der Kése
auf 4,8-5,2 abgesunken. Zu diesem Zeitpunkt sind nur die salz- und sauretoleranten
Organismen beféahigt, die Oberflache zu besiedeln. Pré&destiniert dafir sind die Hefen,
welche zum Teil als naturliche Flora bereits im Salzbad enthalten sind. Diese
Erstbesiedelung hat eine essentielle Bedeutung fur die Reifung. Die Assimilation von
Laktat, sowie die Freisetzung alkalischer Stoffwechselprodukte durch die Hefen, fiihren zu
einer allmahlichen Erhdhung des pH-Wertes der Kaseoberflache (Busse, 1989; Eliskases
Lechner und Ginzinger, 1995b; Keller und Puhan, 1985; Leclercp-Perlat et al., 1999;
Mayr, 1990; Petersen et al., 2002; Reps, 1993; Sauter, 1986). Wenn infolge der
Alkalisierung ein pH-Wert von ca. pH 6,0 auf der Oberflache erreicht worden ist, beginnt
der zweite Abschnitt der Reifung. Durch die Anhebung des pH-Wertes kdnnen sich nun
die schwach sauretoleranten Rotschmierebakterien (z.B.: Brevibacterium linens,
Arthrobacter nicotianae und Microbacterium gubbeenense) auf der Oberflache etablieren
(Bockelmann et al., 2002, 2003; Busse, 1989; Bockelmann und Hoppe Seyler, 2001,
Carnio et al., 1999; Eliskases-Lechner und Ginzinger, 1995b; Hoppe-Seyler, 1998; Mayr,
1990). Im weiteren Reifungsverlauf kommt es zur Ausbildung der typischen aromatischen
Rotschmiere. Am Beispiel oberflachengereifter Weichkése wie Limburger und Romadur
wurde ein vollsténdiger Dominanzwechsel zwischen Hefen- und Bakterienflora mehrfach
dokumentiert (Mayr, 1990; Sauter, 1986). Rotschmierekase reifen je nach Sorte zwischen
wenigen Tagen und mehreren Monaten zur Marktreife heran.

1.3 Florazusammensetzung der Rotschmiere

Schmieregereifte Kase, wie Tilsiter, Limburger und Munster, sind charakterisiert durch die
Entwicklung einer undefinierten Mikroflora auf der Oberflache (Brennan et al., 2001,
Valdes-Stauber et al., 1997). Die Zusammensetzung der Oberflachenflora ist einem
komplexen Okosystem gleichzusetzen. Die Mikroflora setzt sich aus unterschiedlichen
Gattungen und Spezies zusammen. Welche Bakterien und Hefen in der Flora enthalten
sind, ist abhéngig von der Hausflora der Késerei als auch von der Késesorte.

Hefen

Hefen gehtoren zu den eukaryotischen Mikroorganismen und werden den Pilzen
zugeordnet. Im Gegensatz zu den meisten anderen Pilzen sind Hefen in der Regel
Einzeller. Eine Besonderheit stellt hier die Hefe Geotrichum candidum dar, die wie ein
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Schimmelpilz ein Mycel ausbildet. G. candidum wird daher im Volksmund auch mit dem
Namen Milchschimmel bedacht. In ihren Wachstumsbedingungen sind Hefen &uf3erst
variabel. Sie tolerieren einen pH-Bereich von pH 3 bis 11 und Temperaturen von 0-45°C.
(Kréamer; 1992). Das Vorkommen von Hefen ist ubiquitér. Neben ihrem natirlichen
Standort in den obersten Schichten des Erdbodens und der Oberflache von Pflanzen, sind
sie wichtige Vertreter der &uf3eren und inneren epidermalen Schicht von Mensch und Tier.

Hefen stellen in den K&sereien einen festen Bestandteil der Hausflora dar. Diese Hefen
konnen dber die Luft, und verwandten Gerétschaften, mit denen die Milch und der Kase in
Bertihrung kommen und so Ubertragen werden. Zum Teil kdnnen sich auch die Hefen,
welche direkt der Rohmilch entstammen, auf der K&seoberfléche etablieren. Als eine
besonders wichtige Anreicherungsquelle fir Hefen gilt das Sdzbad und das Salzwasser
(Eliskases-Lechner und Ginzinger, 1995b).

In den Produktionsstéiten konnen sich eine Vielzahl unterschiedlicher Gattungen
etablieren. So konnte Eliskases-Lechner und Ginzinger (1995b) von Tilsiter Kése und dem
Salzbad von 14 verschiedenen Osterreichischen Kasereien 12 verschiedene Hefearten
isolieren. Isoliert wurden Candida butyrii, C. catenulata, C. inconspicua, C. intermedia,
C. zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Kluyveromyces
marxianus, Rhodotorula minuta, Torulaspora delbrueckii, Trichosporon beigelii und
Yarrowia lipolytica. In mehreren Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass
nicht alle Hefen, die in einer Kaserel anzutreffen sind, sich auch auf der Kaseoberflache
etablieren konnen (Martin et al., 2001). Fur die Produktion von Rotschmierekdse nehmen
die Spezies Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Kluyveromyces marxianus
und Candida krusei eine dominante Position ein (Bockelmann et al., 1997a, 2002, 2003;
Engel und Roesch, 1995; Martin et a., 2001)

Coryneforme Bakterien

Auf der Kaseoberflache stellen coryneforme Bakterien etwa 75-95% der bakteriellen
Schmiereflora. Von der Oberflache zu isolieren sind hauptséchlich Spezies der Gattungen
Corynebacterium spp., Arthrobacter spp., Microbacterium spp., sowie Brevibacterium
spp.. Sie sind in der 9. Auflage von Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology Band 2
(1986) in der Sektion 15 (irregulére, nicht sporenbildende, Gram-positive Stabchen) und
entsprechend ihren Sauerstoffansprichen in die Gruppe der aeroben oder fakultativ
anaeroben Bakterien zusammengefaldt. Sie wachsen am besten auf salzigen, pH-neutralen
Oberflachen, und sind empfindlich auf tiefe pH-Werte. Ihr Wachstumsoptimum liegt bel
pH 6,5-7,0, bei pH 5,6 wachsen die meisten bereits nicht mehr. Charakteristisch sind die
pleomorphen Entwicklungszyklen, die je nach Gattung unterschiedlich ausgeprégt sein
konnen (Rattray und Fox, 1999; Stackebrandt et d., 1983). Besonders deutlich findet man
diese in der strikt aeroben Gattung Arthrobacter. Wahrend hier in der logarithmischen
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Wachstumsphase vorwiegend Langstébchen ausgebildet werden, liegen in der stationaren
Phase infolge des reduzierten Wachstums kokkoide Zellformen vor. Ein weiteres
Kennzeichen der coryneformen Bakterien ist das ,Schnappen” wahrend der Zellteilung.
Infolge des verschieden schnellen Aufreif3ens der Wandverbindungen winkeln sich hierbei
die Zellen v-formig gegeneinander ab. Simultane Vielfachspaltungen in viele
Kurzstabchen aus einer grofl3en Zelle kann ebenfalls angetroffen werden (Clark, 1972;
Keddie, 1978; Schlegel, 1992).

Anzutreffen sind coryneforme Bakterien in allen Bereichen. Salztolerante Vertreter sind
vor allem auf der Haut, auf Meeresfischen und auf der Kaseoberflache anzutreffen
(Crombach, 1972).

Das wohl bekannteste und meist untersuchteste Rotschmierebakterium st
Brevibacteriumlinens. Das Vorhandensein dieser coryneformen Bakterien auf der
Késeoberflache wird als notwendige Voraussetzung fiur die Entwicklung der
charakteristischen Farben, Aroma, Geschmack und Textur von Rotschmiereké&se angesehen
(Ades und Cone, 1969; El-Erian, 1969; Hemme und Richard, 1986, Reps; 1993). So wird
das oft orangerdtliche Erscheinungsbild der Késeschmiere im Zusammenhang mit der
Ausbildung des carotinoiden orangefarbenen Pigments aus der Zellwand von B. linens
gesehen (Burri, 1999; Rattray und Fox, 1999). Weiterhin ist B. linens fur die Bildung
wichtiger Aromakomponenten verantwortlich. Insbesondere kommt den flichtigen
Schwefelverbindungen hier eine wichtige Funktion zu (Kadota und Ischida,1972; Lewis;
1981; Sharpe et al., 1977).

Staphylokokken / Mikrokokken

Diese Gattung nimmt im allgemeinen nur einen geringen Anteil bei den gereiften K&sen an
der Oberflachenflora ein. Es sind Gram-positive, unbewegliche, nicht sporenbildende
runde Zellen, welche einzeln, paarig oder in unregelméliigen Zellhaufen vorkommen. Das
natirliche Vorkommen dieser Gattungen ist die Haut von Saugetieren, die Oberfléache von
Fleisch und in Milchprodukten sowie die Erde und Wasser.

In frdherer Literatur wurde hauptsichlich das Vorkommen von Mikrokokken auf
Rotschmierekdse beschrieben (Accolas et al., 1978; El-Erian, 1969; Lefortier-Medvey,
1993; Mayer, 1990; Philipp, 1993; Piton-Malleret und Gorriere, 1992; Reps, 1993; Sauter,
1986; Seiler, 1986). Hingegen wird in neueren Veroffentlichungen das Vorkommen von
nicht pathogenen Staphylokokken auf Késen beschrieben (Bockelmann et al., 1997a, b;
Hoppe-Seyler, 1998; Irlinger et al., 1997, Place et al., 2002). Diese Anderung 143t sich
durch ene taxonomische Neueinordnung einiger Mikrokokken zur Gattung
Staphylococcus erklaren. So gehdrten Micrococcus und Staphylococcus lange zur gleichen
Familie der Micrococcaceae welche von Schleifer (1986) im Bergey’'s Manua of
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systematic Bacteriology, Vol. 2 beschrieben wurde. Stackebrandt et al. (1997) nahm eine
neue Einordnung der Bakterien anhand von 16S rDNA/rRNA Seguenzierungen vor.
Aufgrund der so erhaltenen Verwandtschaftsgrade wurde die Gattung Micrococcus spp.
der Klasse Actinobacteria zugeordnet, zusammen mit den bereits erwahnten coryneformen
Rotschmierebakterien.

Gram-negative Bakterien

Diese Bakterien treten haufig auf nasser Schmiere auf. Nur ein kleiner Teil von ihnen sind
coliforme Bakterien der Risikogruppe 2-3. Die besten Wachstumsbedingungen finden
diese Bakterien auf Weich- und Schnittk&sen vor. Analysen der Rotschmiereflora von
Késen aus Deutschland, Frankreich und der Schweiz zeigten, dass diese Flora weit
verbreitet ist (Burri, 1999; Carnio et al., 1999). Das Vorkommen Gram-negativer Bakterien
ist im allgemeinen ein Hinweis auf hygienische Mangel im Produktionsprozess. Fir einige
nicht pathogene Gram-negative Bakterien konnte eine antilisterielle Wirkung
nachgewiesen werden (Ennahar und Deschamps, 2000; Loessner, 2000). Inwieweit der
Einsatz dieser nicht pathogene Gram-negative Bakterien fir die Oberfléachenreifung von
Intresse sein konnte, wére ndher zu untersuchen.

1.4 Identifizierung und Klassifizier ung der Bakterien

Aufgrund unterschiedlicher Merkmale lassen sich Bakterien identifizieren und in ein
System einordnen. Bestimmt werden zum einen morphologische Merkmale, wie Form,
Anordnung der Zellen, Vorhandensein von Kapseln und Geif3eln, Endosporen, und zum
anderen stoffwechsel-physiologische Eigenschaften, wie Sauerstoffbedarf, Pigment-
bildung, Enzymleistungen, Nahrstoffbedarf und pathogene Eigenschaften. Ein wichtiges
Einteilungskriterium in der Bakteriensystematik beruht auf der Gramférbung. Hierbei
werden die Bakterien in gram-positive (dunkelblau-violett) und gram-negative (rot)
eingeteilt. Diese Art der Identifizierung ist auf die unterschiedliche Struktur und chemische
Zusammensetzung der Zellwénde zurickzufuhren. Obwohl sich die Unterscheidung
anhand von phéanotypischen Merkmalen gut in den Laboralltag integrieren lasst, ist diese
Form der Identifizierung problematisch. Ein genereller Nachteil der Unterscheidung
aufgrund phanotypischer Merkmale liegt in der variablen Expression der Genprodukte. Der
Phanotypus unterliegt einer Variabilitdt, die durch physikalische, chemische und
biologische Faktoren gepragt wird.

Die Alternative zur Identifizierung anhand der phanotypischen Merkmale ist die
Genotypisierung. Dabei werden Analysen der genomischen Struktur zur Identifizierung
herangezogen. Zu den genotypischen Methoden zdhlen: Plasmid-Analyse, Ribotypisierung,
Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE), PCR-Restriktions-Fragment-L &ngen-Polymorphismus
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(PCR-RFLP), Random amplified polymorphic DNA (RAPD), PCR basierend auf
repetetiven chromosomalen Elementen (Rep-PCR), Amplifizierter-Fragment-L&ngen-
Polymorphismus (AFLP), Sequenzierung, um nur einige zu nennen. Diese Methoden sind
recht zeit- und kostenintensiv und werden daher kaum im Routinelabor durchgefihrt, auch
wenn sie in vielen Bereichen aussagekréftiger sind.

Nach ihren Eigenschaften werden die Bakterien stufenweise in Einheiten und Gruppen
geordnet. Die Grundeinheit ist der Stamm, Stamme werden zu Arten (Spezies), letztere zu
Gattungen (Genus) und diese in Familien zusammengefasst. Das bekannteste und am
haufigsten verwendete kunstliche Klassifizierungsschema ist Bergey’'s Manual of
Systematic Bacteriology. Die Einteilungen der Gattungen erfolgt im Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology weitgehend Uber phanotypische Merkmale der Zellwandanalyse,
der Lipid- und Nukleinsdurezusammensetzung nach Grundlagen der numerischen
Taxonomie.

1.5 Stand der Forschung und Problemstellung

Die Mikroflora der Rotschmiere ist ein komplexes Okosystem. Wie in jedem Okosystem
nehmen abiotische und biotische Faktoren Einfluss. Aus nicht immer klar zu definierenden
Grunden kann dieses System aus dem Gleichgewicht geraten. Die Folge daraus sind haufig
Reifungsstbrungen (Busse, 1989; Hahn und Hammer, 1990, 1993; Sauter, 1986). Die
Probleme, die auftreten kdnnen, sind vielfaltig. So kann eine schleppende Entséuerung der
K&seoberflache das Anwachsen einer unerwlnschten Schimmelflora beglnstigen, da
Rotschmierebakterien bel niedrigem pH-Werten nicht anwachsen kodnnen. Das
Erscheinungsbild der Kése kann nicht nur durch Schimmel negativ beeinflusst werden,
sondern auch durch einige in der Produktion eingetragene unerwiinschte Mikroorganismen.
So kann ein Befall mit Enterococcus faecalis zu einer Weil3fleckung, mit Pseudomonaden
zu Rotfleckung und mit Serratia rubida zu Blutfleckung fuhren (Kammerlehner, 1995),
nicht zu vergessen Penicillum commune, der durch Ausbildung extrazellulérer
zitronengelber Pigmente zur Gelbfleckung fuhrt. In diesen Félen kann mit einer
intensiveren Kasepflege und gezielten Gegenmal3nahmen wie Schmieren mit Kultur das
Produkt zur Marktreife gelangen. Jedoch sind solche Mal3nahmen recht zeit- und
kostenaufwendig, zu dem leidet meist die Qualitét des Produktes.

Leider kdnnen nicht alle Kontaminanten so leicht erkannt und beseitigt werden wie die
oben genannten. Ein besonderes Problemfeld stellen hier pathogene Bakterien wie
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus und Salmonellen dar. Rotschmierekase
sind im Vergleich zu anderen Késen in hohem Mal3e von Listerien-Kontaminationen
betroffen (Becker u. Holzapfel, 2000; Breer, 1986; Busse, 1989; Hahn und Hammer, 1993;
Hammer et al., 1989; Reyser, 1999; Reyser et al., 1994; Terplan et. a., 1986; VDM, 99a,
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99b). Dieses ist zum einen auf die sehr guten Lebensbedingungen fir Listerien auf der
K&seoberflache zurtckzufihren, welche anspruchslos und widerstandsfahig sind. Das
Wachstum erfolgt bel pH-Werten zwischen 5,5 und 9,5 unter aeroben bis fakultativ
anaeroben Bedingungen, wobei das pH-Optimum im neutralen bis leicht alkalischen
Bereich liegt (Seeliger und Jones, 1986). Eine Vermehrung findet im Temperaturbereich
von 1-45°C statt, wobei das Optimum zwischen 30 und 37°C liegt. Neben dem Auftreten
pathogener Kontaminanten stellen die zunehmenden Antibiotikaresistenzen ein wichtiges
weiteres Problemfeld dar. Eine haufig beschriebene Kontaminationsflora sind die
Enterobakterien (Burri, 1999; Carnio et al. 1999; Gianotti, 1999). In schweizer Studien
waren mehr als 50% aller isolierten Enterobakterien 5-fach Antibiotikaresistenzen
(Gianotti,1999; Teuber,1999, 2000). Diese Ubertragbaren Antibiotikaresistenzen stellen bei
Enterobakterien und Enterokokken ein nicht zu unterschétzendes Problem dar. Im Rahmen
der Produktsicherheit mussen die zunehmenden Bakterienresistenzen mit berticksichtigt
werden (Brennan et al., 2002; Burri, 1999; Gianotti, 1999; Teuber, 1999, 2000).

Fur die Verbreitung derartiger Keime innerhalb einer Kaserei ist die jewellige Strategie der
Oberflachenbehandlung wahrend der K&sereifung von entscheidender Bedeutung. In der
Industrie werden Spriih- und Bulrstenautomaten mit einem Fllssigkeitstank eingesetzt. Der
Tank ist gefullt mit einer Salzlake, die zusdtzlich mit kommerziell erhéltlichen
Starterkulturen (Brevibacterium linens und Debaryomyces hansenii) angereichert sein
kann. Die periodische Oberflachenbehandlung dient der gleichmaidigen Verteilung der
nicht beweglichen Mikroorganismen auf der gesamten Kaseoberfldche, und sichert Uber
den Salzgehalt einen Selektionsvorteil der natirlichen Rotschmiereflora gegentber
unerwinschten Kontaminanten (Busse, 1989; Keller und Puhan, 1985; Mayr, 1990;
Philipp, 1993). In den Kasereien wird noch immer das ,Alt-Jung-Schmierverfahren®
angewendet. Hierbei werden zum Anfang der Kasepflege die dteren Kéase, welche bereits
eine voll ausgebildete Rotschmiere besitzen, zu Beginn geschmiert. Dadurch kommt esim
Flussigkeitstank des Automaten zu einer Keimanreicherung. Diese angereicherte
Suspension gelangt im weiteren Pflegeverlauf auf die jingeren Kase. Bel der Produktion
von Sauermilchk&se ist das Problem anders gelagert. Hier erfolgt kein
Ubertragungskreislauf tiber die Kéasepflege mit Kultur, sondern durch das Bempfen der
Quarkmasse mit dem sogenannten ,, Kulturkase*. Es handelt sich bei diesem K&se um einen
gereiften Sauermilchkdse mit einer gut entwickelten Mikroflora. Die Kulturkése werden
nicht separat produziert, sondern entstammen der laufenden  Produktion.
Produktionstechnisch erscheint es sinnvoll, die jungen Kase in dieser Form mit einer hohen
Keimzahl zu schmieren, jedoch aus hygienischen Gesichtspunkten ist dieses Vorgehen
recht fragwirdig. Durch dieses Vefahren wird zwar ein optimaler Reifungsverlauf der
Kése sichergestellt, aber auch eine Durchseuchung der Késerel mit unerwinschten
Kontaminanten und pathogenen Keimen begunstigt (Becker und Holzapfel, 2000; Breer,
1986, Hahn und Hammer, 1990; Rudolf und Scherer, 2001). Notwendige intensive
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Hygienemal3nahmen bei Auftreten pathogener Keime in einer Ké&serei sind nur
eingeschrankt durchfuihrbar. Da Ké&sereien zum heutigen Zeitpunkt noch entscheidend von
der eigenen Hausflora abhangig sind, konnen Desinfektionsmal3nahmen das 0kologische
Gleichgewicht zerstoren und damit die Reifung stark beeintrachtigen. Selbst bei einer
vollstandigen Desinfektion einer Molkerei kénnen sich Listerien wieder etablieren (Busse,
1989; Loessner, 2000).

Die fur die Entwicklung einer typischen Rotschmiereflora entscheidenden Parameter
werden immer besser verstanden. Bekannt ist die Bedeutung der Entsduerung der
Kéaseoberflache durch die Hefen fur die Entwicklung einer bakteriellen Rotschmiereflora
(Brennan er al., 2002; Elsikases-Lechner und Ginzinger, 1995b; Keller und Puhan, 1985;
Mayr, 1990; Petersen et al., 2002; Sauter, 1986). Weitere Wechselwirkungen zwischen
Hefen und Bakterien der Rotschmiere wurden vor allem gegeniiber Brevibacterium linens
nachgewiesen. So benttigen B. linens Stdmme als essentiellen Wachstumsfaktor
Pantothensdure, die neben Nicotinsaure und Riboflavin von Hefen synthetisiert wird
(Purko et a., 1951a, b). Nachdem die schimmelhemmende Wirkung von B. linens tber die
Bildung von Methylmercaptan nachgewiesen werden konnte (Begttie und Torrey, 1986;
Lewis, 1981, 1982), konzentrierten sich zunehmend die Forschungsarbeiten auf
antagonistische Effekte von Rotschmierebakterien gegeniiber pathogenen Bakterien auf
entsprechenden K&sen (Carnio et al., 1999, 2000; Loessner, 2000; Maoz et al., 2003;
Valdes-Stauber, 1991; Valdes-Stauber und Scherer, 1994, 1996). Der Einsatz derartiger
Stamme in der Praxis dirfte jedoch problematisch sein, da die beschriebenen Bacteriocine
ein weites Spectrum von Bakterien hemmen. Da neben Bacillus spp. und Listeria spp. auch
Stamme der Gattung, Arthrobacter, Corynebacterium und Micrococcus gehemmt werden,
wird bel der gezielten Anreicherung von Bacteriocin-produzierenden Bakterien auf der
Ké&seoberflache mit Stérungen im Wachstum wichtiger Oberflachenbakterien und damit
mit Fehlreifungen zu rechnen sein.

Ziel dieser Arbeit war es, eine funktionsfahige Oberflachenstarterkultur herzustellen, mit
der es unter typischen Reifungsbedingungen moglich war, die aromatischen und optischen
Eigenschaften der jeweiligen Késespezialitdten zu gewdéhrleisten. Erste Erfolge mit einer
definierten Oberflachen-Starterkultur wurden bereits flr Schnittkése beschrieben
(Bockelmann et al., 1997b; Hoppe-Seyler, 1998). Es bestand jedoch noch die Not-
wendigkeit die Reifungsbedingungen zu optimieren und neue OberflachenStarterkulturen
zu entwickeln die dem Erscheinungsbild der Késespezialitéten gerecht werden.

Wie bereits von Eliskases-Lechner und Ginzinger (1994) beschrieben, etablieren sich auf
der Kaseoberflache nicht nur die eingesetzten Starter, sondern vorwiegend die natirliche
ké&sereieigene Hausflora. Fur Versuche zur Entwicklung einer Starterkultur ist es daher von
Bedeutung, die Stamme, welche sich auf der Ké&seoberflache befinden, genau identifizieren
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zu konnen. Es sollte eine Methode etabliert werden, um die eingesetzten Stamme im
Reifungsverlauf zu Uberprifen. Hierfir mufdte eine klare Unuterscheidung zwischen
Kulturstammen und Stdmmen der Hausflora erreicht werden. Die bisher angewandten
physiologische Verfahren zur Klassifizierung, wie beispielsweise API-Tests (BioMérieux;
Frankreich), lassen im Bereich der bakteriellen Rotschmiere oft nur sehr zweifelhafte
Identifizierungen zu (Bockelmann und Hoppe-Seyler; personliche Mitteilung). Es wurde
daher versucht, eine Identifizierung der Rotschmierebakterien mit molekularbiologischen
Methoden Uber Amplified Ribosomal DNA- Restriction Analyse (ARDRA) und Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE) zur Anwendung zu bringen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen der p.A. Reinheitsstufe. Wenn nicht anders
erwahnt, wurden diese von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

2.2 Stamme

Die verwendeten Bakterienstdmme entstammten vornehmlich der Kultursammlung des
Instituts fur Mikrobiologie der Bundesanstalt fur Milchforschung, Kiel. Diese Stamme
wurden urspringlich aus der Schmiere oberflachengereifter Kése isoliert. Fir weitere
Versuche wurden ferner Typstdmme und kommerziell erhédtliche Stdmme der
unterschiedlichen Spezies von der Deutschen Stammsammlung (DSMZ, Braunschweig),
der Culture Collection, University of Goteborg (CCUG, Goteborg, Schweden), sowie von
verschiedenen Kulturenherstellern bezogen.

Brevibakterien

Brevibacterium caset DSM 20657-T, B. casel DSM 20658, B. casei DSM 9657, B. casei
MD 047.0399 (MD-Food), B. epidermidis DSM 20660-T, B. epidermidis DSM 20659,
B. epidermidis DSM 9586, B. linens DSM 20425-T, B. linens ATCC 9174, B. linens SR3
10D (Rhodia/Texel), 95016 (Br14), 95020 (Br17), 95024 (Br2), 95025 (Br3), 95037 (Br6),
95159 (Br4), 95160 (Br5), 95161 (Br7), 95162 (Br8), 95163 (Br9), 95165 (Br13), 95166
(Br15), 95167 (Br16), 95168 (Br18), 95229 (ES), 95295, 95221

Corynebakterien

Corynebacterium ammoniagenes DSM 20306-T, C. ammoniagenes MD 047.0522,
C. aquaticum MD 017.0038, C. casei DPC 5298-T, C. flavescens DSM 20296-T,
C. glutamicum MD 017.0031, C. glutamicum MD 025.0051, C. glutamicum MD 047.0134,
C. kutscheri DSM 20755-T, C. lilium MD 017.0045, C. lilium MD 025.0066,
C. mooreparkense DPC  5310-T, C. pseudodiphtericum MD  017.0044,
C. pseudodiphtericum MD 025.0077, C. renale MD 017.0047, C. striatum MD 017.0043,
C. striatum MD 047.0139, C. variabile DSM 20132-T, C. variabile MD 025.0165,
C. xerosis MD 017.0027, 95149 (CA3), 95151 (CAS8), 95157(CA18), 95206, 95208,
95209, 95210, 95211, 95212, 95213,95214, 95215, 95216, 95217, 95218, 95219.
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Arthrobakterien

Arthrobacter citreus DSM 20133-T, A. globiformis DSM 20124-T, A. nicotianae DSM
20123-T, A. sulfureus DSM 20167-T, A. rhombi CCUG 38812 und CCUG 38813-T,
A. globiformis SBI 627602 (SKW-Biosystems, France), A. nicotianae MGE 10D (Rhodia-
Food, France), CA13, CA14, 95292, 95293, 95294, 95299, 95207

Mikrobakterien
Microbacterium barkeri DSM 20145-T, M. gubbeenense DPC 5286-T, M. imperiale DSM
20530-T, M. laevaniformans DSM 20140-T, 985292, CA12, CA15, 95292.

Staphylokokkken

Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM 2569, DSM 799, S. cohnii subsp. cohnii DSM
20260-T, S.cohnii subsp. urealyticum DSM 6718-T, S epidermidis DSM 1798,
S equorum DSM 20674-T, DSM 20675, S hominis subsp. hominis DSM 20328-T,
S kloosii DSM 20676-T, S saprophyticus subsp. saprophyticus DSM 20229-T, S. sciuri
subsp. lentus DSM 20352-T, S lentus DSM 6672, S. sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T,
S simulans DSM 20322-T, S succinus subsp. casei DSM15096-T, S warneri DSM
20316-T, and S xylosus DSM 20266-T, S. xylosus DSM 6179, S xylosus (MVA 10D/
91092 / Rhodia-Food, Frankreich), 91075, 91076, 91097, 91105, 91106, 91109, 91115,
91125, 91126, 91127, 91128, 91129, 91131, 91145, 91156, 91157, 91160, 91161, 91162,
Staph 1, Staph 2, Staph 3, Staph 4, Staph 5, and Staph 9

Die fur die Kasungsversuche eingesetzten Hefen wurden von der Abteilung Mykologie der
Bundesanstalt fir Milchforschung Kiel zur Verfligung gestellt. Es handelte sich dabei um
Isolate der Spezies Debaryomyces hansenii 6004, 6075, 5691, 5674, Geotrichum candidum
6201, 6202, 6203, 6204, 6205, 6206, 6207, 6215, 6216, 6217, Candida krusel 60143,
6020, 6023, 6028, 6048, 6057, 6096, 60125, 60132 sowie Kluyveromyces marxianus,
5672, 5680, 5699, 5613, 5636, 5637, 5638, 5639, 5645, 5651, 5675 zusitzlich getestet
wurden Kleiveromyces lactis (56100) und Cryptococcus curvatus (DH6084).

2.3 Stammbhaltung und Kultivier ung

Die Bakterienstamme wurden auf modifiziertem Plate-Count-Medium (mPC), die Hefen
auf Malzextrakt-Medium (ME) als Schrégagar- oder Agarplattenkulturen bei 4°C gelagert.
Zur Kulturhaltung wurden die Stdmme in einem Rhythmus von 3-4 Monaten Uberimpft.
Die Kultivierung erfolgte auf Agarplatten. Fir die Anzucht wurden die Agarplatten,
welche vorher mit der Lagerungskultur beimpft wurden, bei 23°C fir Bakterien und 25°C
fur Hefen inkubiert. Fir die Bakterien musste zusdtzlich auf eine ausreichende
Luftfeuchtigkeit geachtet werden. Sie wurden in einem Exsikkator bebritet, dessen Grund
mit agua dest. gefillt war. Die Kultivierung erfolgte fur 24 bis maximal 48h.
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modifizierten Plate-Count-M edium (mPC):

Pepton aus Casein 5009/l
Hefeextrakt 254
D(+)-Glucose 1,09/
Magermilchpulver 1,09/
Casein-Pepton-Hydrolysat 10,0 g/l
Hirn-Herz-Bouillon 10,0 g/l
NaCl 30,0 g/l
VitaminlGsung 0,5% (v/v)
(Serva, Nr.47292 BME-Vitamin-Lsg.)

pH: 7.0+ 0.01

Agar-Medien wurde 15 g Agar-Agar zugesetzt.

M alzextrakt-Medium [ME] (M erck,Nr.5398):

Malzextrakt 50,0 g/l
Mykologisches Pepton 504/l
pH: 5.6+ 0.1

Agar-Medien wurde 12 g Agar-Agar zugesetzt;

Die Losungen wurden mit Aqua dest. angesetzt und 20 min bel 121°C autoklaviert. Die
Vitaminlosung wurde separat  nach Abkidhlung unter 50°C steril filtriert (0,2 pum
Membranfilter; Millipore, Bedford, USA) zugegeben.

2.3.1 Anzucht von Reinkultur

Die Anzucht der Reinkulturen wurde in mPC- bzw. ME-Boullion bei 21°C bzw. 25°C
durchgefuhrt. Fur die Anzucht von Reinstammen zum Zweck einer DNA-Extraktion wurde
dem mPC-Medium 20mM DL-Threonin (Serva) zugesetzt. Es wurden fur die Anzucht
200 ml Erlenmeyerkolben verwendet. Diese Kolben wurden mit 100 ml des jeweiligen
Anzuchtmediums beftllt und mit einer Impfose einer 24h Agar-Kultur beimpft. Je nach
eingesetztem Stamm wurde bei 21°C oder 25°C auf einem Rotationsschittler
(Inkubationsschiittler; GFL; Burgwedel) mit 290 rpm bebritet. Das Wachstum wurde
anhand der Verdnderung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 620 nm
(Mikroprozessor Photometer MPM 1500, WTW, Weilheim in Oberbayern) verfolgt.
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2.3.2 Herstellung von lagerungsfahigen Reinkulturen

Die Anzucht der bendtigten Stamme erfolgte entsprechend 2.3.1 in mPC- bzw. ME-
Bouillon. Pro eingesetzten Stamm wurden zwischen 50 und 400 ml Kultur angesetzt. Die
Stdmme wurden bei 21°C auf einem I nkubationsschuttler mit 290 rpm bebritet und nach
20-21h in der spédten logarithmischen Phase steril geerntet (Beckman Kuhlzentrifuge,
Model J2-21; Rotor JA 10; Beckman Instruments, Minchen) 6000 upm fir 15 min. bei
4C°. Die erhaltene Zellmasse wurde im halben Ausgangsvolumen in Lagerungsmedium
(0,5% Pepton aus Casein 0,2% Glucose und 2% NaCl) aufgenommen und bel 4°C
gelagert. Die Hefen wurden im Lagerungsmedium zehnfach aufkonzentriert. Neben den
Lagerungskulturen wurden lyophylisierte Kulturen (Ollo-Edimo, 2002) sowie
schockgefrostete Kulturpellets (Golecki, 1998) hergestellt.

2.4 Oberflachenanalysen von Rotschmier ekése
24.1 Isolierung von Bakterien

Die fur die Isolierung der Bakterien benttigten Selektivmedien wurden mit 1g/l Delvocid
versetzt um ein Wachstum von Hefen und Schimmeln zu unterbinden. Die Bestimmung
der bakteriellen Lebendkeimzahlen erfolgten auf mPC-Agar, zur besseren Differenzierung
pigmentierter coryneformer Bakterien wurde zusétzlich mod. Milchagar (Hoppe-Seyler et
al., 2000) verwendet. Fir die Identifizierung von B. linens Stammen wurde der KOH-Test
(Jones et al., 1973) eingesetzt. Die Differenzierung von Mikrokokken wurde mit FTO-
Agar (Rheinbaben von et a., 1981) durchgefihrt. Staphylokokken wurden auf SK-Agar
(Schleifer et al., 1980) selektiert. Um vermeintliche Pathogenitét zu kontrollieren, wurde
das Wachstum isolierter Staphylokokken-Stdmme auf Baird-Parker-Agar Uberprift
(Wachstum koagulase-positiver Stamme, z.B. S aureus) bzw. eine Bestimmung tber 1D
32 Staph (BioMérieux; Frankreich). durchgefiihrt. Pseudomonaden und Aeromonaden
wurden auf GSP-Agar, Salmonellen, Shigellen und Vibrionen auf DCLS-Agar, und
Enterokokken auf Kanamycin-Asculin-Azid-Agar selektiert. Die Keimzahl fakaler
coliformer Bakterien erfolgte Uber die Titerbestimmung mit Brila-Bouillon.
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modifizierter Milchagar

Plate Count-Agar
Hefeextrakt

D(+)-Glucose
Casein-Pepton-Hydrolysat
Hirn-Herz-Bouillon

NaCl

( Hoppe-Seyler, 2000)

2254/
254
1,09/

10,0 g/l

10,0 g/l

30,09/l

Der Ansatz erfolgte in 800 ml dest. Wasser. Eswurde pH 7,0 (= 0,01) mit 0,1
N NaOH eingestellt. Die Losung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert. Nach
AbkUhlung auf ca. 48°C erfolgte die Zugabe von 0,5% (v/v) Vitaminldsung

(Serva, Nr.47292 BME-Vitamin-Lsg.) steril filtriert und 200 ml tyndallisierte

Magermilch.

FTO-Agar (Rheinbaben von et a., 1981)

Trypton
Phyto-Pepton
Hefeextrakt
NaCl

Tween 80
Agarose

pH: 7,3

1509/l
504/l
1,09/
504/l
504/l

1509/l

Die LOsung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert; nach Abkihlen auf ca. 48°C
erfolgte unter langsamem Ruhren die Zugabe von 100 ml Furazolidonlsung
(0,05% in Aceton) und 1 ml Oil Red O-L6sung (0,5% in Aceton).

SK-Agar (Schleifer et al., 1980):

Trypton
Fleischextrakt
Hefeextrakt
Glycerin
Natriumpyruvat
Glycin

KSCN
NaHzPO4 X Hzo
NaH PO4 X 2H20
LiCl

Agarose

pH: 7,2+ 0,1

10,0 g/l
504/l
3,09/

10,0 g/l

10,0 g/l
0,54/l

2254/
0,6 g/l
0,99/l
2,04l

13,09/l

Die LOsung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert; nach Abkihlen auf ca. 45°C
wurden 10 ml einer steril filtrierten 0,45%igen NaNs-Losung (0,2 um
Membranfilter; Millipore, Bedford, USA) zugegeben.
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Baird-Parker-Agar (Merck, Nr. 5406):

Pepton aus Casein 10,0 g/l
Fleischextrakt 5009/l
Hefeextrakt 1,09/
Natriumpyruvat 10,0 g/l
Glycin 12,09/l
LiCl 5049/l
Agarose 15,09/l
[Eigelb-Tellurit-Emulsion 50,0 mi/l]
pH: 6,8 £ 0,2

Die Losung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert; nach Abkuhlen auf 50-45°C

wurde die Eigelb-Tellurit-Emulsion eingemischt.

GSP-Agar (Merck, Nr. 10230):

Na-L (+)-glutamat 10,0 g/l
|6sliche Starke 20,0 g/l
KH>PO4 x H.O 2,0 g/'
MgSO. 0,54/l
Phenolrot 0,36 g/l
Agarose 12,0 g/l
Penicillin-G-Natrium 100,000 I.E/I
pH: 7,2+ 0,2

Die Losung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert. Nach Abkihlung auf ca.
45°C wurde die Penicillin-G-Natrium (H6chst, Frankfurt/Main) eingemischt.

DCLS-Agar (Merck, Nr. 10270):

Pepton aus Fleisch 504/l
Fleischextrakt 5009/l
Laktose 10,0 g/l
Saccharose 10,0 g/l
tri-Natriumcitrat x 2H,O 6,0 g/l
Nattriumthiosulfat 4,09/
Natriumdesoxycholat 3,04l
Ammoniumeisen(l11)-citrat 1,09/
Neutralrot 0,02 g/l
Agarose 13,09/l
pH: 7,5+ 0,1

Die L6sung wurde unter Erwdrmen vollstandig gel6st und zum Giel3en der

Platten schnell gekuhlt.
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K anamycin-Asculin-Azid-Agar (Merck, Nr. 5222):

Pepton aus Casein 20,0 g/l
Hefeextrakt 5009/l
NaCl 5009/l
Natriumcitrat 1,09/
NaN3 0,15 g/l
Kanamycinsulfat 0,02 g/l
Asculin 1,09/
Ammoniumeisen(l11)-citrat 0,54/l
Neutralrot 0,02 g/l
Agarose 15,0 g/l
pH: 7,1+ 0,2

Die LOsung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert.

Brila-Bouillon (Merck: Nr. 5454):

Pepton 10,0 g/l
Laktose 10,0 g/l
Ochsengalle, getrocknet 20,09/l
Brillantgrun 0,0133 g/l
pH: 7,2+ 0,1

Die Loésung wurde in mit DURHAM-ROhrchen versehene Reagenzglaser
abgefillt und 20 min bei 121°C autoklaviert.

2.4.2 |solierung und Identifizierung von Hefen und Schimmeln

Die Selektion der Pilze sowie die Keimzahlbestimmung der Hefen erfolgten hierbei auf
Hefeexktrakt-Glucose-Chloramphenicol-Agar (Y GCA).

YGCA (Merck, Nr. 16000):

Hefeextrakt 3,04l
Malzextrakt 3,0q/l
Pepton aus Casein 504/l
Glucose 10,0 g/l
Chloramphenicol 0,14/l
Bromphenolblau 0,01 g/l
Agarose 20,0 g/l
pH: 6,6 £ 0,2

Die LOsung wurde 20 min bei 121°C autoklaviert.

Die Identifikation einzelner Hefen erfolgte nach biochemischen Methoden der klassischen
Mykologie. Schimmel wurde zur Differenzierung nach morphologischen Merkmalen auf
ME-Agar angezlichtet.
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2.4.3 Lebendkeimzahlbestimmung

Die Lebendkeimzahlen von Hefen und Bakterien wurden Uber das Koch'sche
Gulplattenverfahren bestimmt. Die Verdinnungsreihe der Proben erfolgte in Ringerlésung
in dezimalen Schritten. Zur Bestimmung wurden 100 ul der einzelnen Verdinnungstufen
ausplattiert. Fur die Dreifachbestimmung wurde diejenige Verdunnungstufe gewahlt, bei
der sich zwischen 10 und 300 KbE auf den Platten befanden. Die Inkubation der Hefen
fand fur 5 Tage bei 25°C, der Bakterien fir 2-3 Tage bei 23°C im Exsikkator gatt. Da
verschiedene coryneforme Bakterien ihre Pigmentierung erst bei Lichteinflul3 ausbilden
(Mulder et al., 1966), wurden die Platten bei Tageslicht inkubiert.

2.4.4 Probennahmevon Hefen und Bakterien

Die Probennahme erfolgte auf einer definierten Flache von 1 cm? auf der Késeoberflache.
Hierzu wurde der Bereich zuerst mit einem feuchten, anschlief3end mit einem trockenen
sterilen Baumwolltupfer abgerieben. Beide Tupfer wurden in 3-5 ml Ringerldsung mit
0,1% Pepton vereint und auf einem Vortex (Vortex-Genie 21y, Scientific Industries)
gemischt.

2.5 Kéasungsversuch Alkalisier ungsver suche von Hefen in Milchmedien

Die Hefen wurden auf Malzextrakt-Platten vorgezogen. Wenn sie innerhalb von 24h ein
optimales Wachstum aufwiesen, wurden sie fur die Versuche eingesetzt. Fir den
Alkalisierungsversuch wurde ein Milchmedium (80ml tyndallisierte 10%ige Milch, 20ml
CPH [15%] + NaCl [15%)] Stocklésung; 1ml 1M CaCl,) verwendet. Es sollten die
Bedingungen auf der Ké&seoberfldche nach dem Salzbad simuliert werden. Der pH-Wert
wurde mit einer 10% Lactatlésung auf ca 5,2 eingestellt. Beimpft wurde das Medium
direkt von einer 24h Agar-Platte mit einer Impfose. Die Bebritung erfolgte bei 21°C und
bei 25°C auf einem Inkubationsschiittler mit 290 rpm. Wahrend der Bebriitung wurde in
regelmafdigen Abstanden eine sterile Probe flr die Bestimmung des pH-Wertes entnommen
und mit Hilfe eines pH-Meters (Digital-pH-Meter, Firma Mettler Toledo) gemessen.

2.6 Kasungsversuch

Die Produktion von oberflachengereiften Kasen ist geprégt durch das traditionelle
Reifungsverfahren des , Alt-Jung-Schmieren®. In friheren Versuchen mit immer wieder
frisch aus Reinkulturen von B. linens hergestellten Schmierwasser sollte dieses
traditionelle Verfahren abgel0st werden. In der Praxis zeigte es sich jedoch als meist
deutlich unterlegen (Philipp, 1993; Hoppe-Seyler, 1998). In eigenen Kéasungs und
Reifungsversuchen, welche in Kooperation mit dem Institut fur Verfahrenstechnik der
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Bundesanstalt fir Milchforschung, Kiel, durchgefuhrt wurden, sollte die Effizienz
verschiedener Oberflachenkulturen getestet werden. Desweiteren sollte die Frage geklart
werden, ob sich eine solche Starterkultur gegen eine etablierte Hausflora einer Késerei
durchsetzen kann.

2.6.1 Salzbad

Als Salzbader wurden Plastikcontainer (25x60x30 cm) verwendet, welche mit je 10 | einer
18%igen NaCl Losung beflllt waren. Der Ansatz der Salzlake erfolgte steril. Fur die
verschiedenen Kéasungsversuche wurden Kéase in sterilen, als auch in mit Hefen und
Staphylokokken beimpften Salzbadern eingebracht. Die Verweildauer im Salzbad richtete
sich nach Grof3e und Sorte der zu salzenden Kése. Die Salzb&der waren auf 16-18°C
temperiert. Eine Umwalzung der Salzb&der erfolgte mit Hilfe von Magnetrihrern.

2.6.2 Arbeitsschmiere

Fur die einzelnen Ké&seversuche wurde die Mehrstamm-Arbeitsschmiere aus
Lagerungskulturen (2.3.2) der Einzelsstdmme unmittelbar vor dem Schmiervorgang
gemischt. Bel einigen Ké&seversuchen fanden auch lyophilisierte Stdmme sowie
schockgefrorene Stamme ihren Einsatz. Die lyophilisierten und die schockgefrorenen
Kulturen wurden in Lagerungsmedium bzw. Peptonwasser aufgenommen, und eine Stunde
bei 25°C auf einem Schiittler bei 240 rpm inkubiert bevor, se auf die Kaseoberflache
aufgebracht wurden.

In dem Grof3versuch des EU-Projektes CT 98-PL4220 (FAIR-Programm) wurden die
Bakterienstamme in Form von Lyophilisaten eingesetzt. Die Lyophilisate wurden von der
Firma Rhodia Food gestellt.

2.7 Schnittkase

Schnittkase gehort zu den Késesorten mit einem relativ hohem Trockenmassegehalt. Fur
die Standardsorten ist mindestens 55% bzw. 53% Trockenmasse als Vollfettkdse
vorgeschrieben.

2.7.1 Versuchskase

Die Versuchskase wurden mit einem Fettgehalt von 45% in der Trockenmasse in jeweils
180-200 | Chargen hergestellt. Die Kaseausbeute lag bei 5-6 Kasen mit jeweils 2,5 kg. Die
Kése waren in der handelstiblichen Brotform 33x10x10cm geprefst. Die Produktion
erfolgte nach dem Fliel3schema Abb. 1. Fur die Reifungsversuche wurden ein Kaselaib in
vier gleich grof3e Stiicke geteilt und fur 4h in ein Salzbad eingebracht.
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Eine weitere Bezugsquelle war eine spezielle Kaserel fur Tilsiter (Ascheberg GmbH,
Ascheberg). Die von dort bezogenen Kase wurden vor dem Salzbad aus dem
Produktionsablauf genommen. Es handelte sich bei diesen Késen um die Standardsorte mit
45% Fettgehalt in der Trockenmasse.

Fur den Grol3versuch im Zuge des EU-Projektes CT 98-PL4220 (FAIR-Programm) wurden
die Kése in der Produktionsstétte ARLA-Food (Danemark) gefertigt. Es wurden in zwei
Durchlaufen je 750 kg Kéase produziert (pro Charge 250 kg).

2.7.2 Kasereifung

Die Reifung der getrockneten Grunkése erfolgte in Glasreifungszellen. Diese hatten die
Mal3e 60x30x30 cm. Sie wurden mit besonders daftir angefertigten PV C-Abdeckungen
verschlossen. Um die notige relative Luftfeuchtigkeit von mehr als 96% gewahrleisten zu
konnen, wurden die Glasreifungszellen zu einem Drittel mit autoklaviertem aqua dest.
gefillt. Die jungen Kése wurden auf einem Gitter oberhalb des Wasserspiegels gelagert.
Zusédtzlich wurden unter den Reifungsgittern Auffangschalen angebracht, die
Tropfkontaminationen des Wasserreservoirs durch die Kaseschmiere verhindern sollte.
Waéhrend der Reifung wurde die Temperatur bis zur Entwicklung der bakteriellen
Rotschmiere zwischen 17 und 18°C gehalten. Anschlief3end wurde die Temperatur auf
14°C abgesenkt. Die Schmierebehandlung erfolgte manuell mit autoklavierten Birsten in
speziellen Kulturschalen. Jeglicher direkter Hautkontakt mit den Ké&sen wurde durch
Tragen von Einmalhandschuhen vermieden. Als Arbeatsschmiere wurden in der Regel
60 ml der jeweiligen Mischkultur eingesetzt.



-30-

Material und Methoden

Vorstapeln

v

Standardisierung
EiweiR3- und Fettgehalt (45%)

v

Pasteurisieren
(30 shei 71°C)

v

Kihlen
(13°C)

R

Vorrgrung
(20 h bei 13°C)

KNO, : 0,015%
CaCl, : 0,02%
Séuerungskultur : 0,1-0,5%

Produktionsbeginn

v

Antemperieren (32°C)
und Kulturzugabe

v

Einlaben
(32°C, pH 6,5)

v

Koagulation
(30 min bei 32°C)

v
Schneiden in 1 cm?® Wiirfel
(5minbe 32°C)

Vol keabzug
(5 min bei 32°C)

v

Nachwéarmen
(25 min bel 37-39°C)

Kasereikultur : 1-1,5%

Auskasen
Kasebruch Uber Sieb in Form ablassen
(30 min bei 34°C)

—p Tropfmolke

Abb. 1: Fliel3schema zur Herstellung von Tilsiter Kése

v
3 x Wenden
(3 hbei 30°C)

v
Salzbad: 18-20% NaCl
(20 h bei 12°C)

v

Trocknen der Griinkése
(24 h bei 12°C)

v

Reifung
(6 Wochen bei 16°C)

Zugabe vonLab
(0,2-0,03%)

10-15% Volumen
der Kesselmilch

Volumenausgleich mit
Wasser (50-60°C)
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2.8 Weichkase

Weichkase unterscheiden sich von Hart- und Schnittkése durch einen hoheren
Wassergehalt. Der Trockenmassengehalt liegt zwischen 40 und 56%. Bei den Weichkasen
kann man im allgemeinen zwei Untergruppen unterscheiden. Weichkése mit
Schmierebildung und Weichkase mit Schimmelbildung. Im weiteren Verlauf wird nur das
Verfahren fur die Produktion von Weichkése mit Rotschmiere beschrieben. Weichkase
reift verhaltnismaldig rasch. Ihre Reifung vollzieht sich von auf3en nach innen. Sie zeigen
haufig erst mit zunehmender Reife, von auf3en beginnend, die weiche Konsistenz, der sie
ihren Namen verdanken

2.8.1 Versuchskase

Alle Versuchskdse wurden mit einem Fettgehalt von 45% in der Trockenmasse hergestellt.
Das Chargen Volumen betrug jeweils 20 |. Die entsprechende K&seausbeute lag bei 16-17
Ké&sen mit jewells 150 gr.. Die Késeform entsprach der Backsteinform der handelstiblichen
Limburger. Die Produktion der Weichk&se erfolgte nach dem Flief3schema aus Abb. 2.
Zusétzlich zur Starterkultur (Latto Innesto; Wisby) wurde, abweichend zur industriellen
Produktion, Geotrichum candidum zur Kesselmilch in einer Konzentration von 10°-
10° KbE/ml zugegeben. Wahrend der Produktion der Ké&se sank der pH-Wert von 6,5-6,6
in der Kesselmilch auf 4,8-5,0 auf der Kéaseoberflache nach dem Salzbad ab.

2.8.2 Kasereifung

Die Weichkése gelangten nach dem Salzbad in den Beizraum. Dieser Beizraum hatte eine
Temperatur von 20°C, die Luftfeuchte lagt bei 95%. Die Kése verblieben dort fur 24-26h
auf Abtropfgittern. Die erste Oberflachenbehandlung erfolgte nach dem die Weichkéase den
Beizraum verlassen hatten. Im Gegensatz zu den Schnittkésen wurde die Oberflachen
kultur nicht mit Blrsten aufgebracht, sondern aufgespriht bzw. aufgetréufelt, und durch
Wischen gleichmal3ig auf der Oberflache verteilt. Die weitere Reifung der Kase erfolgte in
Glasreifungszellen (2.5.3) bel einer Reifungstemperatur 16-17°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 90-95%. Im Verlauf der Reifung wurden die Kase weitere vier Mal
einer Oberflachenbehandlung mit Kultur unterzogen.
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Vorstapeln

v

Standardisierung

EiweiR3- und Fettgehalt (45%)

v

Pasteurisieren
(30 shei 71°C)

v

Kihlen
(13°C)

v

e

Vorrefung
(20 h bei 13°C)

CaCl, : 0,02%

Produktionsbeginn

v

Antemperieren (45°C)

und. Kulturzugabe

47

v

Einlaben
(43°C, pH 6,5)

v

Koagulation
(30 min bei 40°C)

v

Séuerungskultur :1-1,5%
Hefekultur : 0,005%

47

Zugabe von Lab

(02-003%)

(5minbel 40°C)

Schneiden in 2-3 cm?® Wiirfel

v

Molkeabzug
(5minbel 40°C)

e

v

50% Volumen
der Kesselmilch

Auskasen :

Abfillen des Bruchs in Hordeneinsétze
(30 min bei 40°C)

v

6 x Wenden

(10hbe 25°C)) ——P»

v

Salzbad: 18-20% N
(3hbei 20°C)

aCl

v

Beizraum:

(24-26 h bei 20°C und 98% rLf)

v

Reifung :

(2 Wochen bei 16-17°C und >90% rL_f)

Abb. 2: Fliel3schema zur Herstellung von Weichkése

Tropfmolke
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2.9 Sauer milchkase

Bei dieser Késesorte handelt es sich um eine deutsche Kéasespezialitét. Diese Késesorte
wird aus entrahmter Milch hergestellt und enthélt somit kaum Fett. Sauermilchk&se enthalt
60 bis 73% Wasser in der fettfreien Késemasse. Im Handel ist Sauermilchk&se mit Rot-
Gelbschmiere oder mit Edelschimmel auf der Oberflache zu erhalten.

2.9.1 Herstellung von Sauermilchkase

Fur die Versuchskasungen wurde Sauermilchquark zum Teil aus der laufenden Produktion
der Sachsenmilch AG bezogen. Fur weitere Versuche wurde in eigener Herstellung der
Quark produziert. Der Produktionsablauf ist dem Fliel3diagramm Abb. 3 zu entnehmen.
Fur die Produktion wurde eine kommerziell erhaltliche Sduerungskultur (Jogurt 709 Pellet
DIP?, Danisco Cultor, Niebiill) verwendet. Zusétzlich zur Sauerungskultur wurde der
Kesselmilch die Hefen Candida krusei und Kluyveromyces marxianus, in einer
Endkonzentration von 107 bis 10° KbE/ml zugegeben. Bei diesen Hefen handelte es sich
um Isolate von oberflachengereiften Késen. Bei Erreichen eines pH-Wertes von 4,6 wurde
die Sauregallerte in Wirfeln mit 2 cm Kantenlange geschnitten. Es folgte das Ausrihren
des Bruches. Bei Erreichen der gewlnschten Festigkeit wurde der Bruch nochmals
absitzen gelassen. Durch Abschopfen wurden etwa 50% der Molke entfernt. Nach dem
Molkeabzug erfolgte das Abflllen in Leinentlichern zum weiteren Molkeabzug. Um diesen
Vorgang zu unterstitzen, wurden die Leinenttcher Uber Nacht mit 5 kg Gewichten
beschwert, um einen Trockenmassengehalt von 32-33% zu erreichen. Nach 24h wurde der
Sauermilchquark in sterile Plastikbeutel abgefillt unter verschiedenen Bedingungen
vorgereift oder direkt weiter verarbeitet. Fir die Weiterverarbeitung zu Sauermilchkase
wurde der Quark mit 1,7-1,9% Reifungssalzen und 2,8% Siedesalz versetzt. Durch die
Zugabe der Reifungssalze ergab sich eine Erhthung des pH-Wertes auf 5,0-5,2. Mit in die
Quarkmasse eingearbeitet wurde Kultur bzw. Kulturkése. Als Kultur wurde eine
Flassigkultur von Saphylococcus equorum und Saphylococcus sciuri in einer
Konzentration von 10°- 10" KbE/g beigemischt. Nach dem Animpfen der Quarkmasse
erfolgte eine gleichméfdige Durchmengung. Dieses geschah unter Verwendung des
Stephan-Cutters bzw. manuell. Die so bearbeitete Quarkmasse wurde in Hordeneinsétze
fur Weinkase abgeftillt.

2.9.2 Kéasereifung

Nach der Ausformung gelangten die Ké&se in einen Vorreifungsraum, den Schwitzraum.
Dieser Raum wies eine Temperatur von 30-33°C, bei einer relative Luftfeuchtigkeit von
98-100% auf. Die Verweildauer in diesesm Raum betrug 20-24h. Nach dem Schwitzraum
hatten die K&se eine ca. 2 mm dicke Fetthaut ausgebildet. Es handelt sich bei der Fetthaut
um eine Hefenschicht, welche die Oberflache alkalisiert. Der pH-Wert auf der
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Ké&seoberflache war nach dem Schwitzraum auf 6,8 angestiegen. Nach dem Schwitzraum
wurden die Kéase fur ca. 30 min. abkihlen gelassen. Nach der Abtemperierung erfolgte eine
einmalige Oberflachenbehandlung der Kéase mit Kultur welche in einer 3% Salzlésung
aufgenommen worden war. Nach dem Sprihvorgang erfolgte eine Umlagerung der Kése in
Glasreifungszellen. Die Glasreifungszellen wurden in einen Reifungsraum eingebracht, in
welchem eine Temperatur von 10-12°C, sowie eine relative Luftfeuchtigkeit von 85%
herrschte. Unter diesen Bedingungen wurden die Kase fur 12-48h gereift. Im Anschluss
wurden die Ké&se in spezielle Folie verpackt und bei 8°C gelagert.
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v

Pasteurisieren
(30 shei 71°C)

v

Temperieren auf 44°C < Séuerungskultur : 0,1-0,5%
und Kulturzugabe,pH 6,5 Hefekulturen : 0,05%

v

Koagulation
(4h bei 44°C)

v

Schneidenin 8 cm® Wirfel
(5minbel 42°C, pH 4,6)

Molkeabzug 50% Volumen
(5minbei 40°C) | — P | ger Kessamilch

v

Abschopfen des Bruchkorns

auf Leintlichern
— P | Tropfmolke
(20 h bei 25°C) P

v

. . Sauermilchquark
Produktionsende Sauermilchquark |  (pH 3,4 bis4,0)

Produktionsbeginn Har zer

Kultur : 0,05% EEE— Reifungssalze 1,7 -1,9%
oder ——p| Krden |\ g———| (80:20% NaHCO,/CaCO,)
Kulturkase : 2-5% ] Siedesalz :2,8% NaCl

Abfillen der Quarkmasse
in Hordeneinsétze (pH 5,0-5,2)

v

Schwitzraum:
(20-24 h bei 30-33°C und
98-100%rLf bis pH 6,8)

v

Bespriihen mit
Kultur

v

Reifung
(12-48 h bei 10-12°Cund 85% rLF)

Abb. 3: Fliel3schema zur Herstellung von Sauermilchkéase



-36- Material und Methoden

2.10 Differenzierung mit Hilfe von molekular biologischen M ethoden
2.10.1 Puffer und L6sungen

Puffer:

10x TAE-Puffer:

Tris 48,4 g/l
NaEDTA 7,45 g/l
Na-Acetat-Trihydrat 6,8 g/l
Eisessig 250ml

Der pH-Wert wird mit Essigsaure auf 7,85 eingestellt

10x TBE-Puffer:

Tris 108,0 g/l
Borsédure 55,00/1
0,5M EDTA ,pH 8,0 40,0 ml

10x TE-Puffer:

Tris 12,11 g/l
Na-EDTA 3,79/
Na-Acetat-Trihydrat 6,8 g/l

Alle Puffer wurden 10fach angesetzt. Bevor sie zum Einsatz kamen, wurden sie 1:10 mit
sterilem aqua dest. verdinnt. Der TE-Puffer wurde 20 min bei 121°C autoklaviert.

L 6sungen:

8x Polyacrylamidlésung

Rapid Gel XL (50%) 50 ml
Harnstoff 168 g
10x TBE 40 ml

Die LOsung wurde mit bidest auf 400 ml aufgefullt. Die Substanz Rapid Gel XL wurde von
der Firma Bio Whittaker Molecular Applications, USA bezogen.
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2.10.2 Amplified Ribosomal DNA- Restriction Analyse (ARDRA)

Je nach Gattung wurde ein Bereich der 16S rRNA [1,4 kb], beziehungsweise ein Bereich
der 16S rRNA, 16-23S rRNA-Spacer-Region und ein Teil der 23S rRNA [2,4-2,7 kb]
amplifiziert. Die Amplifikate wurden mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen
hydrolysiert, um ein spezifisches Schnittmuster flr jede eingesetzten Spezies zu erhalten.

2.10.3 Isolierung und Reinigung von Gesamt-DNA

Die Schnellisolierung der Gesamt-DNA erfolgte nach Leehouts et al. (1990). Von einer
21h Kultur (2.3.1.) wurden 1-2ml abgenommen und in ein 2ml Reaktionsgefélle
(Eppendorf) tberfuhrt. Im Anschluss wurde die Kultur abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
1ml Losung A (Saccharose 20% [w/v], TrissHCI [pH 8.0] 10 mM, EDTA 10 mM und
NaCl 50 mM) resuspendiert, mit 20 pl Lysozym (50 mg/ml) und 2-10 pul Mutanolysin
(5000 U/ml) versetzt. Diese Suspension wurde fur ca. 1h bel — 80°C eingefroren.
Anschlief3end wurde bel 37°C fur ca. 30 min inkubiert. Danach erfolgte eine Zugabe von
20 pl Proteinase K (20 mg/ml) und 25 pl SDS (25%ig). Es wurde bei 60°C inkubiert bis
die Losung klar war. Nachfolgend wurden der klaren Losung 400 pl Phenol und 400 pl
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zugegeben. Der Ansatiz wurde fur 5 min zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation trat eine Trennung in zwei Phasen auf. Die wassrige obere Phase
wurde in ein neues steriles Reaktionsgefald tberfihrt, und mit 100 ul agua bidest. und
500 ul Chloroform/lsoamylalkohol versetzt. Dieser Ansatz wurde fur S min durch
Ausschitteln gemischt und nachfolgend zentrifugiert. Der Vorgang des Abnehmens der
waéssrigen Phase und das Zugeben der Losungen erfolgte so lange, bis sich keine
Intraphase mehr ausbildete. Zum Abschluss bzw. fur die Fallung wurde die klare wassrige
Phase in ein neues steriles Reaktionsgefal? Uberfuhrt, und mit 100 pl NaAC, sowie 500 pl
Isopropanol vermischt. Dieser Ansatz wurde Uber Nacht bel 4°C gelagert. Am folgenden
Tag wurde dieser Ansatz abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, und das Pellet mit
80% EtOH gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 150 ul TE+RNAse
resuspendiert. Dieser Ansatz wurde nochmals fur 30 min bei 37°C inkubiert. Zur
Uberpriifung der DNA wurden 5 pl des Ansatz mit 5 pl TE-Puffer verdiinnt, und tber eine
Gelelektrophorese aufgetrennt. Es war so maglich, die Ausbeute und die Reinheit der DNA
abzuschétzen. Die DNA Ldsung wurde bei — 20°C gelagert.

2.10.4 Einsatz von ganzen Zellen

Die Zellen wurden in 200 pl PCR-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde im Thermomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf) 10 min bei
650 rpm auf 95°C erhitzt, anschliefRend auf Eis abgekuhlt und direkt als DNA-Template
verwendet .
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2.10.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Es wurden Universalprimer (Vaneechoutte et a., 1992) fir die Gattungen Staphylococcus,
Arthrobacter und Microbacterium eingesetzt, die zwei konservierten Sequenzabschnitten
der 16S - und der 23S rRNA entsprachen:

68- Upstream Primer: 5-TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC-3
69 -Downstream Primer: 5'-CCTTTCCCTCACGGTACTGGT-3

Fur die Gattungen Brevibacterium und Corynebacterium wurde der Downstream Primer
ausgetauscht. Der hierfir verwendete Downstream Primer entsprach einem
Sequenzabschnitt um Position 1450 der 16SrRNA.

1450- Downstream Primer: S5'*-CCTTGTTACGACTTAGTCCCAAT-3

Die Durchfuhrung der PCR erfolgte im Gene-Amp-PCR-System 9600 (Perkin Elmer,
Deutschland). In einem sterilem 0,5 ml Reagenzgefald wurden 49 ul Reaktionsanzatz aus
Sul Puffer (200 mM TrissHCL, 160 mM (NH.)2SOs 15 mM Mg Cly, 0,1% [wi/V]
Gelatine), 8 pul 1,25 mM d NTP-Gemisch, 2 pl 2,5% Tween 20, jeweils 25 mol/pl Primer
und 1 unit Tag-Polymerase, welche 1:50 mit Pfu-DNA-Polymerase versetzt wurde,
zusammengegeben. Der Reaktionsansatz wurde fir 5 min auf 95°C denaturiert es folgten
35 Zyklen unter folgenden Bedingungen: 20 sec. bei 92°C (Denaturieren der DNA),
20sec. bei 58°C (Binden der Primer), 150sec. bei 72°C (Elongation am
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase). Das Programm wurde mit einem einmaligen
Schritt bei 72°C fur 10 min beendet. Um die Reinheit der Reagenzien zu Uberprfen,
wurde bei jeder PCR eine Probe ohne Template zugegeben. Die Uberprifung der Produkte
erfolgte mit Hilfe der Gelelektrophorese.

2.10.6 Restriktionsanalyse

Fur den Restriktionsverdau wurden ungereinigte PCR-Fragmente eingesetzt (Turbett und
Sellner, 1996). Der Verdau erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die Zugabe des
PCR-Produktes variierte zwischen 15 und 20 pl. Wenn weniger PCR-Produkt eingesetzt
wurde, erfolgte eine Aufflllung zum Endvolumen mit sterilem TE-Puffer. Die
Restriktionsenzyme wurden in einer Konzentration von 5U dem Ansatz, die Puffer nach
Angaben der Hersteller (Biolab, Eurogentec) zugegeben. Der Verdau erfolgte bei
Temperaturen nach Herstellerangaben und wurde immer Gber Nacht durchgefthrt. Zur
Uberpriifung der Reinheit, sowie der Aktivitdt des eingesetzten Enzyms fand zusétzlich ein
Kontrollverdau mit | oder geeigneter Vektor-DNA statt.
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2.10.7 Gelektrophorese

Die Auftrennung von DNA—Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 0,8-1,5%igen Agarosegeln
(Sambrook et d., 1989). Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer aufgekocht Nach
Abkuhlung auf 60°C erfolgte die Zugabe von Ethidiumbromidlésung (1pg/ml). Die
einzusetzenden Proben wurden mit 3 pl Dye (Bromphenolblau 0,07 [w/v], Glycerol 33,0
[v/v]) versetzt. Zum GroRRenvergleich wurde ein Langenstandard mit aufgetragen. Die
Dokumentation und Analyse der Agarosegele erfolgte unter UV-Licht auf einem
Transilluminator (TFL-20 M, Biometra, Gottingen), und mit einem Video Copy Prozessor
(Mitsubishi) abgelichtet.

2.11 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode (Sanger et al.,
1977) durchgeftihrt. Als Matritze wurde das PCR-Produkt aus 2.10.5 eingesetzt.

2.11.1 Reinigung von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proben wurden unter UV-Licht (UV-Transil-
luminator, Serva) as Gelstiick ausgeschnitten. Unter Verwendung des Min Elute™ PCR
Purification Kit (Quiagen, Hilden) wurde die DNA anschliefend nach Angabe des
Herstellers aus den Gelsticken extrahiert.

2.11.2 Sequnzierungsprimer

Primer Spezifitét Sequenz 5'-3' Annesaling Richtung
Temperatur
W)
68 Eubakterien TGG CTC AGA TTG AAC GCT 57 >>>
GGC GGC
69 Eubakterien CCT TTC CCT CAC GGT ACT 57 <<<
GGT
278 B. linens GCC ACA CTG GGA CTG AGA 61.4 >>>
CA
706 B. linens GTG TCA GTT ACA GCC CAG 56.7 <<<

911 B. linens ATT CGA TGC AAC GCGAAGA 54.5 >>>
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2.11.3 Partielle Sequenzierung

Es wurde nach dem Verfahren der zyklischen Sequenzierung (Murray, 1989.) gearbeitet.
Als Template wurden gereinigte PCR—Produkte (2.11.1), in einer Konzentration von
100 ng DNA/Kb eingesetzt. Fir jede Sequenzreaktion erfolgte eine Zugabe von 2 pmol 68
IRD 800 markierter Primer (MWG Biotech, Ebersberg): Die PCR-Produkte wurden in
einem Volumen zwischen 2,5 und 10 pl in den Reaktionsansatz gegeben. Desweiteren
wurden 1 pl Primer und 1 pl DM SO zugesetzt. Um auf ein gesamt Volumen von 25 pl zu
kommen, wurde mit aqua bidest. aufgefllt.

In 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefél3e wurden je 2 pl der vier Didesoxynucleotide (Thermo
sequenase labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP, Amersham, USA).
gegeben. Jeweils 6 pul des ,DNA/primer mix“ wurden zu dem Ansatz pipettiert. Der
Reaktionsansatz wurde fur wenige Sekunden bei 14000 rpm (Tischzentrifuge, Eppendorf
centrifuge 5417C) zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte eine Uberschichtung des
Reaktionsansatz mit 20 pl ,,chillont 14“ als Verdunstungsschutz. Die Amplifikation wurde
im Mastercycler 5330 (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) durchgefiihrt. Nach
einem Denaturierungsschritt bei 95°C fir 2 min folgten 30 Zyklen. Der Temperaturverlauf
war wie folgt: 30 sec bei 95°C, 30 sec bei der fur die Sequenzierungsprimer vorgegebenen
Temperatur (2.11.2), 30 sec bei 72°C. Das Programm wurde mit einem einmaligen Schritt
bei 72°C fur 10 min beendet. Direkt im Anschluss wurden 4 pl Stop-Loading- Puffer
(Sequi Therm™, Biozym, Oldenburg) zugegeben, und die Proben auf Eis gelagert.

2.11.4 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Reaktionsprodukte (2.11.3) erfolgte Uber ein 6,5%iges Polyacryl-
amidgel. Zur Gelbereitung wurden von einer achtfachen Polyacrylamidiésung (2.10.1)
50 ml abgenommen, und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast. Nach Zugabe von
500yl DMSO, 50ul TEMED (Roth, Karlsruhe), sowie 350pul  10%iger
Ammoniumpersulfat-Losung, wurde das Polyacrylamidgel zwischen zwel Glasplatten
blasenfrei gegossen. Nach einer Polymerisationszeit von 2h konnte das Gel sofort
verwendet werden. Die Glasplatten wurden in den LI-COR DNA Sequencer 4000 (MWG-
Biotech) eingespannt, und die Detektionseinheit nach Angaben des Herstellers justiert.
Nach einem Vorlauf von 30 min erfolgte die Auftragung von 1,5-1,7 pl Probe auf das Gel.
Die Auftrennung wurde mit TBE- Puffer bei 1,5kV, 35 W, 31,5 mA und 48°C Uber Nacht
durchgefiihrt. Die Sequenzen wurden mit Hilfe der Base ImaglR™-Software (Li-COR)
ausgewertet.
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2.11.5 Auswertung der Sequenzdaten

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte Uber das Programm ,DNASIS for Windows
Ver. 2.1 (Hitachi Software Engineering Co., Ltd., 1995). Homologievergleich wurde mit
Hilfe des,, BLASTN 2 search service” des Datenbank Services von EMBL (Heidelberg)
durchgefuhrt (http://www.dove.embl-heidelberg.de).

2.12 Pulsfeld-Gelelektr ophor ese (PFGE)

Bel der herkbmmlichen Elektrophorese von DNA-Fragmenten konnen nur
Nukleotidmolekille bis zu einer Léange von etwa 50kb getrennt werden. Mit dem
Verfahren der PFGE ist es moglich, DNA-Fragmente bis zu einer Groéf3e von etwa 2000 kb
zu trennen. Diese Methode wurde 1984 von Schwartz und Cantor entwickelt.

2.12.1 Zellzucht und Zellernte

Die Zellanzucht erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. Zur Zellernte wurden autoklavierte
Zentrifugenbecher (JA-20 fur 30 ml Kultur bzw. JA-10 fur 100 ml Kultur) verwendet. Es
wurde 10 min mit 5000 rpm bei 4°C zentrifugiert (Avanti"™ J- 25, Beckmann, U.S.A). Das
Pellet wurde nachfolgend zweimal mit dem gleichen Ausgangsvolumen von 50 mM EDTA
gewaschen. Nach dem Waschvorgang wurde das Pellet in 4 ml Waschpuffer
aufgenommen, und auf zwei sterile 2 ml Reaktionsgefal3e (Eppendorf) aufgeteilt. Es folgte
ein weiterer Zentrifugationsschritt bel 14000 rpm fir 10 min bei 4°C (Eppendorf-
Kihlzentrifuge, Centrifuge 5402). Das Pellet wurde bei —20°C bis zur weiteren
Bearbeitung gelagert.

2.12.2 Fixierungder Zellen in Agarose und Praparation der Bakterien-DNA

Um eine einheitliche Zelldichte in den Inserts zu erhalten, wurde das Pellet eines
Reaktionsgefalles (2.12.1) in 1 ml 50 mM EDTA-Puffer resuspendiert. In ein kleines
Glasrohrchen wurden 4,9 ml dest. Wasser gefillt. Von dem resuspendiertem Ansatz
wurden zwischen 20-100ul in das Rohrchen eingebracht, bis eine ODey von 0,8-1,2
erhalten wurde. Aus dieser Verdinnung wurde der entsprechende Verdiinnungsfaktor fir
die Ausgangskultur bestimmt. Das Aufnahmevolumen fir die Inserts ist nach folgender
Formel berechnet.

ODg20 X 1,5 x [ Verdunnungsfaktor / 100] = Aufnahmevolumen

Das zweite Pellet wurde im kalkulierten Aufnahmevolumen mit 50 mM EDTA-Puffer
aufgenommen und resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurden 250 pul abgenommen
und in ein steriles 2 ml-Reaktionsgeféal3, welches mit 1,5 ml Low Melting Agarose (1 %)
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gefullt war, pipettiert und vorsichtig gemischt. Um eine vorzeitige Polymerisation zu
verhindern, wurde der Ansatz im Wasserbad bei 50°C aufbewahrt. Jeweils 250 ul dieser
Agarosesuspension wurden in Plug-Mold-Taschen, welche vorher mit Alkohol gereinigt
worden waren, pipettiert und 10 min bei —20°C geliert. Nach der Aushértung wurden je
6 Inserts pro Container in 5 ml 50 mM EDTA bei 4°C gelagert. Zur Praparation der
Bakterien-DNA in den Inserts wurde zuerst ein Verdau mit Lysozym durchgefihrt. Die
Inserts wurden in 3 ml einer Lysozyml6ésung (2 mg/ml Lysozym in 50 mM EDTA, pH 8,5
und 0,05% N-lauryl sarcosine) tber Nacht bei 37°C inkubiert. Bel einigen Stammen war es
notwendig, zusétzlich 20 U/ ml Mutanolysin zum Ansatz zu geben. Im Anschluss erfolgte
der Verdau mit Proteinase K. Es wurden 4-5 Inserts in 5 ml NDS-Puffer (10 mM  Tris-
HCl, 1% SDS, und 0,45 M EDTA pH 8,5, 10 mg (Endkonzentration) Protease K (Sigma))
bei 50°C fur 72h inkubiert. Nachfolgend wurden die Inserts 5-7 mal mit 50 mM EDTA,
pH 8,5 bei 30 min bei Raumtemperatur gewaschen. Abschlief3end erfolgte eine Aufnahme
der Insertsin 50 mM EDTA. Bis zur weiteren Bearbeitung erfolgte eine Lagerung bei 4°C.

2.12.3 Préaparation von Einzelkolonien bzw. Plattenausstrichen

Fur die Praparation von Einzelkolonien aus Oberflachenanalysen erfolgte der Einsatz
direkt aus der Plattenanzucht. Unter Verwendung einer 10ul | mpfdse wurden die Kolonien
in 1m 50mM EDTA, pH85 Uberfuhrt. Die Zellen wurden zweimal in dem
Aufnahmepuffer gewaschen. Das so gereinigte Pellet wurde in 100 pl 50 mM EDTA
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde ohne eine ODex-Bestimmung in Agarose
aufgenommen. Zur weitere Bearbeitung siehe (2.12.2).

2.12.4 Restriktionsanalyse

Von den in 50 MM EDTA gelagerten Inserts wurden 1-3 mm dicke Gelblocke eingesetzt.
Zur Equilibrierung wurden die Gelblocke in 500 pl TE — Puffer und nachfolgend in 200 pl
des entsprechenden 1x Restriktionspuffers aufgenommen. Die jeweilige Verwelldauer in
den Puffern betrug 1h bei 4°C. Firr den Restriktionsansatz erfolgte eine Uberfiihrung der
Gelblocke in ein neues Reaktionsgefald. Es enthielt 200 pl 1x Restriktionspuffer, 2 pl
acetyliertes BSA (1mg/ml) und 5 U des gewiinschten Enzyms. Der Ansatz wurde Uber
Nacht bel der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert.

2.12.5 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurde ein 1,1%iges Pulsfeldagarosegel (Pulsed
Field Certified Agarose, Biorad) verwendet. Die Agarose wurde in 100 ml 0,5x TBE
Puffer (2.10.1) angesetzt. In die Geltaschen des auspolymeriesierten Gels wurden die mit
Restriktionsenzymen behandelt Gelblockchen eingebracht und mit 0,8%iger Low Melting
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Agarose Uberschichtet. In das Biorad CHEF—DRII - System (Biorad) wurden 2 Liter
0,5x TBE Puffer geflllt und auf 14°C temperiert. Die Pulsfeld-Gelelektrophorese wurde
bei einer konstanten Spannung von 175V durchgefihrt. Die Auftrennung erfolgte tber
24h mit einem Switch-Time Gradient von 0,5-15sek. In einem Ethidiumbromidbad
(1 pg/ml) wurden die DNA-Fragmente fur 1h geférbt, eine Entfarbung erfolgte im
Anschluss fur 30 min in aqua dest. Eine Dokumentation des Agarosegels fand unter UV-
Licht mit Hilfe des Video Copy Prozessor sait. Um die Fragmentgrof3en abschétzen zu
konnen, wurde der ,,low range PFG maker” (Kombination aus LamdaHindlll und Lambda
Konkatemeren, Fragmentgrof3en, 0,1-200 kb, Biolabs; USA) verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Oberflachenanalyse kommer zieller Rotschmierekase

Rotschmierekdse sind in den Gruppen Hart-, Schnitt-, Weich- und Sauermilchké&se
anzutreffen. Diese K&se zeichnen sich nicht nur durch abwechende Produktionsabléufe
und Reifungszeiten aus, sondern zusétzlich durch unterschiedliches Aussehen und
Aroma. Zur Analyse der unterschiedlichen Schmieren wurden mehrere handelstibliche
Rotschmierekdse auf die Zusammensetzung ihrer Oberflachenflora hin untersucht. Da
diese Proben aus dem Handel bezogen worden waren, waren die Reifungszeiten nicht
einheitlich, es handelte sich aber bel allen K&sen um marktreife Kése.

Tab. 1: Mikrobidlle Zusammensetzung verschiedener Rotschmieren

Oberflachenflora Schnittkdse Weichkése Sauermilchkése
Hefen

[KbE/cm?] 1,7 x 10° 10" -10’ 10" -10°
Bakterien

[KbE/cm?] 108 - 10° 108 - 10° 10°- 10°
Corynebacterium spp. (beigefarben) 50-90% 5-50% 5-80%
Arthrobacter spp. Microbacterium spp. 0,1-5% 2-80% -
Brevibacterium linens (orange) 0,1-15% 1-15% 5-50%
Bewegliche Stébchen (orange) - 5-35% -
Saphyl ococcus spp. 0,1-5% <1% 5-80%
Schimmel <10° <10° <10
Pseudomonas <102 <10 <10
Coliforme Bakterien <102 <10° <10°
Enterokokken <10° <10* <10*

Fir die verschiedenen Kasesorten waren Hefenkeimzahlen von 10°- 10° KbE/cn? zu
ermitteln. Bel geschmierten Schnittkésen dominierte die Hefe Debaryomyces hansenii.
Die Hefenflora wurde mit dem biochemischen Test ID32C (BioMérieux) analysiert. Bei
geschmierten  Weichkdsen (Limburger) konnte neben D. hansenii  auch
Geotrichum candidum auf allen Proben nachgewiesen werden. Diese genannten Hefen
waren fur Sauermilchkase (Harzer Kéase) nicht relevant. Fur diese Ké&sesorte waren
Candida krusei und Kluyveromyces marxianus bezeichnend. Zusétzlich konnten noch
weitere Hefespezies isoliert werden, welche nicht weiter differenziert wurden.
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Die bakterielle Gesamtkeimzahl variierte bei Schnitt- und Weichkdse um eine
Zehnerpotenz. Es waren Konzentrationen von 10° bis 10° KbE/cn? auf der
Ké&seoberflache nachzuweisen. Bel Sauermilchkése konnten Schwankungen von vier
Zehnerpotenz dokumentiert werden. Die Analysen der verschiedenen handelstiblichen
Rotschmierekase zeigte, dass die Oberflachenflora im Wesentlichen aus coryneformen
Bakterien bestand. Bel Schnittkése (Tilsiter) betrug der prozentuale Anteil der beige
pigmentierten Corynebacterium-Spezies zwischen 50-90%, fir Weichkése 5-50%, bei
Sauermilchkasen zwischen 5 und 80% der auf modifiziertem Milchagar gewachsenen
Rotschmiere-Oberflachenflora (einschlief3lich Staphylokokken). Das wohl bekannteste
Rotschmierebakterium, Brevibacterium linens, wurde im Allgemeinen nur in geringen
Konzentrationen auf der Oberflache von Schnitt- und Weichk&se nachgewiesen. Bei
geschmierten Schnitt- und Weichkésen lag der Anteil an der Oberflachenflora bei 0,1 bis
15%, bei Sauermilchkasen war der Anteil von B. linens an der Oberfl&chenflora teilweise
bis tber 50% (Tab. 1).

Als weitere Komponenten der Schmiere waren gelbpigmentierte coyneforme Bakterien
der Gattung Arthrobacter spp. und/oder Microbacterium spp. nur von geschmierten
Schnitt- und Weichk&se zu isolieren. Fir kommerzielle Sauermilchkase erfolgte kein
Nachweis einer dieser Gattungen. Staphylokokken waren fir alle Rotschmierek&se
typisch. Dabei dominierte auf geschmierten Schnitt- und Weichkésen Staphylococcus
equorum, auf Sauermilchkésen S saprophyticus. Eine genauere Differenzierung der
isolierten Staphylokokken erfolgte durch ID32 Staph (BioMérieux) und ARDRA (3.8.2).

Bel Limburger Késen einer stiddeutschen Késerel konnten Gber mehrere Jahre bei allen
Analysen bewegliche Stabchen nachgewiesen werden. Diese wurden als Halomonas spp.
identifiziert. Der Anteil an der Oberfléachenflora betrug bei diesen Bakterien bis zu 35%
(Tab. 1).

Alle untersuchten, kommerziellen Ké&sen, wiesen neben der Rotschmiereflora
unerwiinschte Fremdkontaminanten auf. So konnten Schimmel, Pseudomonaden,
coliforme Bakterien, und Enterokokken nachgewiesen werden.

3.2 Alkalisierungsversuche von Hefen in Milchmedien

In den Kéasereien sind Hefen vorwiegend als technologisch erwilnschte Keimflora
anzusehen. Uberlicherweise ist die Reifung von Rotschmierekase durch zwei Phasen
gekennzeichnet. In der Ersten entwickelt sich die Hefeflora. Der pH-Wert der Oberflache
liegt nach der Produktion bzw. nach dem Salzbad, zwischen pH 4,8 und 5,2. Zu diesem
Zeitpunkt konnen nur die salz- und sauretoleranten aeroben Organismen die Oberflache
besiedeln. Die Hefen entstammen zumeist der jeweiligen Hausflora, mitunter werden in
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der Arbeitsschmiere spezielle Hefen als Starter zugesetzt. Die Assimilation von Laktat
durch die sduretoleranten Hefen, sowie die Freisetzung alkalischer Stoffwechselprodukte,
fahrt zu einer allmahlichen Erhéhung des Oberflachen-pH-Wertes, so dass sich in der
zweiten Phase die schwach sauretolleranten Rotschmierebakterien (z.B.: Brevibacterium
linens) ab einem pH-Wert von 6,0 auf der Oberflache etablieren. Eine verzbgerte
Entsduerung wirde die Reifung hinauszégern, und die Kontamination mit Fremdkeimen,
insbesondere mit Grunschimmel, ermdglichen. Wie unter 3.1 beschrieben, konnten von
der Oberflache der verschiedenen Késesorten unterschiedliche Hefegattungen isoliert
werden.

Zum Screening auf technologische erwinschte Entsduerungseigenschaften wurden
Stamme der Spezies Geotrichum candidum, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
marxianus, Kluyveromyces lactis und Candida krusei, wie unter 2.5 beschrieben,
durchgefihrt.

Wie aus Abb. 4 zu entnehmen, waren die Fahigkeiten zur Alkalisierung des Milch
mediums bei den Hefen sehr unterschiedlich ausgepréagt und von der Temperatur
abhangig. Bel den getesteten Stammen der Spezies G. candidum zeigte sich bel 21°C eine
lag-Phase von einem Tag. Diese verkirzte sich bei 25°C auf wenige Stunden. Nach 1 %
Tagen konnte in 70% der getesteten Ansétze bei 21°C ein pH-Wert zwischen 5,8 und 6,1
erreicht werden. In den verbleibenden Versuchsansétzen lag der pH-Wert wéahrend des
gesamten Untersuchungsintervalles zwischen pH 5,4 und 5,8. Bei einer Erhdhung der
Versuchstemperatur auf 25°C zeigte sich eine schnellere Alkalisierung des Mediums. In
60% der Ansétze war ein pH-Wert von 6,0 innerhalb eines Tages erreicht worden
(Abb.4). Die Hefen, welche bei 21°C eine schwache Alkalisierung zeigten, entsuerten
bei 25°C das Medium im Untersuchungszeitraum tber pH 6,0 (Abb. 4).

Ein schnell alkalisierenden Stoffwechsel war bei den Isolaten aus Quark, als auch bei der
Oberflache eines Harzer, sowie eines Camembert vorzufinden.

Bel den Alkalisierungsversuchen im Milchmedium fur die Isolate der SpeziesD. hansenii
konnte bei 21°C nach 26h in 60%, und bei 25°C nach 24h in alen Versuchsansdtzen ein
pH-Wert um 6,0 gemessen werden. Die Versuche im Milchmedium wurden in friiheren
Untersuchungen bei 16°C (Reifungstemperatur von Tilsiterkdse) durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass die Alkalisierung um ca 12h verzdgert einsetzte. Nach ca. 2 %2-3 Tagen ergab
sich ein ahnliches Bild wie in Abb. 4 bei 21°C (Daten nicht gezeigt).

Deutliche Unterschiede im Alkalisierungsverhalten zeigten sich fir die SpeziesC. krusei
und K. marxianus. Nur der getestete Stamm der Spezies C. krusei alkalisierte das
Medium in beiden Versuchsansédtzen Uber pH 6,0 hinaus (Abb. 4). Bel der Spezies
K. marxianus konnten unterschiedliche Stoffwechselleistungen der einzelnen Stdmme
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dokumentiert werden. Nur der Stamm 5680 zeigte einen alkalisierenden Stoffwechsel,
jedoch nicht Gber pH 6,0 hinaus. Die weiter getesteten Stdmme dieser Spezies fuhrten im
Versuchsverlauf zu einer Ansduerung des Mediums. Das Isolat der Spezies K. lactis
56100 alkalisierte das Medium im Versuchszeitraum um einen pH-Wert von 6,0, jedoch
nicht dartiber hinaus.



-48-

Ergebnisse

Alkalisierungsversuch
Geotrichum-Stamme bei 21°C

8,5
—e— 6201
8,0 - ® 6202
—v— 6203
— — 6204
7.5 1 —-— 6205
—8— 6206
e 70 —0— 6207
5 917 —i— 6215
; - A 6216
I —a— 6217 } /
o 6,5 5 //.
6,0 .
—h
.. e
5.5 7 Py &
ot
5,0 - T T
0 10 20
Zeit [h]
Alkalisierungsversuch
Candida- und Klyveromyces-Stdmme bei 21°C
8,0
—e— C.k.60143
751 - ® Cur 60117
—v— K.I. 56100
— — K.m. 5672 »
7.0 1| —m— K.m. 5680 : :
—=— K.m. 5699

pH -Wert

45

8.5

Zeit [h]

Alkalisierungsversuch
DH-Hefen bei 21°C

8.0

7.5+

7.0

pH -Wert

6.5

6.0

—— DH 5674
- ® DH5691
—v— DH 6004
— — DH 6084
—8— DH 6075

5.5 g

5.0

Abb. 4: Alkaliserung von Hefen im Milchmedium.

Zeit [h]

pH-Wert

8,5

Alkalisierungsversuch
Geotrichum-Stdmme bei 25°C

5,0 T T T T T
0 10 20 30 40 50
Zeit [h]
Alkalisierungsversuch
Candida- und Klyveromyces-Stamme bei 25°C
8,0
757 —e— Ck. 60143
- #® Cur 60117
—y— K.. 56100
707 Km. 5672
—&— K.m. 5680
6,5 —8— K.m. 5699
.o
6,0
.0
55 g T
5,0 T o
T
4,5 T T T T T
0 10 20 30 40 50
Zeit [h]
Alkalisierungsversuch
DH-Hefen bei 25°C
8.5
8.0 —&— DH 5674
- ® DH5691
—vy— DH 6004
7.5 4 — — DH 6084
—&— DH 6075
% 7.0 4
z
L 65
6.0 > /./
55 P
5.0

Zeit [h]




- 49 - Ergebnisse

3.3 Einfluss des Salzbades auf die Ober flachenr eifung

Nach Abschluss des Kasungsvorgangs gelangen die gepressten und geformten
Ké&sestiicke, bzw. Késelaibe in ein Salzbad mit 16-22% Kochsalz. Es ist bekannt, dass
sich in Salzb&dern von Késereien generell eine typische Mikroflora entwickelt. Inwieweit
die vorhandene Salzbadmikroflora einen Einfluss auf den Reifungsverlauf nimmt, sollte
naher untersucht werden. Um Einflisse der késereieigenen Hausflora ausschlief3en zu
konnen, erfolgte die Produktion der Versuchskése, wie unter 2.7.1 beschrieben. Um
vergleichbare Werte zu erhalten, wurde ein K&selaib in vier gleiche Teile geschnitten. Je
Versuchscharge gelangten zwei Kasestiicke in ein Salzbad (2.6.1), welche sich im
mikrobiellen Status unterschieden. Die Verweildauer im Salzbad, und das nachfolgende
Trocknen erfolgte fur alle Versuchskése einheitlich. Ein Kése aus jedem Salzbad wurde
ohne weitere Behandlung in eine Reifungszelle eingebracht. Fir die weiteren
Versuchskése erfolgte eine einmalige Behandlung mit einer Oberflachenstarterkultur. Die
Reifungsbedingungen wurden wie unter 2.7.2 beschrieben eingehalten. Die Késepflege
erfolgte einmal wochentlich mit einer 18%igen Salzlake, um eine einheitliche Verteilung
der Bakterienflora auf der Oberflache zu gewdahrleisten.

3.3.1.1 Chargel la

Das verwendete Salzbad war steril angesetzt. Eine mikrobiologische Analyse durch
ausplattieren auf mPC, YGC, usw. (Nachweisgrenze 10° KbE/ml) zeigte, dass zu
Versuchsbeginn keine Kontaminanten vorhanden waren (Daten nicht gezeigt). Fur die
Oberflachenbehandlung wurde die von Bockelmann et al. (1997b) beschriebene
Oberflachenkultur modifiziert eingesetzt. Die Mischkultur enthielt die proteolytisch
aktiven Stdmme Microbacterium gubbeenense CA12, sowie die Stamme Br5 und BL19
der Spezies Brevibacterium linens. Weiter enthalten waren die proteasenegativen Stdmme
Corynebacterium casei CA3, und der orange pigmentierte Staphylococcus equorum
Staph2. Die Anzucht wurde wie in 23.2 beschrieben durchgefiihrt. Die
Bakterienkeimzahl betrug in der Arbeitsschmiere 3,7 x 10°KbE/ml, fir die Hefe
Debaryomyces hansenii DH 6004, lag die Keimzahl bei 1,1x 10°KbE/ml. Der
prozentuale Antell an der Gesamtbakterienkeimzahl sellte sich wie folgt dar:
Mikrobakterien bildeten mit 46% den Hauptanteil, gefolgt von Staphylokokken mit 22%,
Corynebakterien waren zu 11%, Brevibacterium spp. mit dem Stamm BL19 zu 13% und
mit Br5 zu 8% enthalten.

Innerhalb der ersten beiden Reifungswochen erfolgte eine tagliche Uberpriifung des
Oberflachen pH-Wertes (Abb. 5).
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Abb. 5: Alkalisierungsverl&ufe der Versuchschargen 1/1aund 2/2a.

Wie aus Abb. 5 zu ersehen lag der Oberflachen pH-Wert nach der Salzbadhandlung fir
die Versuchskése bei pH 5,5. Der geschmierte Kase (Charge 1), zeigte eine verzogerte
Entsauerung der Oberfl&che innerhalb der ersten zwel Reifungstage. Der pH-Wert stieg
innerhalb dieser Zeit auf pH 5,6 an. Eine Uberprifung der Hefekeimzahl zu diesem
Zeitpunkt erbrachte 3,3 x 10" KbE/crm? Hefen auf der Oberflache. Nach fiinf Tagen war
ein pH-Wert um 6,5 erreicht. Der unbehandelte Kése (Charge 1a) zeigte wahrend des
gesamten Reifungsverlaufes nur einen geringe Alkalisierung der Oberfléache. Nach einer
Wochen lag der Oberflachen pH-Wert bei 5,7. Im Gegensatz dazu erreichte der
geschmierte Ké&se im gleichen Zeitraum einen pH-Wert von 7,1.

Innerhalb der ersten Reifungstage bildete sich auf der Oberfléache des nicht geschmierten
Késes der Charge la Gelbfleckung und Schimmel. Im Verlauf der weiteren Reifung
entwickelte sich ein Schimmelrasen auf der gesamten Oberfléache.
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Tab. 2: Oberfldchenanalyse nach 1 und 3 Wochen der Charge 1/1a aus dem sterilen Salzbad.
Charge la Charge 1

1 Woche 3 Woche 1 Woche 3 Woche
Schimmel > 10° > 10°
Debaryomyces hansenii
[KbE/cm?] 1,0 x 10° 40x 10 5,4 x10’ 9,0x10°
Bakterien
[KbE/cm?] 2,3x 10° 1,3 x 10 1,1 x 10 3,71 x 10°
Coryneforme Bakterien (beigefarben) - 32,8% 80% 92%
Microbacterium spp. - - 0,05%
Brevibacteriumlinens
Saphyl ococcus spp. 100% 67,2% 19,6% 8%

Die Analysen der Oberflachenmikroflora nach einer und drei Wochen, zeigte eine
Kontamination mit Schimmel von >10° KbE/cm2. Obwohl auf den Zusatz von Hefen im
Salzbad verzichtet worden war, konnten auf der Kéaseoberflache Hefen isoliert werden
(Tab. 2). Die Hefen wurden mit 1,0x 10° KbE/cn? nachgewiesen. Trotz der hohen
Hefenkeimzahl kam es zu keiner Alkalisierung der Kéaseoberflache. Zusétzlich wurden
Staphylokokken isoliert, welche Uber 1D32 (BioMérieux) und ARDRA (3.3.2)
differenziert wurden. Es handelte sich um Stamme der Spezies S xylosus,
S saprophyticus sowie S succinus subsp. casel. Zusétzlich etablierten sich im
Reifungsverlauf nicht weiter differenzierte, coryneforme Bakterien.

Der geschmierte Kase der Charge 1 zeigte im Verlauf der ersten Reifungswoche eine gute
Schmiereentwicklung. Die Farbausbildung setzte zum Ende der ersten Reifungswoche
ein. Die Schmiere war einheitlich cremefarben, mit einem fleischfarbenen Farbstich. Zum
Ende der Reifung war das Erscheinungsbild der Schmiere orangerot. Im Verlauf der
zweiten Reifungswoche bildete sich der tilsitertypische Geruch aus. Uber den
Reifungsverlauf konnte eine Abnahme der Hefekeimzahl um zwel Zehnerpotenzen
beobachtet werden (Tab.2). Die Bakterienflora setzte sich Uberwiegend aus
beigefarbenen, coryneformen Bakterien zusammen. Zusétzlich konnten Staphylokokken,
welche Uber 1D32 (BioMérieux) zu S equorum zugeordnet wurden, nachgewiesen
werden. Microbacterium spp. waren nur zu einem sehr geringen Anteil vorhanden. Die
eingesetzten B. linens Stamme waren wahrend des gesamten Reifungsverlaufes nicht
nachzuweisen.
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3.3.1.2 Charge 2/ 2a

Das Salzen der Kése erfolgte in einem mit Debaryomyces hansenii DH 6004 und
Staphylococcus equorum Staph2 beimpftem Salzbad. Die Animpfkonzentration betrug
fir D. hansenii DH 6004 5,4 x 10° KbE/ml, und fiir S equorum 1,6 x 10" KbE/ml. Zur
Oberflachenbehandlung kam die unter 3.3.1.1 beschriebene Arbeitsschmiere zur
Anwendung. Diese war um die Stdmme reduziert, welche bereits im Salzbad enthalten
waren. Die Bakterienkeimzahl betrug in der Arbeitsschmiere 2,2x 10° KbE/ml. Den
Hauptanteil stellten Mikrobakterien mit 95%, Corynebakterien waren zu 4,5% und
Brevibakterien mit 0,5% enthalten.

Nach der Salzbadbehandlung setzte die Entsduerung der Oberflache fir beide
Versuchschargen ohne Verzogerung (Abb. 5) ein. Innerhalb der ersten zwei Reifungstage
stieg der pH-Wert von pH 55 auf pH 5,7 an. Eine Uberprifung nach zwei Tagen
erbrachte auf der Oberfléche des geschmierten Késes (Charge 2) eine Hefenkonzentration
von 3,0x 10° KbE/cm?2. Nach Ablauf der ersten Reifungswoche war ein pH-Wert von 7,1
auf der Oberflache erreicht. Der nicht geschmierte Kése (Charge 2a) zeigte innerhalb des
ersten Tages einen Anstieg von pH 5,5 auf pH 5,7, wie der oberflachenbehandelte Kase.
In den ersten 7 Tagen stieg der pH-Wert auf 5,9 an. Zum Ende der Reifung konnte ein
pH-Wert von 6,2 festgestellt werden.

Die Kéase beider Versuchsansétze zeigten bereits nach dem Salzbad eine Schmierschicht
auf der Oberflache, der Geruch war leicht hefig.

Der unbehandelte Ké&se bildete innerhalb der ersten Reifungswoche eine deutliche beige-
orangefarbene Schmiere aus, die sich aus S equorum und D. hansenii zusammensetzte
(Tab. 3). Im gesamten Reifungsverlauf blieben die Keimzahlen fir die Hefe und die
Bakterien konstant. Es konnten sich keine coryneformen Bakterien wahrend der Reifung
auf der Oberflache etablieren (Tab. 3).
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Tab. 3: Oberfléachenanalyse nach 1 und 3 Wochen der Charge 2/2a aus dem beimpften Salzbad
Charge 2a Charge 2

1 Woche 3 Woche 1 Woche 3 Woche
Schimme
Debaryomyces hansenii
[KbE/cm?] 1,2 x10° 2,7 x10° 3,3x10° 1,3 x10°
Bakterien
[KbE/cm?] 4,0x 10° 3,0x 10° 1,6 x 10° 1,1 x 10
Coryneforme Bakterien (beigefarben) - - 89,6% 90,7%
Microbacterium spp. - - 2,4% 3,4%
Brevibacteriumlinens
Saphyl ococcus spp. 100% 100% 7,9% 5,9%

Der oberflachenbehandelte Kase der Charge 2 entwickelte innerhalb der ersten
Reifungswoche eine homogene Schmiereschicht, welche eine orange-beige Farbe
aufwies. Der tilsitertypische Geruch entwickelte sich in der zweiten Reifungswoche. Die
Keimzahlen der Hefen reduzierten sich zwischen den Analysen um eine Zehnerpotenz.
Die Bakterienkeimzahl blieb hingegen wahrend der gesamten Reifungsdauer konstant
(Tab. 3). Den dominanten Anteil an der Oberflachenflora bildeten im gesamten
Reifungsverlauf beigefarbene coryneforme Bakterien. Die Staphylokokken Keimzahl
nahm Uber den Reifungszeitraum kontinuierlich in der Konzentration ab. Der Stamm
M. gubbeenense CA12 konnte wdahrend des gesamten Reifungsverlaufes mit einem
geringen Anteil an der Rotschmiereflora nachgewiesen werden. Die eingesetzten
B. linens Stamme konnten bei keiner Analyse von der Oberflache isoliert werden.

3.4 Kasungsversuche
3.4.1 Schnittk&se Versuchsreihel

Im Rahmen des EU-Projektes (FAIR CT98-4220) erfolgte die Umsetzung der
Erkenntnisse aus den Versuchskaseproduktionen im Labormaldstab in einen
Pilotmal3stab”. Die Kéasungsversuche wurden in Kooperation mit den Kaseherstellern
Arla Foods (Déanemark) und Rhodia Foods (Frankreich) durchgefihrt. In
Zusammenarbeit mit weiteren Projektpartnern (Hannah Research Institut, Schottland und
NIZO Food Research, Niederlande) fanden die Analysen der Aromakomponenten,
Florazusammensetzung und Farbentwicklung statt. Die Isolate wurden auf Speziesebene
Uber ARDRA, auf Stammebene mittels PFGE bestimmt.
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Die Produktion und die Reifung der Versuchskase fanden unter standardisierten
Produktionsbedingungen statt. Der Pilotversuch erfolgte in der Produktionsstéte Arla
Foods (Dénemark). In zwei zeitlich getrennten Produktionschargen wurden pro
Versuchsdurchlauf je 750 kg Kéase, welches eine Stiickzahl von jeweils 165 Kéaselaiben
entspricht, produziert.

Wie das Produktionsverfahren wurden auch die Kulturen dem indudriellen Standard
angeglichen. Die lyophylisierten Reinkulturen wurden von Rhodia Foods (Frankreich)
zur Verfigung gestellt. Eine Ausnahme machte der Stamm Corynebacterium variabile
MD 025.0165. Die Zugabe zur Arbeitsschmiere erfolgte a's Flussigkultur.

Der Reifungsraum lag separat von der laufenden Produktion, um Verschleppungen zu
vermeiden. Die Reifungstemperatur betrug 16°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von
95%. Die Ké&sepflege wurde im routinemal3igen Arbeitsablauf integriert. Dies bedeutete,
dass die K&se wahrend der ersten zwei Reifungswochen téglich, danach zweimal
wochentlich gewendet wurden. Die Oberflachenpflege mit Kultur erfolgte in den ersten
zwei Reifungswochen, zweimal wochentlich. Das Lyophilisat der einzelnen Stadmme
wurde vor jedem Schmiervorgang frisch in 5 Liter sterilem destillierten Wasser mit
5% NaCl angesetzt. Die Oberflachenbehandlung erfolgte mittels eines Birsten
automatens. Vor jedem Schmiervorgang wurde dieser gereinigt und desinfiziert.
Zeitgleich zur Oberflachenbehandlung erfolgte eine Uberpriifung der pH-Wert
Verénderung auf der K&seoberflache (Abb. 6).

Nach Abschluss der achtwdchigen Reifung wurden die Ké&se vor dem Verpacken
gewaschen und zwischen 4-6h getrocknet.
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Abb. 6: Oberfldchenentsduerung der Versuchs
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34.1.1 Charge3

Als Arbeitsschmiere wurde eine 5-Stamm-Mischkultur eingesetzt, bestehend aus
B.linens Br5, B. casei MD 047.0399, C. casei CA3, M. gubbeenense CA12 und
S equorum Staph2.

Die Bakterienkeimzahl der Schmiere betrug 1,6x10" KbE/ml. Diese setzte sich zu
1,40x10” KbE/ml aus coryneformen Bakterien und zu 6,4x10° KbE/ml Brevibacterium
spp. zusammen. Der Anteil an Staphylokokken lag bei 10* KbE/mI, M. gubbeenense
konnte in der Arbeitsschmiere nicht nachgewiesen werden. Die Hefekeimzahl betrug
1,6x10° KbE/ml.

Die Entsduerung der Késeoberflache auf pH 6,1 vollzog sich innerhalb der ersten vier
Reifungstage ohne Verzogerung (Abb. 6). Obwohl die Entsduerung der Kasoberflache
sich ohne Verzogerung vollzog, konnten sich die Schmierebakterien nur schwach auf der
Oberflache etablieren. Mit der verzogerten Besiedelung der Oberflache durch
Rotschmierebakterien konnten sich zu sehr geringen Keimzahlen Schimmelpilze
ansiedeln. Sie fuhrten zu Storungen im Reifungsverlauf. Der fur Tilsiter typisch
aromatische Geruch entwickelte sich in der 2zweiten Reifungswoche. Die
Farbentwicklung setzte zum Ende der ersten Reifungswoche ein. Zu Beginn war die
Schmiere hell orange-rot. Nach Abschluss der Reifung zeigten alle Versuchskése ein
dunkel-braunrotes Erscheinungsbild. Bei den Vorbereitungen zur Lagerung zeigten sich
nach der Trocknung tiefe Risse auf der Kéaseoberflache. Eine Kontrolle des Késeteigs
erbrachte, dass die Konsistenz nicht einheitlich glatt, sondern rissig war. Diese Fehler
liefRen sich auf Probleme bei der Temperatur und Feuchtigkeitsregulierung wahrend der
Reifung zurtckfihren.

Tab. 4: Hefen und Bakterien der Oberflachenflora: Késungsversuch Charge 3

Reifung fir.... 1 Woche 2 Woche 4 Woche
Debaryomyces hansenii

[KbE/cm?] 7,0x 10 1,2 x10° 2,1 x10’
Bakterien

[KbE/cm?] 8,7 x 10’ 7,4 x 108 2,6 x 10°
Coryneforme Bakterien (beigefarben) 90,9% 51,1% 51,3%
Microbacterium spp. 2,9% 14,4% 12,8%
Brevibacterium spp. 5,9% 34,0% 35,3%
Saphyl ococcus spp. 0,3% 0,5% 0,6%
Pseudomonas

Coliforme Bakterien

Enterokokken
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Aus den Oberflachenanalysen konnte ersehen werden, dass sich die Hefeflora ohne
Stérungen auf der Oberflache etablieren konnte (Tab. 4). Die Bakterienkeimzahl erreichte
stark verzogert erst in der vierten Reifungswoche ihren Héchstwert.

Im gesamten Reifungsverlauf dominierten die beigefarbenen coryneformen Bakterien
(Tab. 4). In der ersten Reifungswoche konnten sich Brevibakterien und Mikrobakterien
nur zu einem geringen Anteil an der Oberflachenflora beteiligen. Im Verlauf der zweiten
Reifungswoche etablierten sich diese Bakterien auf der Oberflache. Fir Brevibakterien
konnte eine Keimzahl von 2,5x10% KbE/cm?, fir Mikrobakterium von 1,1x10° KbE/cm?
dokumentiert werden. lhr prozentualer Anteil an der Oberflachenflora blieb bis zur
vierten Reifungswoche relativ konstant. Die Oberfléchenanalyse nach Abschluss der
achtwochigen Reifung erbrachte, dass die bakterielle Gesamtkeimzahl ab der vierten
Reifungswoche ungefdhr gleich geblieben war. Zwischen der vierten und achten
Reifungswoche vollzog sich eine Verschiebung in der prozentualen Zusammensetzung
der Oberflachenflora. Den Hauptanteil bildeten cremefarbene Corynebakterien mit
90,1%. Brevibakterien und Mikrobakterien waren nur noch in sehr geringem Mal3e an der
Oberflachenflora beteiligt (Daten nicht gezeigt). Wahrend des gesamten
Untersuchungsintervalls betrug der prozentuale Anteil der Staphylokokken an der
Rotschmiereflora weniger als 1%.

34.1.2 Charge4

Die Arbeitsschmiere stand, bis auf die Corynebakterium Spezies, in Ubereinstimmung
mit der Charge 3. Es erfolgte ein Austausch des Stammes C. casei (CA3), durch den
ebenfalls beigefarbenen C variabile MD 025.0165.

Die Bakterienkeimzahl in der Arbeitsschmiere betrug 6,0x10® KbE/ml. Der Anteil der
einzelnen Stdmme an der Arbeitsschmiere stellte sich wie folgt dar: Corynebakterien
bildeten mit 5,35x10® KbE/ml den Hauptanteil, gefolgt von Microbacterium spp. mit
5,52x10° KbE/ml, Brevibakterien waren zu 1,02x10’ KbE/ml enthalten. Die
Staphylokokken Konzentrationen lagen unter 10° KbE/ml, fiir die Hefen wurde eine
Keimzahl von 1,1x10° KbE/ml bestimm.

Im Verlauf der ersten Reifungswoche kam es zu einer schnellen Entsduerung der
Kéaseoberflache (Abb. 6, S. 54). Mit Erreichen eines pH-Wertes von 6,0 konnten sich die
Rotschmierebakterien etablieren. Zum Ende der ersten Reifungswoche setzte die
Farbentwicklung ein. Bis zum Reifungsende entwickelte sich die Schmiere zu einem
dunkel-rot-orange. Die orangefarbene Komponente trat deutlich hervor. Der typische
Tilsiter Geruch war nach einer Woche festzustellen. Die Analyse der Aromakomponenten
zeigte, dass schwefelhaltige Komponenten in der Schmiere dominierten. Wie bereits
beschrieben, zeigten sich auch hier zum Ende der Reifung tiefe Risse im Kéase.
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Tab. 5: Hefen und Bakterien der Oberflachenflora: Késungsversuch Charge 4

Reifung fir.... 1 Woche 2 Woche 4 Woche
Debaryomyces hansenii

[KbE/cm?] 8,5x 10’ 6,3 x10" 2,7 x10"
Bakterien

[KbE/cm?] 6,8 x 10° 1,0x 10° 2,8x 10°
Coryneforme Bakterien (beigefarben) 85,1% 95,4% 25,9%
Microbacterium spp. 8,4% 1,3% 27,3%
Brevibacteriumlinens 6,9% 3,.2% 46,8%
Saphyl ococcus spp. 0,5% 0,02% 0,01%
Pseudomonas

Coliforme Bakterien - - 5,5 x10°
Enterokokken

Die Untersuchung der Oberfl&chenflora nach einer, zwei, vier und acht Wochen zeigte,
dass sich die Hefeflora innerhalb der ersten Woche auf der Oberfléche etablieren konnte.
Im gesamten Untersuchungszeitraum war die Hefekeimzahl relativ konstant. Die
Bakterienkeimzahl erreichte in der zweiten Reifungswoche den hochsten Wert mit
10° KbE/crre.

Bis zur zweiten Oberflachenanalyse bildeten beigefarbene Corynebakterien den
Hauptantell an der Schmiereflora. Die zusétzlich in der Arbeitsschmiere enthaltenen
Stdmme konnten sich nur schwach auf der Oberflache durchsetzen (Tab. 5). Zwischen
der zweiten und vierten Reifungswoche kam es zu einem Florenwechsel. Den Hauptanteil
bildete B. linens mit 1,31x10° KbE/cm? (46,8%), gefolgt von M. gubbeenense mit
7,64 x10° KbE/cm? (27,3%). Die bis dahin dominanten beigefarbene Corynebakterien
waren von einem Anteil von 95,4 % auf 25,9 % zuriickgedréngt worden (Tab. 5). Der
Anteil von Staphylokokken blieb tiber den gesamten Reifungszeitraum unter 1%. Ab der
vierten Reifungswoche waren zusétzlich coliforme Bakterien von der Oberflache isoliert
worden. Es handelte sich dabei durch Verschleppung aufgetragene Kontaminanten. Im
gesamten Reifungsverlauf traten immer wieder Schimmelspots auf der Oberflache auf.

3.4.1.3 Charge5
Parallel zu Charge 3 und 4 erfolgte das Anschmieren in Charge 5 mit der Arbeitsschmiere

der Produktionskéaserei (Arla Food, Danemark).

Die Analyse des Schmierwassers ergab eine Gesamtkeimzahl von 7,9x10® KbE/ml. Sie
setzte sich aus D. hansenii (< 1x10° KbE/ml), coryneformen Bakterien (6,9x10° KbE/m),
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Brevibacteriumspp.  (2,4x10° KbE/ml), Saphylococcusspp.  (1,2x10" KbE/ml)  und
Lactococcusspp.  (5,9x10" KbE/ml)  zusammen.  Nicht nachgewiesen werden
konnten gelbpigmentierte Stdmme der Gattungen Microbacterium spp.  und/oder
Arthrobacter spp..

Innerhalb der ersten 4 Reifungstage entsuerte die Kaseoberflache auf pH 6,25 (Abb. 6).
Die Ausbildung einer einheitlichen Schmiereschicht erfolgte bereits in der ersten
Reifungswoche. Zum Ende der Reifung zeigte sich die Oberflachenfarbe in einem
dunkel-gelb-orange. Der Geruch war tilsitertypisch. Im Vergleich zur laufenden
Produktion entwickelte sich die Schmiere dhnlich, es waren jedoch leichte Abweichungen
zu dokumentieren, zum Teil durch die bereits erwahnten Probleme bei den
Reifungsbedingungen.

Tab. 6: Hefen und Bakterien der Oberfl&chenflora des Referenzkése: Charge 5

Reifung fr.... 1 Woche 2 Woche 4 Woche
Debaryomyces hansenii

[KbE/cm?] 1,6 x 10* 41x10° < x10°
Bakterien

[KbE/cm?] 1,7 x 108 1,5x 10° 6,3 x 10°
Coryneforme Bakterien (beigefarben) 94,2% 81,9% 91,2%
Microbacterium spp.

Brevibacteriumlinens - 5,7% 1,7%
Saphyl ococcus spp. 0,2% 5,7% 1,7%
Pseudomonas

Coliforme Bakterien - - 6,5 x10°
Enterokokken

Die Oberflachenanalysen zeigten, dass die Hefen nach Ablauf der ersten Reifungswoche
ihre hochste Keimzahl mit 1,6x10* KbE/cm? erreicht hatten. Im weiteren Reifungsverlauf
reduzierte sich die Hefekeimzahl zwischen den einzelnen Analysen um ca eine
Zehnerpotenz (Tab. 6). Die Bakterienkeimzahl erreichte den hochsten Wert in der
zweiten Reifungswoche mit 1,5x10° KbE/cm?. Im gesamten Reifungsverlauf stellten die
beigefarbene Corynebakterien den Hauptanteil an der Oberflachenflora. Brevibakterien
und Staphylokokken erreichten die hochste Zellzahl in der zweiten Reifungswoche mit
jeweils 8,6x10” KbE/cn (5,7%). Bei der Oberflachenanalyse nach 4 Wochen zeigte sich,
dass der Anteil an Brevibakterien und Staphylokokken an der Oberflachenflora deutlich
zurlickgegangen war. Zusétzlich konnte sich im Verlauf der Reifung Schimmel auf der
Oberfl&che etablieren.
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Abweichend zu den kommerziellen K&sen aus der Produktion konnten auf der Oberflache
der im Pilotmal3stab produzierten K&se keine gelbpigmentierten Kolonien nachgewiesen
werden.

3.4.2 Schnittkdse Versuchsreihell

Das Chargenvolumen sowie die Produktionsbedingungen waren identisch mit den unter
3.4.1 beschriebenen. Zur Oberflachenbehandlung wurde eine Vielstamm-Mischkultur,
bestehend aus acht Stammen (Charge 6, Daten nicht gezeigt), sowie eine 5-Stamm-
Mischkultur verwendet. Im Gegensatiz zur ersten Versuchsreihe erfolgte nur eine
zweimalige Oberflachenbehandlung mit Kultur. Die erste Oberflachenbehandlung
erfolgte nach dem Salzbad, die zweite nach 14 Tagen.

3.4.2.1 Charge 3a

Die Zusammensetzung der Arbeitsschmiere war identisch zu Charge 3 (3.4.1.1).
Lediglich die Konzentration der Bakterienkeimzahl in der Arbeitsschmiere wurde erhoht;
sie betrug 7,2x10° KbE/ml. Diese setzte sich zu 4,0x10°KbE/ml aus coryneforme
Bakterien und zu 2,0x10’ KbE/ml Brevibacterium spp. zusammen. Der Anteil an
Staphylokokken lag bei 3,0x10° KbE/ml, M. gubbeenense konnte in der Arbeitsschmiere
nicht nachgewiesen werden. Die Entsiuerung der Oberflache stand in Ubereinstimmung
mit der Charge 3 (Abb. 6).

Zu Beginn der Reifung entwickelte sich die Oberflachenschmiere verzogert. In der
zweiten Woche Uberzog die einheitliche Schmiere die gesamte Kéaseoberflache.
Einhergehend mit der Oberflachenbesiedelung bildete sich der typische Geruch aus. Das
Erscheinungshild der Oberflache war im gesamten Reifungszeitraum trocken. Die
Farbentwicklung ging bis zum Ende der Reifung in ein dunkles gelb-braunlich tber. Der
Geruch stand in Ubereinstimmung mit der Charge 3.
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Tab. 7: Hefen und Bakterien der Oberfl&chenflora: Késungsversuch Charge 3a

Reifung fir.... 1 Woche 2 Woche 4 Woche
Debaryomyces hansenii

[KbE/cm?] 6,6 x 10’ 5,2 x10’ 2,6 x10’
Bakterien

[KbE/cm?] 2,3x 10 2,0x 10° 5,7 x 10°
Coryneforme Bakterien (beigefarben) 14,7% 40,1% 87,9%
Microbacterium spp. 25,5% 5,3% 5,8%
Brevibacteriumlinens 24, 7% 43,0% 2,8%
Saphyl ococcus spp. 35,1% 11,6% 3,5%
Pseudomonas <10°

Coliforme Bakterien

Enterokokken

Die Ergebnisse der Oberflachenanalysen (Tab. 7) erbrachten fir die Hefekeimzahlen
einen relativ konstanten Wert Uber den Reifungszeitraum. Die Bakterienkeimzahl
erreichte bereits in der zweiten Reifungswoche die Werte auf der Oberflache, welche von
Charge 3 erst nach vier Wochen erreicht worden waren.

In der ersten Reifungswoche zeigte sich ein recht ausgewogenes Keimspektrum auf der
Oberflache. Den Hauptanteil bildeten zu Beginn der Reifung die Staphylokokken mit
351% an der Bakterienkeimzahl. Nach der zweiten Reifungswoche bildeten
Brevibakterien und coryneforme Bakterien den Hauptanteil der Schmiereflora. Der
eingesetzte Stamm CA12 nahm nur zu einem geringen Prozentsatz Anteill an der
Oberflachenflora Zum Ende der Reifung wurden die eingesetzten Stdmme infolge einer
sich dominierend entwickelnden Flora aus beigefarbenen Corynebakterien
zurickgedrangt. Nach einer vierwdchigen Reifung hatten die beigefarbenen
Corynebakterien einen Anteil von 87% an der Gesamtbakterienkeimzahl.

3.4.3 Weichkase

Die Verpackungsreife wird von Weichkése innerhalb von zwei Wochen erreicht, im
Vergleich dazu wird fur Schnittkéase eine Reifungszeit von vier bis sechs Wochen
benétigt. Nicht nur die Reifungszeiten zeigen deutliche Unterschiede, sondern auch die
Reifungsbedingungen. Nach dem Salzbad, welches eine Temperatur von 18-22°C hat
(Wessinger, 1981), gelangen die Weichkase in den sogenannten Beizraum. Dort werden
die Kéase fur 24-26h bei 20°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% , vorgereift”.
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Erst nach diesem Verfahrensschritt erfolgt die erste Oberflachenbehandlung. Die weitere
Reifung findet bei 16-17°C bei >90% rLf fur 14 Tage statt.

3.4.3.1 Versuchskasungen mit Starterkulturen fur oberflachengereifte Schnittk&se

In Vorversuchen wurden unterschiedliche fur Tilsiter geeignete Mischkultur zur Reifung
von Limburger-ghnlichen Ké&sen eingesetzt.

Abweichend von dem in Abb. 2 dargestellten Produktionsablauf erfolgte keine Zugabe
von Geotrichum candidum zur Kesselmilch. Das Salzbad, welches eine Temperatur von
25°C hatte, war mit D. hansenii (2,6x10° KbE/ml) und S xylosus (2,4x10° KbE/ml)
angeimpft. Die Reifungsbedingungen waren wie unter 2.8.2 beschrieben.

Fur die Oberflachenbehandlung wurden drei unterschiedliche Mischkulturen in
Anwendung gebracht (Tab. 8). Die Keimzahlen in der Arbeitsschmiere lagen bei
10° KbE/ml. Im Versuchsverlauf erfolgte eine zweimalige Oberflachenbehandlung. Die
erste Oberflachenbehandlung erfolgte nach dem Beizraum, eine weitere nach vier Tagen.
Zur Uberpriifung der Oberflachenalkalisierung erfolgte eine tagliche pH-Wert Kontrolle
(Abb. 7).

Tab. 8. Zusammensetzung der Arbeitsschmiere Charge W 1bis3

Bakterien ChargeW 1 Charge W 2 ChargeW 3
Bakterien

[KbE/cm?] 1,04 x10%° 9,7 x10° 5,2 x10°
C.casd CA3 - 6,2% 28,8%
C. glutamicum 11,5% 52,6%

B. linensBr5 10,6% 3,1% 51,9%

B. linensBL19 43,3% 38,1%

A. nicotianae CA13 34,6% - 19,3%

Alle Versuchskése erreichten nach acht Tagen einen pH-Wert um 6,0 (Abb. 7). Die
Entwicklung der Oberflachenschmiere setzte stark verzogert ein. Innerhalb der ersten
Reifungswoche etablierten sich Schimmel auf der Oberflache, welcher sich im weiteren
Reifungsverlauf manifestierte. Der Geruch der Kése war zu Beginn deutlich hefig. In der
zweiten Reifungswoche wurde dieser deutlich untypisch. Es dominierte ein fruchtig, zum
Teil fischiger Geruch. Das Erscheinungsbild der Versuchsk&se war untypisch gelblich
braun mit fleischfarbenden Réndern. Zusétzlich kam es zu einem Formverlust der Kése.
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Aufgrund eines immer starkeren Abflief3en der K&serander wurde der Versuch vorzeitig
beendet.
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Abb. 7: Oberfl&chenentsuerung der Wei chkése der Versuchschargen 1 bis 3

3.4.3.2 Reifung von Limburger- dhnlichen K&sen im Labor maf3stab

Die Produktion der Versuchskése erfolgte in Kooperation mit dem Institut fur
Verfahrenstechnik der Bundesanstalt fir Milchforschung, Kiel. Der Produktionsablauf ist
dem Flief3ddiagramm Abb. 2 zu entnehmen.

Die Kesselmilch wurde mit G. candidum (6216) in einer Konzentration von
1,0x10° KbE/ml angeimpft. Das Salzen der Versuchskase erfolgte in einem Salzbad,
welches mit D. hansenii (2,0x10° KbE/ml) und S equorum (1,5x10" KbE/ml) beimpft
war. Alle Versuchskdse wurden unter gleichen Reifungsbedingungen (2.8.2) in
Glasreifungszellen gereift. Im Verlauf der ersten Reifungswoche erfolgte viermal, in
Abstand von zwei Tagen, eine Oberflachenbehandlung mit der vorgesehenen
Arbeitsschmiere. Diese Kultur wurde durch Wischen gleichméidig auf der Késeoberflache
verteilt. Nach einer zweiwdchigen Reifung folgte das Verpacken in Folie und Lagerung
bei 8°C fur weitere zwei Wochen. Zur Uberprifung der Kéasematrix reifte ein
Kontrollkase mit. Dieser Kase reifte ohne eine Oberflachenkultur. Zur Dokumentation
der Oberflachenalkalisierung erfolgte eine tagliche Kontrolle des pH-Wertes der
Kaseoberflache (Abb. 8).
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Abb. 8: Oberfl &chenentsuerung der Versuchschargen W4 und W5

3.4.3.3 ChargeW4:

Die Arbeitsschmiere setzte sich aus drei Stammen der Spezies B. linens zusammen (Br9,
BL19, 95295). Die Bakterienkonzentration in der Arbeitsschmiere lag bei 10" KbE/ml.
Die Uberprifung der pH-Wert Veranderung belegte eine verlangsamte Alkalisierung der
K&seoberflache. Nach zehn Tagen war ein pH-Wert um 6,0 erreicht (Abb. 8).

Nach dem Beizen zeigte sich ein schwaches Wachstum von G. candidum auf der
Oberflache. Dieses anderte sich innerhalb von drei Reifungstagen. Nach dieser Zeit
Uberzog die Hefe gleichmélig die gesamte Ké&seoberflache. Im Verlauf der ersten
Reifungswoche kam es zu einem langsamen Anstieg des Oberflachen-pH-Wertes
(Abb. 8). Die Besiedelung der Oberfl&che durch die aufgebrachten Rotschmierebakterien
erfolgte ohne Storungen. Mit deren Etablierung setzte die Farbentwicklung ein. Zu
Beginn der Reifung war die Oberflache matt gelb. Bis zum Reifungsende veranderte sie
sich zu einem Rot-braun. Der Geruch entwickelte sich zu Beginn der zweiten
Reifungswoche. In der ersten Woche war ein hefiger Geruch dominant, in der zweiten
Woche veranderte sich der Geruch zu einer fischigen, fur Brevibakterien typischen
Komponente. Nach Abschluss der vierwochigen Reifung war der Geruch typisch und der
Geschmack intensiv bis Uberdeutlich. Die Farbe der Kése war deutlich orange.
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Tab. 9: Bakterien und Hefen der Oberflachenflora: Weichkéseversuch Charge W4.

Oberflachenflora 1Woche 2Woche 4Woche
Geotrichum candidum [KbE/cm?] 6,0x10° 1,4x10’ 6,6x10’
Debaryomyces hansenii [KbE/cm?] 5,5 x10° 1,8x10’ 3,5x10’
Bakterien

[KbE/cm?] 2,8x10° 1,8x10° 3,9x10°
Brevibacteriumlinens Br9 43,5% 82,9% 60,9%
Brevibacteriumlinens BL19 14,5% 0,6% 0,8%
Brevibacterium linens 95295 12,7% 11,0% 0,8%

Corynebacterium spp. (beigefarben)
Arthrobacter spp. (gelb)
Bewegliche Stébchen (orange)
Saphyl ococcus spp. 29,3% 5,5% 4,6%
Fremdkeime gelb/orange - - 33%

Bel den Oberflachenanalysen nach einer und zwei Wochen wuchsen auf mMA-Ager nur
die drel verschiedenen Kolonietypen der aufgebrachten B. linens Stamme. Wie aus Tab. 9
zu ersehen, konnten sich ebenfalls die Hefen und Staphylokokken aus dem Salzbad auf
der Oberflache etablieren. Der Anteill der Staphylokokken nahm Uber den
Versuchszeitraum stetig ab. Fur die Brevibakterien stellte der Stamm Br9 im gesamten
Zeitraum den Hauptanteil an der bakteriellen Schmiereflora. Nach dem Verpacken und
der zweiwochigen Lagerung bei 8°C, konnten Fremdkeime in einer Konzentration von
1,2x10° KbE/cm? auf der Oberflache nachgewiesen werden. Es erfolgte keine weitere
Differenzierung der Fremdkeime.

3.4.34 ChargeW5

Die verwendete Mischkultur enthielt die Stdmme B. linens, A. rhombi, M. gubbeenense
und Halomonas spp.. In der Arbeitsschmiere wurde eine Bakterienkonzentration von
10" KbE/ml bestimmt.

Im Beizraum kam es zur Erstbesiedelung der Oberflache durch G. candidum, welche die
Ké&seoberflache gleichméllig bedeckte. Wie in Abb. 8 dargestellt, vollzog sich die
Entsduerung der Oberflache auf einen pH-Wert um 6,0 innerhalb von neun Tagen. Mit
der sich entwickelnden Flora kam es zur Farb- und Geruchsentwicklung. Nach Abschluss
der zweiten Reifungswoche zeigten die Versuchskase eine einheitliche Schmiere.

Der Geruch hatte deutlich typische Komponenten, war jedoch nicht rein. Es konnte
zusétzlich ein silageartiger Geruch wahrgenommen werden. Das Erscheinungsbild der
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Schmiere war gelb-orange. Die sensorische Prufung nach vier Wochen ergab einen
typischen Geschmack und Geruch. Hingegen war das Erscheinungsbild nach vier
Wochen untypisch dunkel-orange.

Tab. 10: Hefen und Bakterien der Oberflachenflora Charge W5.

Oberflachenflora 1Woche 2Woche 4Woche
Geotrichum candidum [KbE/cm?] 9,0 x10° 7,4 x10° 5,9 x10’
Debaryomyces hansenii [KbE/cm?] 2,9 x10° 8,2 x10° 3,5 x10’
Bakterien

[KbE/cm?] 3,5x10’ 1,1 x10° 4,0 x10°
Brevibacteriumlinens BL19 10,1% 60,4% 71,8%
Micraobacterium gubbeenense 95292 34,6% 29,2 14,9%
Arthrobacter spp. (gelb) 49,0% 1,3% 0,5%
Halomonas spp. (orange) 0,3% 6,8% 7,7%
Saphylococcus spp. 6,1% 2,3% 5,2%
Fremdkeime gelb/orange

Auch hier zeigte sich, dass sich die Hefen und Staphylokokken des Salzbades auf der
Oberflache tber den Reifungsverlauf etablieren konnten. Die Hefekeimzahlen blieben im
gesamten Untersuchungszeitraum relativ konstant (Tab. 10). Die Bakterienkeimzahl
erreichte den Hochstwert nach vier Wochen. Zwischen der ersten und zweiten
Reifungswoche erfolgte eine Verschiebung der Oberflachenzusammensetzung. In der
ersten Woche stellten die gelbpigmentierten Stéamme A. rhombi und M. gubbeenense den
Hauptantell. Bis zum Ende der zweiten Woche konnte sich B. linens auf der Oberflache
etablieren. Arthrobacter spp. konnte im welteren Reifungsverlauf nur noch mit geringen
Keimzahlen auf der Oberflache nachgewiesen werden. |m Gegensatz dazu stellte der gelb
pigmentierte Stamm M. gubbeenense einen festen Bestandteil der Oberflachenflora dar
(Tab. 10). Im gesamten Zeitraum konnte Halomonas spp. von der Oberflache isoliert
werden. Nicht gefunden wurden Corynebakterien und Fremdkontaminanten wie
Enterobakterien und Enterokokken.

3.4.4 Sauermilchkase

Diese Kasesorte wird nicht direkt aus Milch, sondern aus einem Zwischenprodukt, dem
Sauermilchquark mit einer Trockenmasse von 31-33%, hergestellt. Die Dicklegung der
Késereimilch erfolgt nicht durch Lab, sondern durch eine Sduerungskultur. In den
Késereien erfolgt die Zugabe von Reifungssalzen, Kulturk&se und bei Bedarf von
Gewrzen zur Quarkmasse. Die Reifungszeit bei dieser K&sesorte betrégt maximal drei
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Tage bis zur Verpackung. Wie bei Weichkase erfolgt vor der ersten
Oberflachenbehandlung eine ,Vorreifung” im Schwitzraum fir 20-24h bel 30-33°C bei
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 97-98%.

3.4.4.1 Oberflachenanalyseindustrieller Kulturkase

Eine in der industriellen Produktion gebréuchliche Methode ist das Animpfen des
Sauermilchquarks mit 2-4% Kulturkase. Dies ist ein Sauermilchkése, der statt drei Tagen
zwei Wochen gereift ist. Durch den Einsatz dieser weit in der Reifung fortgeschrittenen
Kase erfolgt eine Ubertragung der Bakterienflora auf die noch ungereiften Kase. Die
Kulturkédse von funf Sauermilchkésereien wurden auf ihren mikrobiellen
Oberflachenstatus hin untersucht.

Die Hefekeimzahl lag fiir alle untersuchten Kése zwischen 107 und 10® KbE/cn?. Eine
Speziesidentifizierung erfolgte mit Hilfe eines biochemischen Tests (BioMérieux). Den
Hauptantell an der Hefeflora stellten Candida krusel und Kluyveromyces marxianus.
Weiterhin wurden Hefen der Spezies Candida robusta, C. valida und Torulopsis candida
auf der Oberflache nachgewiesen. Fir die Bakterienkeimzahlen ergaben sich
Schwankungen zwischen 10° und 10 KbE/cn?.

Tab: 11: Schwankungsbereich und Zusammensetzung der Mikroflora industrieller Kulturkésen

Hefen

[KbE/cm?] 1x10°- 1 x10°
Bakterienkeimzahl
[KbE/cm?] 1 x10°-1 x10%°

Anteil an der Bakterienkeimzahl

Coryneforme Bakterien (beigefarben) 40-86 %
Arthrobacter / Microbacterium spp <1-6%
Brevibacterium spp. <1->50%
Saphyl ococcus spp. 1-87%
Enterokokken 4 x10?- 6 x 10" KbE/cm?
Coliforme Bakterien <10'- 2 x 10" KbE/cm?
Pseudomonaden

Auf der Oberflache der untersuchten Kulturkdse dominierten beigepigmentierte,
coryneforme Bakterien (Tab. 11). Stdmme der Spezies B. linens zeigten eine grof3e
Schwankungsbreite in den Zellzahlen auf der Oberflache. Teilweise stellte diese Spezies
bis zu 50% der Gesamtkeimzahl. Stamme der Gattungen Arthrobacter spp., sowie
Microbacterium spp. waren nicht nachzuweisen. Ein fester Bestandteil der
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Oberflachenflora bildeten Staphylokokken. Eine Identifizierung dieser Gattung erfolgte
Uber ID32 Staph (BioMérieux) sowie ARDRA (3.7.2). Die vorherrschende Spezies auf
der Oberflache war S saprophyticus, ferner konnten die Spezies S xylosus und
S equorumisoliert werden.

Zusétzlich zur Rotschmiereflora wurde eine unerwiinschte Begleitflora, bestehend aus
coliformen Bakterien, Enterokokken und Schimmel in unterschiedlichen Konzen
trationen, auf allen K&sen vorgefunden.

3.4.4.2 Einsatz einer definierten Starterkultur zur Produktion von Kulturkase

Die Versuchskasungen erfolgten unter Verwendung eines keimarmen Sauermilchquarks.
Der Quark entstammte der laufenden Produktion der Sachsenmilch AG. Fir die
Produktion eines Kulturkases wurde eine bereits etablierte Oberflachenstarterkultur aus
dem Schnittkéasebereich verwendet. Zur Uberprifung der Reifungsbedingungen erfolgte
parallel das Animpfen der Quarkmasse mit einem industriellen Kulturkése. Die
Késereifung erfolgte fur jede Charge in separaten Glasreifungszellen, um eine
Verschleppung der Oberfl&chenflora zu vermeiden. Die Reifungsbedingungen, sowie der
Reifungsverlauf sind 2.9.2 zu entnehmen. Eine Oberflachenanalyse der gereiften Kése
wurde nach einer und drei Wochen durchgefihrt.

3.4.4.3 Charge Sl

Dem Sauermilchquark wurde zusammen mit den Reifungssalzen die Hefe, D hansenii
(DH 6004) in einer Konzentration von 3,3x10° KbE/ml zugegeben. Die weitere
Bearbeitung erfolgte wie unter 2.9.1 beschrieben. Als Sprihkultur wurde der von
Bockelmann et al. (1997b) beschriebene Tilsiter-Starter modifiziert eingesetzt. Diese
Sprihkultur setzte sich aus den proteolytisch aktiven Stdmmen M. gubbeenense (CA12),
B. linens (Br5) sowie den nicht proteolytischen Stéammen C. casai (CA3) und S. equorum
(Staph2) zusammen. Die Anzucht der Reinkulturen erfolgte wie unter 2.3.2. beschrieben.
Die Bakterienkeimzahl betrug 3,6x10° KbE/ml. Der prozentuale Anteil an der
Arbeitsschmiere dellte sich wie folgt dar: Brevibakterien bildeten mit 41% den
Hauptanteil, gefolgt von Microbacterium spp. mit 30%, Corynebakterien zu 18% und
Staphylokokken waren zu 11% enthalten.

Die ausgeformten Versuchskédse wurden fur 24h bei 30°C im Brutschrank
(wSchwitzraum®) vorgereift. Es unterblieb wahrend dieses Reifungsschrittes die
Ausbildung einer Hefeschicht, der pH-Wert lag nach dem Schwitzraum bei pH 5,4.
Waéhrend des gesamten Reifungsverlaufs kam es zu einer schleppenden Alkalisierung der
Quarkmasse. Erst nach acht Tagen war ein pH-Wert von tber 6,0 erreicht (Daten nicht
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gezeigt). Die dafir charakteristische Aufklarung der Quarkmasse war nicht deutlich vom
Quarkkern abzugrenzen sondern durchzog den gesamten Kése.

Es erfolgte eine einmalige Oberflachenbehandlung der abtemperierten Kése nach dem
Schwitzraum. Die weitere Reifung erfolgte bei 12°C. Auf der Oberflache aller
Versuchskéase konnte sich innerhalb von 24h eine schwache Schmiere ausbilden. Die
Oberflachen wirkten fleckig und rotstichig, der Geruch war nicht harzertypisch. Nach 24h
wurden die K&se nicht verpackt, sondern in den Reifungszellen bei 8°C gelagert. Im
Verlauf der Nachreifung bildete sich eine untypische, schmierige Schicht auf den Késen
aus. Die Farbe der Kase war rotlich-braunlich. Alle Kase zeigten den Fehler
»,Randweich*. Der Geruch war aromatisch-kasig aber nicht harzertypisch. Nach der
dreiwochigen Lagerung war der Quarkkern noch nicht vollstandig abgebaut.

Tab. 12: Bakterien und Hefen der Oberflachenflora: Kasungsversuch Charge S1

1 Woche 3Woche
Debaryomyces hansenii
[KbE/cm?] 1,1x 10° 2,6 x10°
Schimme
Bakterien
[KbE/cm?] 6,8 x 10° 1,1 x 10
Coryneforme Bakterien (beigefarben) 13,4% 15,3%
Micraobacterium spp. 23,5% 7,4%
Brevibacteriumlinens 19,1% 60,1%
Saphyl ococcus spp. 44,1% 17,2%

Innerhalb der ersten Reifungswoche stellten die Hefen, DH 6004, mit 62% den
Hauptanteil an der Oberfléchenflora Nach einer dreiwochigen Reifung ging der Antell
auf 3% zuriick. Die Bakterienkeimzahl lag nach einer Woche bei 6,8x10° KbE/crm?. Den
Hauptantell an der bakteriellen Oberflachenflora sellten die orangepigmentierten
Staphylokokken mit 3,0x10° KbE/cm? (44,1%) gefolgt von den gelbpigmentierten
Microbacterium spp. 1,60x10° KbE/cm? (23,5%). Die coryneformen Bakterien und
Brevibakterien nahmen mit 9,11x10” KbE/cr? (13,4%) und 1,60x10% KbE/cm? (19,1%)
eine untergeordnete Rolle an der Oberflachenflora ein (Tab.12). In der dritten
Reifungswoche war die Bakterienzahl auf der Oberflache auf 1,1x10° KbE/cm?
angewachsen. Den Hauptanteil stellten die orangepigmentierten B. linens mit 6,61x10°
KbE/cnm? (60,1%), gefolgt von den Staphylokokken mit 1,89x10° KbE/cn® (17,2%). Die
coryneformen Bakterien nahmen mit 1,68x10° KbE/crm? (15,3%) einen geringeren Anteil
an der Oberflachenflora ein. Den geringsten Anteil stellte zu diesem Zeitpunkt
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Microbacterium spp. mit 8,14x10° KbE/cn? (7,4%). Im gesamten Reifungsverlauf
konnten keine Fremdkontaminanten von der Oberflache isoliert werden.

3.4.4.4 Charge S2

Zusammen mit den Reifungssalzen erfolgte eine Zugabe von 5% Kulturkase zum
Sauermilchquark. Zum Animpfen der Quarkmasse wurde ein industrieller Kulturkése
eingesetzt.

Die Analyse des Kulturkéses erbrachte eine Hefekeimzahl von 6,9x10" KbE/cm?. Es
handelte sich um eine Hefemischflora, welche nicht weiter differenziert wurde. Die
Bakterienkeimzahl betrug 6,5x10° KbE/cn?. Diese Keimzahl setzte sich zu 67,4% aus
coryneforme Bakterien, und zu 32,6% aus Staphylococcus spp. zusammen.

Das Reifungsverfahren war identisch zu dem der Charge S1. Nach dem Schwitzraum
zeigten die Versuchskase eine typische, 2 mm starke Hefeschicht. Der pH-Wert lag zu
diesem Zeitpunkt bereits Uber pH 6,0. Der Geruch war leicht harzertypisch und etwas
hefig. Die Besprihung der abtemperierten Kése erfolgte einmalig mit einer industriellen
Reifungskultur, bestehend aus B. linens (9,1x10" KbE/ml). Bei der anschliefenden
Reifung, bei 12°C fur 24h, bildete sich bereits eine leichte Schmiere aus, welche sich
gleichm&idig tUber die Kéaseoberflache verteilte. Die Farbe der Kase war gelblich, der
Geruch war stark harzertypisch. Fir die nachfolgende Lagerung bei 8°C erfolgte keine
Verpackung in Folie. Die Kase wurden in den Reifungszellen weiter gelagert. Nach
Abschluss der Nachreifung waren alle Versuchskdse gleichmaliig durchgereift und
wiesen das typische Aussehen und Aroma auf.

Tab. 13: Hefen und Bakterienkeimzahlen der Vergleichskdsung Charge S2

1 Woche 3 Woche
Hefen
[KbE/cm?] 1,4 x 10° 4.1 x10"
Bakterien
[KbE/cm?] 45x 10° 3,4 x 10°
Coryneforme Bakterien (beigefarben) | 1,3% 62,4%
Microbacterium spp. 0,7% 0,7%
Brevibacteriumlinens 42,4% 22,9%
Saphyl ococcus spp 55,6% 14,0%

In der ersten Reifungswoche stellten die Hefen 24% an der Schmiereflora. Zum Ende der
Reifung gingen sie auf 1% der Gesamtkeimzahl zurlick. Die Hefeflora setzte sich, wie
auch beim Kulturkése, aus verschiedenen Spezies zusammen. Die bakterielle Keimzahl
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lag nach der ersten Reifungswoche bei 4,5x10° KbE/cm?. Den Hauptanteil stellten
Saphylococcen spp. mit 2,5x10° KbE/cm? (55,6%). Zusétzlich konnte sich B. linens mit
1,9x10° KbE/crm? (42,4%) etablieren. Die coryneformen Bakterien waren zu diesem
Zeitpunkt nur mit 5,85x10° KbE/cm? (1,3%) an der Oberflachenflora beteiligt. Im Verlauf
der Reifung kam es zu einer Verschiebung der Florenzusammensetzung auf der
Késeoberflache (Tab. 13). Den Hauptanteil bildeten in der dritten Woche die
coryneformen Bakterien mit 2,12x10° KbE/cm? (62,4%) gefolgt von B. linens mit
7,79x10® KbE/cm? (22,9%). Staphylokokken waren mit 4,59x10° KbE/cm?  nur
geringfligig nachzuweisen.

Eine Differenzierung der isolierten Staphylokokken, sowohl von den eingesetzten
Kulturkésen als auch von den Oberfléchenisolaten, erfolgte tber ID32 (BioMérieux) und
ARDRA. Die Isolate konnten den Spezies S. saprophyticus und S equorum zugeordnet
werden. Den prozentual hdheren Anteil bildete S saprophyticus auf der Kaseoberflache.

3.4.45 Bedeutung der Hefeflora des Quarkesfur die Sauer milchkéserel

In der kommerziellen Sauermilch-K&serei wird meistens Sauermilchquark verschiedener
Hersteller fur die Késeproduktion verwendet. Diese Verfahrensweise sichert ene
ausgewogene Hefemischflora im Quark, die sich durch eine betriebsspezifische, zuféllige
Hausflora ergibt. Um den Einfluss der Hefen auf den Reifungsverlauf genauer zu
untersuchen, erfolgte deren Zugabe in unterschiedlichen Produktionsabschnitten. Fur
diesen Versuch wurden die Hefeisolate K. marxianus (5675) und C. krusal (60132)
eingesetzt. Diese Hefen zeichneten sich durch gute Alkalisierungseigenschaften im
Milchmedium aus (3.2).

Die Produktion des Sauermilchquarks erfolgte in zwei separaten Chargen. Nach der
Produktion schlof3 sich eine Lagerung des Quarks fir sechs Tage bei 8°C an. Im
Anschluss wurde das unter 2.9.1 beschriebene Verfahren zur Produktion von
Sauermilchkase fortgefuhrt. Die Reifungsbedingungen wurden, wie unter 2.9.2
beschrieben eingehalten. Zur Kontrolle der Alkalisierung erfolgte eine tagliche
Uberpriffung des pH-Wertes der Oberflache (Abb. 9). Die fir die Oberflachenpflege
verwendete Arbeitsschmiere bestand aus einer Reinkultur von B. linens (BrS5), welche in
3% NaCl-L6sung aufgenommen wurde. Die Bakterienkeimzahl in der Sprihkultur betrug
6,8x10" KbE/ml.
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Abb. 9: Oberfl&chenentsiuerung der Chargen S3/ S3a und S4/ Ha.

3.4.4.6 Charge S3/ S3a

Die Quarkproduktion erfolgte ohne Zugabe von Hefen in die Kesselmilch. Nach der
Lagerung wies der Sauermilchquark einen pH-Wert von 3,8 auf. Zusammen mit den
Reifungssalzen erfolgte die Zugabe der Hefen K. marxianus (5675) und C. krusei
(60132), von je 10° KbE/ml. Die Grundquarkmasse wurde geteilt. Der Charge S3 wurde
der proteolytisch aktive S. sciuri (Staph4) in einer Konzentration von 10" KbE/ml der
Grundquarkmasse zugegeben. Bei der Charge S3a erfolgte der Zusatz des
proteasenegativen S. equorum (Staph2) in der gleichen Konzentration. Der weitere
Produktionsablauf ist Abb. 3 zu entnehmen.

Im Schwitzraum kam es innerhalb des ersten Reifungstages bei beiden Versuchsansédtzen
zu einer schnellen Entsduerung der Oberflache (Abb. 9), der pH-Wert lag um pH 7,0. Die
sich entwickelnde Hefeschicht zeigte keine klare Abgrenzung zum Quarkkern, sondern
durchsetzte den gesamten Kéase. Zu diesem Zeitpunkt war der Geruch hefig und leicht
kasig. Nach dem Schwitzraum erfolgte das Aufsprihen der B.linens (Br5) Kultur, welche
in 3% NaCl-L6sung aufgenommen worden war.
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Tab. 14: Hefen u. Bakterienkeimzahlen der Chargen S3/ 3a

Charge 3 Charge 3a

1 Woche 2 Wochen 1 Woche 2 Wochen
Hefen
[KbE/cm?] 3,5x 10’ 1,2 x10° 2,6x 10’ 3,6 x10’
Schimme
Bakterien
[KbE/cm?] 4,6 x 10° 7,2x 10° 5,1 x 10 4.8 x 10°
Brevibacterium linens (Br5) 34,8% 95,7% 90,7% 98,6%
S sciuri (Staph 4) 65,2% 4,3%
S equorum (Staph 2) - - 9,3% 1,4%

Im gesamten Reifungsverlauf zeigten sich keine signifikanten Verénderungen in den
Hefenkeimzahlen der Versuchschargen. Durch die Oberflachenanalyse nach einer Woche
wurde belegt, dass sich die als Spruhlosung aufgebrachte B. linens Kultur mit
1,60x108 KbE/cr? auf der Oberfléache etablieren konnte. S sciuri subsp. sciuri (Staphd)
bildete in der ersten Reifungswoche mit 3,0x10° KbE/cm? den Hauptteil an der
Bakterienflora. Wahrend der zweiten Reifungswoche erfolgte eine Verschiebung
innerhalb der Oberfléchenflora (Tab. 14). Die Spezies B. linens konnte sich mit
6,8 x10° KbE/cnm? (95,7%) auf der Oberflache durchsetzen. Die sensorische Beurteilung
der K&se nach zwei Wochen erbrachte, dass der Geruch hefig und wenig harzertypisch
war. Die Konsistenz der Kése war typisch elastisch, die Farbe kréftig gelb-orange bis
braunlich. Die Oberflache zeigte sich nach der zweiwdchigen Reifung unangenehm
schmierig.

Bei der Charge S3a stellte B. linens im gesamten Reifungsverlauf den dominanten Anteil
an der Oberflachenflora (Tab. 14). Der eingesetzte Stamm Staph2 war nur zu einem
geringen Anteil an der Oberflachenflora beteiligt. Nach zwei Wochen waren die Kése im
Geschmack und Geruch deutlich hefig und gering harzertypisch. Die Oberflache wirkte
gelblich und fleckig, ansonsten war sie trocken.

Beide Versuchschargen zeigten nach der zweiwdchigen Reifung eine inhomogene
Durchreifung. Im gesamten Reifungsverlauf konnten keine anderen Corynebakterien oder
Fremdkontaminanten, wie Enterobakterien oder Enterokokken auf der Oberflache
nachgewiesen werden.
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3.4.47 ChargeA/ HAa

Das Arbeitsverfahren zu Quarkherstellung erfolgte wie unter 2.9.1 beschrieben. Die
Hefen K. marxianus und C. krusei wurden in einer Konzentration von 10° KbE/ml zur
Kesselmilch gegeben. Die Produktion zu Sauermilchkase (Abb. 3) wurde nach 6 Tagen
fortgesetzt. Nach der ,Vorreifung® war die Farbe der Quarkmasse leicht gelblich und der
Geruch wies verschiedene aromatische Komponenten auf. Zusammen mit den
Reifungssalzen wurde einem Teil der Quarkmasse der proteolytisch aktive Staphd
(Charge $4), dem anderen Teil der proteasenegative Staph2 (Charge 4a) zugesetzt.

Die geformten K&se wurden fur 24h im Schwitzraum gereift. Innerhalb dieser Zeit kam
es zu ener schnellen Entsduerung auf der Késeoberflache (Abb. 9). Beide
Versuchschargen (S4/$4a) hatten eine gut zu erkennende und klar abgrenzbare
Hefeschicht ausgebildet. Die Versuchskase waren cremegelb mit matter, leicht pelziger
Oberflache und einer leicht wellig-unebener Haut; der Geruch war leicht késig mit
deutlichen Esterkomponenten. Nach dem Schwitzraum erfolgte das Aufspriihen der in
3% NaCl-L 6sung aufgenommenen B.linens (Br5) Kultur.

Tab. 15: Hefen u. Bakterienkeimzahlen der Chargen $4 u. SAa.

Charge $4 Charge $4a

7 Tage 14 Tage 7 Tage 14 Tage
Hefen
[KbE/cm?] 4.4x 10 6,5 x10’ 43x 10’ 4.7 x10
Schimmel
Bakterien
[KbE/cm?] 7,5x 108 1,6 x 10° 7,5x 10’ 5,6 x 10°
Brevibacteriumlinens 24,0% 38,3% 35,1% 98,3%
S sciuri (Staph 4) 76,0% 61,7%
S equorum (Staph 2) - - 64,9% 1,7%

Die Hefekeimzahl lag fiir beide Chargen im Bereich von 10" KbE/cn’. Diese Keimzahl
veranderte sich wahrend des gesamten Reifungsverlaufes nicht.

Fur Charge $4 zeigte die Oberfldchenanalyse im Reifungsverlauf, dass Staph4 den
Hauptanteil an der Oberflachenflora (Tab. 15) stellte. Der aufgebrachte B. linens (Br5)
Stamm konnte sich in der ersten Woche mit 1,80x10° KbE/cm? und in der zweiten Woche
mit 6,13x10° KbE/cm? auf der Oberflache etablieren. Wahrend des gesamten
Reifungsverlaufes erfolgte eine gute Reifung von auf3en nach innen. Es war immer eine
klare Abgrenzung zwischen Reifungszone und Quarkkern zu erkennen. Die Farbe der
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Kése war gelblich mit glasigen Randern. Der Kaseteig war elastisch und einheitlich
strukturiert, der Geruch war harzertypisch, die Oberflache feucht schmierig.

In der ersten Reifungswoche stellte S equorum (Staph2) mit 4,87x10" KbE/cm? den
Hauptanteil an der Oberflachenflora. In der zweiten Reifungswoche kam es zu einer
Verschiebung innerhalb der Oberfléchenflora. Den Hauptanteil der Rotschmiereflora
stellte B. linens. Auch in dieser Kasecharge zeigte sich ein einheitliches Durchreifen der
Ké&se von aussen nach innen. Der Geruch war harzer typisch bis leicht hefig. Die Farbe
war gelblich mit glasigen Randern. Die Oberflache der Kése war trocken.

3.5 Amplified-Ribosomal-DNA-Restriction-Analysis (ARDRA)

Zur Analytik der Rotschmiereflora wurde die Methode ARDRA etabliert. Mit dieser
Methode sollten die verschiedenen Oberflachenisolate schnell und sicher auf Gattungs
und Speziesebene identifiziert werden. Zur Differenzierung wurden die Typstamme der
unterschiedlichen Spezies sowie kommerziell erhéltliche Stdmme und Oberflachenisolate
von Rotschmierekdse eingesetzt. Die Oberflachenisolate wurden Uber partielle
Sequenzierung und physiologische Verfahren, wie beispielsweise API-Tests
(BioMérieux; Frankreich) den unterschiedlichen Gattungen bzw. Spezies zugeordnet.
Durch den Einsatz der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) sollte fur die Gattungen
Arthrobacter, Microbacterium und Saphylococcus jeweils ein Bereich amplifiziert
werden, der die 16S-, die 16S - 23S-Spacer Region sowie einen Teil der 23S rRNA
umfasste. Fur die Gattungen Brevibacterium und Corynebacterium wurde der Bereich der
16S rDNA amplifiziert. Durch einen nachfolgenden Verdau der erhaltenen PCR-Produkte
Restriktionsenzymen, wurden diese in speziesspezifische Fragmentmuster geschnitten.

3.5.1 Arthrobacter spp. und Microbacterium spp.

Gelbpigmentierte coryneforme Bakterien gehdren zur typischen Rotschmiereflora
Frihere Studien wiesen darauf hin, dass sich diese Fraktion ausschliefdlich aus Vertretern
der Gattung Arthrobacter, insbesondere Arthrobacter nicotianae, zusammengesetzt ist.
Im Verlauf dieser Arbeit stellte sich diese Fraktion heterogener dar. Es wurden
Typstamme von funf Spezies der Gattung Arthrobacter und vier Spezies der Gattung
Microbacterium, eingesetzt. Ebenfalls getestet wurden Ké&seisolate, die zuvor am
niederlandischen Institut fur Milchuntersuchung (NI1ZO) Uber partielle Sequenzierung der
16S rDNA klassifiziert worden waren.



-75- Ergebnisse

A

8 kb b
1 2 3 4 § 6 7 o 5073
942 1500

6.56

436

232
202 600
100

Abb. 10: (A): PCR-Produkt von Arthrobacter spp. bzw. Microbacterium spp. (1.0 % agarose):1+8: | -HindlIl marker;
2: A. nicotianae MGE 10D; 3: A. nicotianae CA13; 4: M. gubbeenense CA12; 5: A. sulfureus DSM 20167-T;
6: A citreus DSM 20133-T; 7: A. globiformis DSM 20124-T. (B): Restriktionsanalyse von Arthrobacter spp.
mit EcoRV (1.5% agarose):1+7:100 bp ladder; 2: A. nicotianae (DSM 30123-T); 3: A. nicotianae MGE 10D;
4: A. nicotianae CA13; 5: M. gubbeenense CA12; 6: A. globiformisDSM 20124-T.

Es war moglich fur alle getesteten St&mme das Zielfragment zu amplifizieren
(Abb. 10A). Fur Arthrobacter spp. wurde ein Produkt mit einer Lange von 2,7 kb
gebildet, bei Microbacterium spp. wies das Produkt eine Lange von 2,4 kb auf.

Zur Differenzierung wurden verschiedene Restriktionsenzyme eingesetzt. Die Enzyme
BamHI, Bgil, Hindlll und Xbal hatten keine Erkennungssequenz im amplifizierten
Bereich. Die Restriktionsansdtze mit Aatll, Avall, Bsp 143l, EcoRI, EcoRV, Nael, Ncol,
Rsal erbrachten ein einheitliches Schnittmuster oder zu kleine Fragmente, um eine
eindeutige Differenzierung zu ermoglichen. Eine Differenzierung auf Gattungsebene war
mit dem Restriktionsenzym EcoRV moglich (Abb. 10B).

Eine teilweise Differenzierung der Arthrobacter spp. und Microbacterium spp. wurde
durch Restriktionsanalysen der PCR-Produkte mit Alul, Hinfl, Smal und Taqgl (Abb. 11)
ermaglicht.
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Abb. 11: Restriktionsanalyse der PCR-Produkte mit Tagl (1,5% Agarose). Typstdmme (A): 1+6, 100 bp Leiter;
2, Arthrobacter nicotianae DSM 20123-T; 3, A. globiformis DSM 20124-T; 4, A. citreus DSM 20133-T; 5,
A. sulfureus DSM 20167-T. Typstamme (B): 1+5, 100 bp Leiter; 2, A. rhombi CCUG 33813-T; 3, A. rhombi
CCUG 33812; 4, Microbacterium barkeri DSM 20145-T. Késeisolate (C):1+6,100 bp Leiter; 2, M. barkeri
CA12; 3, A nicotianae CA13; 4, A. nicotianae CA14; 5, M. barkeri CA15.

Durch den Verdau mit Tagl (Abb. 11) war eine Differenzierung zwischen den Spezies
A. citreus, A. sulfureus, A. rhombi und A. globiformis, A. nicotianae zu erreichen. Eine
Unterscheidung zwischen den Spezies A. globiformis und A. nicotianae war aufgrund des
identischen Schnittmusters nicht moglich. Die getesteten Spezies der Gattung
Microbacterium spp. ergaben mit Taql ein abweichendes Schnittmuster zu den getesteten
Arthrobacter Spezies. Mit diesem Enzym konnte ebenfalls eine Differenzierung zwischen
den Spezies Microbacterium barkeri und M. gubbeenense erfolgen.

Unter Verwendung des Restriktionsenzyms Dralll (Abb. 12) war eine Differenzierung
zwischen den Spezies A. globiformis (DSM 20124-T) und A. nicotianae (DSM 20123-T)
madglich, jedoch wiesen A. globiformis (DSM 20124-T) und A. citreus (DSM 20133-T)
ein identisches Schnittmuster auf. Die Spezies A. sulfureus (DSM 20167-T) und
A. rhombi (CCUG 38813-T) ergaben ein speziestypisches Restriktionsschnittmuster.



=77 - Ergebnisse

bb 4 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 b

2072 2072
1500 1500
E0O0 00
100 100

Abb. 12: 1,5% Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsansatzes von Arthrobacter spp. mit Dralll: 1+10+11, 100
bp Leiter; 2, A. sulfureus DSM 20167-T; 3, A:citreus DSM 20133-T; 4, A. globiformis DSM 20124-T; 5, SBI
6276023 (95005); 6, A. nicotianae DSM 30123-T; 7, A. nicotianae MGE 10D; 8, 95293; 9, 95294; 12,
A. globiformis DSM 20124-T; 13, A. rhombi CCUG 38813-T; 14, SBI 627602; 15, A. nicotianae DSM
30123-T

Die getesteten Kaseisolate 95293, 95294, sowie der kommerziell erhédtliche Stamm
SBI 6276023, zeigten ein identisches Schnittmuster zur Spezies A. nicotianae.

Es war nach der Vorklassifizierung durch NIZO zu erwarten, dass die Késeisolate 95293
und 95294 ein uUbereinstimmendes Restriktionsmuster zum Typstamm A. rhombi
CCUG 38813 zeigen sollten. Der kommerzielle Stamm SBI 6276023 hétte mit der
Spezies A. globiformis ein deckungsgleiches Fragmentmuster ergeben sollen. Die
getesteten PCR- Produkte der Gattung Microbacterium spp. wurden durch Dralll nicht
geschnitten. Dieses Enzym ermdglichte eine zusétzliche Abgrenzung zwischen den
beiden Gattungen.

Durch den Restriktionsverdau mit Ncil (Abb. 13) war es moglich, fir jede eingesetzte
Spezies ein charakteristisches Restriktionsschnittmuster zu erhalten. Eine Zuordnung der
A. nicotianae Kaseisolate zum Typstamm A. nicotianae DSM 20123-T war nicht
moglich. Eine ebensolche Divergenz von A. nicotianae DSM 20123-T zu den
A. nicotianae Kaseisolaten wurde auch mit Smal nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).



-78- Ergebnisse

bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
2072

15800

600

100

Abb. 13: Restriktionsanalyse von Arthrobacter spp. mit Ncil (1,5% agarose): 1+8+14, 100 bp Leiter; 2, A. sulfureus,
DSM 20167-T; 3; A. citreus DSM 20133-T; 4, A. globiformis DSM 20124-T; 5, SBI 6276023; 6,
A. nicotianae DSM 20123-T; 7; A. nicotianae MGE 10D; 9, A. nicotianae CA13; 10, A. nicotianae CA14; 11,
Isolate 95293; 12, Isolate 95294; 13, Isolate 95299

Eine Unterscheidung der Vertreter der Gattung Microbacterium war durch eine
Restriktionsanalyse mit dem Enzymen Xmnl (Abb. 14) nur teilweise moglich.

BO0 B

100

Abb. 14: Restriktionsanalyse von Microbacterien spp. mit Xmnl (1,5% agarose): 1+7+10, 100 bp Leiter.
2, Microbacterium barkeri DSM 20145-T; 3, M. gubbeenense (CA 12); 4, M. gubbeenense (CA 15); 5,
95292; 6, 95207; 8, M. laevaniformans DSM 20140-T; 9, M. imperales DSM 20530-T.

Durch den Verdau mit Xmnl konnten die Spezies M. barkeri DSM 20145-T und
M. gubbeenense DPC 5286-T von den Spezies M. imperiale DSM 20530-T und
M. laevaniformans DSM 20140-T differenziert werden. Eine Unterscheidung zwischen
M. barkeri DSM 20145-T und M. gubbeenense DPC 5286-T  sowie  zwischen
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M. imperiale DSM 20530-T und M. laevaniformans DSM 20140-T konnte nicht mit
Xmnl erreicht werden.

Eine eindeutigere Differenzierung zwischen den Stdmmen M. barkeri DSM 20145-T und
M. gubbeenense DPC 5286-T war durch das Enzym Avall (Abb. 15) mdglich.
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Abb. 15: Restriktionsanalyse von Microbacterien spp. mit Avall (1,5% agarose). 1+7, 100 bp Leiter. 2,
Microbacterium barkeri DSM 20145-T; 3, M. gubbeenense CA12; 4, Isolat 95292; 5, Isolat 95207; 6,
M. gubbeenense DPC 5286-T.

Mit Avall wurde ein Speziesspezifisches Schnittmuster fir M. barkeri DSM 20145-T und
M. gubbeenense DPC 5286-T erhalten. Die Isolate CA12, CA15 (nicht gezeigt), 95292
und 95207 zeigten ein identisches Fragmentmuster wie der Typstamm der Spezies
M. gubbeenense.

Diese Methode wurde zur Differenzierung der gelbpigmentierten Fraktion
unterschiedlicher, kommerziell erhdltlicher, oberflachengereifter K&sen eingesetzt. Es
wurden 12 Isolate getestet. Nach der PCR zeigte sich, dass alle getesteten Isolate eine
Fragmentléange von 2,4 kb aufwiesen und nicht mit Dralll geschnitten werden konnten.
Durch den Verdau mit Xmnl und Avall wiesen 10 I solate ein identisches Reaktionsmuster
zur Spezies M. gubbeenense auf. Zwei Isolate zeigten ein divergentes Fragmentmuster.
Uber partielle Sequenzierung der 16S rDNA wurden diese Isolate der Spezies
M. lacticum zugeordnet.
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3.5.2 Staphylococcus spp.

Zur Differenzierung wurden 12 Spezies, davon zwel Spezies mit einer dazugehdrigen
Subspezies getestet. Neben den Typstdmmen der unterschiedlichen Spezies wurden 45
Oberfl&chenisolate von Rotschmierekasen getestet. Es war moglich, fur alle eingesetzten
Stdmme ein einheitliches Fragment mit einer Lange von 2,4 kb zu erhalten (Abb. 16A).
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Abb. 16: (A): PCR-Produkt Saphylococcus Spezies (1% Agarosegel): 1+8, | -Hindlll Standart; 2, S kloosii
DSM 20676-T; 3, S sciuri Staph4; 4, S xylosus DSM 6179; 5, S sciuri subsp. lentus DSM 6672; 6,
S equorum DSM 20674-T; 7, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T. (B): Restriktionsanalyse des 2,4 kb PCR
-Produktes mit Smal (1.5% Agarosegel): 1+6+10, 100 bp Leiter; 2, S sciuri subsp. lentus DSM 20676-T; 3,
S <ciuri subsp. lentus DSM 6672; 4, S equorum DSM 20674-T; 5, S equorum DSM 20675; 7, S xylosus
DSM 20226-T; 8, S xylosus MVA 10D; 9, S xylosus DSM 6179.

Die Uberprifung, dass die Zielfrequenz amplifiziert worden war, erfolgte tber einen
Kontrollverdau mit dem Restriktionsenzym Smal. Nach der Analyse, der von der
EMBL-Datenbank zur Verfugung gestellten Sequenzen, war mit dem Enzym Smal an
Position 1370 der 16SrDNA eine fir die Gattung Saphylococcus typische
Erkennungssequenz zu erwarten, die fir den amplifizierten Bereich aller getesteten
Spezies gefunden werden konnte (Abb. 16B).

Weitere gattungsspezifische Restriktionsschnittmuster wurden mit den Restriktionsen-
zymen Sacll, Aatll, Nhel, Pstl. Kpnl, Sall, Sphl, Syl, Xbal erhaten. In dem
amplifizierten Bereich lag keine Restriktionsschnittstelle fir die Enzyme BamHI, Bagil,
Bagill, EcoRV, Hpal, Nael, Nocl, Notl, Stul und Xhol vor. Eine partielle Differenzierung
der Staphylokokken in drei, beziehungsweise vier unterschiedliche Gruppen war mit den
Enzymen Tagl und Aflll moglich (Afll1-Daten nicht gezeigt). Eine Differenzierung aller
getesteten Spezies war durch Verwendung der Enzym Hindlll und Xmnl mdglich
(Tab. 16).
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Tab. 16: ARDRA Differenzierung von Staphylococcus Spezies mit Hindlll und Xmnl: (C) Spezies mit einem
typischen Restriktionsschnittmuster; Spezies mit einem identischen Restriktionsmuster bei einem Enzym sind
mit einer Gruppennummer bezei chnet.

Spezies bzw. Subspezies

Hindlll

Xmnl

S. aureus subsp. aureus

S cohnii subsp. cohnii

S cohnii subsp. urealyticum
S epidermidis

S equorum

S hominis subsp. hominis
S Kkloosii

S saprophyticus subsp. saproh.

S sciuri subsp. lentus
S sciuri subsp. sciuri
S dmulans

S succinus subsp. casei
S warneri

S xylosus

o N oo o0 O o o M DdO

Durch die Restriktionshydrolyse mit Hindlll (Abb. 17) ergaben sich fir die sieben
Spezies S equorumDSM 20674-T, S cohnii ssp. cohnii DSM 20260-T, S warneri

DSM 20316,

S hominis subsp. hominis DSM 20328,

S kloosii

DSM 20676,

S aureus subsp. aureus DSM 2569 und S epidermidis DSM 1798 speziesspezifische
Restriktionsschnittmuster.  Zwischen den Spezien S xylosus DSM  20226-T,
S saprophyticus sup. saprophyticus DSM 20229-T und S succinus subsp. casel
DSM 15096-T, sowie zwischen S. sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T und S sciuri subsp.
lentus DSM 20352-T, und zwischen S. cohnii ssp. urealyticum DSM 6718 , S ssimulans
DSM 20322 war eine Unterscheidung mit Hindl Il nicht zu erreichen.
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Abb. 17: Restriktionsanalyse der Staphylococcus Typstamme mit Hindl11 (1,5% Agarosegel): 1+13+15, 100 bp Leiter;
2+16, S xylosus DSM 20266-T; 3, S. saprophyticus subsp. saprophyticus DSM 20229-T; 4, S. equorum DSM
20674-T; 5, S cohnii subsp. cohnii DSM 20260-T; 6, S cohnii subsp. urealyticumDSM6718-T; 7, S war neri
DSM 20316-T; 8, S hominis subsp. hominis DSM 20328-T; 9, S. kloosii DSM 20676-T; 10, Ssciuri subsp.
lentus DSM 20352-T; 11, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T; 12, S aureus subsp. aureus DSM 2569;
14, S simulans DSM 20322-T; 17, S epidermidis DSM 1798.

Die Spezies, die mit Hindlll ein identisches Fragmentmuster ergaben, konnten durch
einen Verdau mit Xmnl (Abb. 18) differenziert werden.
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Abb. 18: Restriktionsanalyse der Staph. Typstdmme mit Xmnl (1,5% Agarosegel). Typstémme: 1+13+18, 100 bp
Leiter; 2, S. xylosus DSM 20266-T; 3, S saprophyticus subsp. saprophyticus DSM 20229-T; 4, S equorum
DSM 20674-T; 5, S. cohnii subsp. cohnii DSM 20260-T; 6+15, S cohnii subsp. urealyticum DSM6718-T;
7+17, S warneri DSM 20316-T; 8, S hominis subsp. hominis DSM 20328-T; 9, S kloosii DSM 20676-T;
10, Ssciuri subsp. lentus DSM 20352-T; 11, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T; 12, S aureus subsp.
aureus DSM 25609; 14, S simulans DSM 20322-T; 16, S epidermidisDSM 1798.

Die Spezies S xylosus (DSM 20226-T), S. saprophyticus subsp. saprophyticus (DSM
20229-T) und S succinus subsp. casel (DSM 15096-T) zeigten mit dem Enzym Xmnl ein
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untereinander differenzierbares Fragmentmuster. Ebenso die mit Hindlll einheitlichen
Paare S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T, S sciuri subsp. lentus DSM 20352-T und
S cohnii subsp. urealyticum DSM 6718, S simulans DSM 20322 zeigten mit Xmnl
voneinander zu unterscheidende  Fragmentmuster. Ein  speziesspezifisches
Fragmentmuster wurde fur die flnf Spezies, S aureussubsp. aureus DSM 2569,
S epidermidis DSM 1798, S kloosii DSM 20676, S sciuri subsp lentus DSM 20352-T
und S warneri DSM 20316 erhalten. Die Spezies S cohnii ssp. cohnii DSM 20260-T,
S cohnii ssp. urealyticum DSM 6718 und S. saprophyticus subsp. saprophyticus (DSM
20229-T) zeigten ein deckungsgleiches Schnittmuster mit Xmnl. Aufgrund eines
identischen Schnittmusters war eine Differenzierung zwischen den Spezies
S hominis subsp. hominis DSM 20328, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T, S. simulans
DSM 20322 und S. xylosus DSM 20226-T nicht moglich. Eine Unterscheidung zwischen
S succinus subsp. casel (DSM 15096-T) und S equorum DSM 20674-T war mit dem
Enzym Xmnl nicht gegeben.

Dieses System der Differenzierung wurde an verschiedenen Késeisolaten und
kommerziell erhdltlichen Stammen angewendet. Fir die Spezies S xylosus wurden zwei
kommerziell erhdltliche Stamme, fir S saprophyticus und S succinus subsp. casel
wurden Oberfléchenisolate eingesetzt, welche Uber ID32 Staph (BioMérieux) und
partielle Sequenzierung der 16S rDNA identifiziert wurden.
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Abb. 19: Restriktionsanalyse von Staphylococcus spp. mit Xmnl (1,5% Agarosegel). 1+6, 100 bp Leiter; 2, S xylosus
DSM 20266-T; 3, S xylosus DSM 6179; 4, S xylosus MVA 10D; 5, S succinus subsp. casei DSM 15096-T;
7, S saprophyticus subsp. saprophyticus DSM 20229-T; 8, 91076; 9, 91075; 10, 91105; 11, Staph9; 12,
91125; 13, 91097.

Die eingesetzten Stdmme wurden mit dem Restriktionsenzym Hindlll verdaut. Fur alle
Stamme wurde das einheitliche Restriktionsschnittmuster der Spezies S. xylosus DSM
20226-T, S saprophyticus subsp. saprophyticus DSM 20229-T und S succinus subsp.
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casel DSM 15096-T erhalten (Daten nicht gezeigt). Die Abgrenzung zwischen den drei
Spezies erfolgte durch die Restriktionsanalyse mit Xmnl  (Abb. 19). Dieser
Restriktionsverdau ergab fur die kommerziell erhdtlichen Stamme S. xylosus (DSM
20266-T), S xylosus (DSM 6179) und S xylosus (MVA D10) das speziestypische
Zweifragmentschnittmuster. Fir die Spezies S succinussubsp. casei und das
Isolat 91126 wurde ein identisches Restriktionsschnittmuster wie fir die Spezies
S equorum erhalten. Die getesteten Stamme der Spezies S. saprophyticus zeigten alle
das charakteristische Restriktionsmuster dieser Spezies. Es wurden weitere sieben Isolate
von Harzerkdse getestet. Sie konnten alle der Spezies S saprophyticus Uber
Restriktionsanalyse zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 20: (A): Restriktionsanalyse von Staphylococcus spp. mit Hindlll (1,5% agarose): 11, 100 bp Leiter; 1, S
warneri DSM 20316-T; 2, 91097; 3, 91128; 4, 91129; 5, S cohnii subsp. cohnii DSM 20260-T; 6, 91097; 7,
91131; 8, S cohnii subsp. urealyticum DSM6718-T; 9, S hominis subsp. hominis DSM 20328-T; 10, 91127.
(B): Restriktionsanalyse des PCR-Produkts mit Xmnl (1.5% agarose): 11, 100 bp Leiter; 1, S warneri DSM
20316-T; 2, 91097; 3, 91128; 4, 91129; 5, S cohnii subsp. cohnii DSM 20260-T; 6, 91097; 7, 91131,
8, S. cohnii subsp. urealyticum DSM6718-T; 9, S hominis subsp. hominis DSM 20328-T; 10, 91127.

Fur S warneri, S. cohnii subsp. cohni, S cohnii subsp. urealyticum und S. hominis subsp.
hominis wurden unterschiedliche Kaseisolate getestet. Es wurden Isolate von
Rotschmierekase aus Deutschland und der Schweiz gepriift. Bel der Spezies S warneri
wurden neben dem Typstamm S. warneri (DSM 20316-T) die vier Isolate, 91109, 91128,
91129 und 91160 mit den Enzymen Hindlll (Abb. 20A) und Xmnl (Abb. 20B) getestet.
Die Isolate 91128, 91129 und 91160 ergaben ein identisches Schnittmuster mit dem
Typstamm S warneri (DSM 20316-T). Das Isolat 91109 zeigt mit beiden
Restriktionsenzymen ein abweichendes Schnittmuster welches deckungsgleich mit dem
Redtriktionsschnittmuster der Spezies S equorum war. Fir S cohnii subsp. cohnii
(DSM 20260-T) wurden die Isolate 91097 und 91131 getestet. Keines der getesteten
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Késeisolate gab ein Ubereinstimmendes Schnittmuster mit dem Typstamm
S. cohnii subsp. cohnii (DSM 20260-T). Es konnte auch keine Ubereinstimmung mit der
Subspezies S. cohnii subsp. urealyticum festgestellt werden. Das Ké&seisolat 91097 zeigte
ein identisches Schnittmuster mit der Spezies S. saprophyticus (Abb. 20). Fir S hominis
wurde der Typstamm S hominis subsp. hominis (DSM 20328) und das Isolat 91127
eingesetzt. Das Kaseisolat konnte eindeutig der Spezies S. hominis zugeordnet werden.

Fur die Spezies S. equorumwurden die Stéamme S. equorum (DSM 20674-T), S. equorum
(DSM 20675) eingesetzt. Die Késeisolate Staphl, Staph2, Staph3 und Staphb, 91131,
91109 konnten durch Restriktionsverdau mit Hindlll und Xmnl (Abb. 21) der Spezies
S equorum zugeordnet werden.
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Abb. 21: (A): ARDRA von S equorum hydrolysiert mit Hindlll (1,5% Agarose): 1; 100 bp Leiter; 2, S equorum
(DSM  20674-T); 3, S equorum (DSM 20675); 4, Staphl; 5, Staph2, 6, Staph3; 7, Staphb.
(B): Redtriktionsverdau mit Xmnl (1,5% Agarose): 1+8, 100 bp Leiter, 2, S equorum (DSM 20674-T); 3,
S equorum (DSM 20675); 4, Staphl; 5, Staph2; 6, Staph3; 7, Staphb.

Bei der koagulasepositiven  Spezies S aureus wurden die Vertreter
S aureus subsp. aureus (DSM 2569-T), S aureus subsp. aureus (DSM 799), sowie die
Isolate 91106, 91115, 91161 und 91162 eingesetzt. Die Restriktionsanalyse wurde mit
den Enzymen Hindlll und Xmnl durchgefiihrt. Die getesteten Stdmme erbrachten
untereinander ein Ubereinstimmendes Restriktionsmuster, welches eine Differenzierung
zu den anderen Spezies ermdglichte (Abb. 22).
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Abb. 22: Restriktionsanalyse von Staphyl ococcus aureus Stdmmen mit Xmnl (1,5% Agarosegel) 1+7, 100 bp Leiter;

2, S aureus subsp. aureus DSM 799; 3, S aureus subsp. aureus DSM 2569; 4, Isolat 91106; 5, Isolat
91161; 6, Isolat 91162.

Eine Unterscheidung zwischen den Subspezies S, sciuri subsp sciuri (DSM20345-T) und
S sciuri subsp lentus (DSM 20352-T) mit den Enzymen Hindlll und Xmnl zeigte sich
aufgrund des dhnlichen Fragmentmusters als problematisch (Abb. 23). Da diese Methode
zu einer schnellen und eindeutigen Erkennung beitragen sollte, erfolgte fur diese Spezies
ein zusdtzlicher Verdau mit dem Enzym Tagl (Abb. 23B), welches zwischen beiden
Subspezies eindeutig unterschied.
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Abb. 23: (A): ARDRA von Saphylococcus Spezies (1,5% Agarosegel): 2+5, Hindlll Verdau und von 7-10 Xmnl
Verdau: 1+6+11, 100 bp Leiter; 2, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T; 3, S sciuri Staph4; 4, S sciuri
subsp. lentus DSM 20352-T; 5, S. lentus DSM 6672. (B) : Restriktionsverdau mit Tagl (1,5% Agarose): 1+6,
100 bp Leiter; 2, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T; 3, S sciuri Staph4; 4, S. sciuri subsp. lentus DSM
20352-T; 5, S. lentus DSM 6672.
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3.5.3 Brevibacterium spp.

Unter Verwendung der Universalprimer (Vaneechoutte et al., 1992) war es nicht moglich,
mit Ausnahme des Isolates Br8, den vorgesehenen Bereich zu amplifizieren. Fir die
Differenzierung erfolgte eine Reduzierung des Bereiches auf die 16SrDNA (2.10.5). Zur
Differenzierung wurden die Typstdmme der Spezies B. linens, B. epidermidis und
B. casel eingesetzt. Fur die Spezies B. linens wurden zwei Stdmme von verschiedenen
Kulturenherstellern, sowie 15 Kéaseisolate eingesetzt. Bei den Spezies B. epidermidis und
B.casal wurden je zwei kommerziell erhdltliche Stdmme mitgetestet. Fir die zu
testenden Stamme war es moglich, das Zielfragment zu amplifizieren (Abb. 24). Das
Amplifikat hatte die erwartete Lénge von 1,5 kb.
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Abb. 24: PCR-Produkt von Brevibacterium ssp. (1% Agarosegel).. 1+13, 100 bp Leiter; 2, B .linens DSM 20425-T; 3,
B. linens SR10D; 4, B. linens ATCC 9174; 5, Br. 5 95160, 6, B. epidermidis DSM20660-T; 7, B. epidermidis
DSM 20659; 8, B. epidermidis DSM 9586; 9, B. case DSM 20657-T; 10, B. casel DSM 20658; 11, B. casei
DSM 9657; 12. BC 220 (95220).

Fur die Restriktionsanalyse wurden die Sequenzen der EMBL-Datenbank der zu
untersuchenden Brevibacterium spp. auf Restriktionsschnittstellen hin untersucht, mit
denen eine moglichst umfangreiche Differenzierung durchgefuihrt werden konnte. Die
in silico-Kalkulation ermaglichte eine Uberprifung der Restriktionsschnittmuster fir die
eingesetzten Spezies. Zusdtzlich zu den Uber Sequenzanalyse bestimmten Enzymen
wurde das Enzym Accl getestet. Dieses Enzym hatte keine Erkennungssequenz in dem
amplifizierten Bereich.

Eine Differenzierung der Spezies B. epidermidis von B. linens und B. casei war mit dem
Restriktionsenzym Aval (Abb. 25) moglich. Fir die Spezies B. linens und B. casel wurde
ein Ubereinstimmendes Fragmentmuster erhalten, welches keine Unterscheidung
zwischen diesen beiden Spezies zulief3.
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Abb. 25: ARDRA fir Brevibacterium spp. mit Aval (1,5% Agarosegel): 1+13, 100 bp Leiter; 2, B. linens DSM
20425- T; 3, B. linens SR310D; 4, B. linens ATCC 9174; 5, Br.5 (95160); 6, B. epidermidis DSM20660-T; 7,
B. epidermidis DSM 20659; 8, B. epidermidis DSM 9586; 9, B. case DSM 20657-T; 10, B. casei DSM
20658; 11, B. casei DSM 9657; 12, BC220 (95220).

Die Kéaseisolate welche der Spezies B.linens zugeordnet waren, wurden mit Aval
Uberpruft. Alle getesteten Stdmme, mit Ausnahme von Br8, ergaben ein identisches
Schnittmuster zur Spezies B. linens und B. casei. Das Isolat Br8 zeigte ein eigenes
Restriktionsschnittmuster, das in keiner Ubereinstimmung mit einem der getesteten
Spezies stand.

Eine Differenzierung der Spezies B. casei von B. linens und B. epidermidis war mit den
Enzymen Tagl, Pvul und Xmnl (Abb. 26) moglich (Tagl, Pvul Daten nicht gezeigt).
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Abb. 26: Restriktionsverdau der PCR-Produkte mit Xmnl (1,5% Agarosegel). 1+10, 100 bp Leiter; 2
Brevibacteriumlinens DSM 20425-T; 3, Br.18 (95168); 4, B. casel DSM 20657-T; 5, B. casel DSM 20658, 6,
B. casei DSM 9657, 7, B. epidermidis DSM20660-T, 8, B. epidermidis DSM 20659, 9, B. epidermidis
DSM 9586.
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Die Uberpriifung der Restriktionsschnittstellen fur Xmnl, mit den Sequenzdaten der
Typstammen B. linens (DSM 20425-T), B. epidermidis (DSM 20659-T) und B. casei
(DSM 20657-T) zeigten, dass fur alle eine Erkennungssequenz in Position 1330 vorlag.
Fur die Stamme B. linens DSM 20425-T und B. epidermidis DSM 20659-T war eine
zusédtzliche Erkennungssequenz bei Position 970. Es konnte fur die eingesetzten
Typstdmme die erwarteten Restriktionsschnittstellen nachgewiesen werden. Fur die
Typstdmme B. linens (DSM 20425-T) und B. epidermidis (DSM 20659-T) ergab sich
daraus ein Ubereinstimmendes Fragmentmuster. Das Ergebnis der Redriktionsanalyse
stand mit den kalkulierten Fragmenten aus der Sequenzanalyse in Ubereinstimmung.

Eine Differenzierung zwischen den Spezies B. linens und B. casei konnte mit dem Enzym
Xmnl ermoglicht werden. Zur Uberprifung wurden mehrere Stamme der Spezies
B. linens mit Xmnl verdaut (Abb. 27).
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Abb. 27: ARDRA B. linens verdaut mit Xmnl (1,5% Agarosegel): 1+20, 100 bp Leiter; 2, B. linens DSM 20425-T; 3,
Br2 (95024); 4, Br3 (95025); 5, Br4 (95159); 6, Br5 (95160); 7, Br6 (95037); 8, Br7 (95161); 9, Br8 (95162);
10, Br9 (95163); 11, Br13 (95165); 12, Br14 (95016); 13, Br15 (95166); 14, Br16 (95167); 15, Br17 (95020);
16, Br18 (95168); 17, B. linens Sr3 10D (95192); 18, B. linens ATCC 9174; 19; BC220 (95220).

Mit Xmnl ergaben die B. linens Isolate Br3, Br6, Br7, Br9, Br17 und Br18 ein identisches
Schnittmuster mit dem Typstamm B. linens DSM 20425. Die Isolate Br2, Br4, Brl4,
Br19 (SR3 10D) und B. linens ATCC 9174 ergaben ein Fragmentmuster, welches mit
keinem der getesteten Spezies deckungsgleich war. Die genannten Isolate hatten eine
zusétzliche Erkennungssequenz fir das Enzym Xmnl in dem amplifizierten Bereich. Eine
Ubereinstimmung mit dem Restriktionsschnittmuster von B. casei DSM 20657-T zeigten
die Isolate Br8, Br13 und Brl15. Ein minimal abweichendes Fragmentmuster zeigte Brl6.
Diesen Isolaten fehlte, wie auch B. casei, um Position 970 der 16S rDNA, die
Erkennungssequenz fur das Enzym Xmnl. Ein individuelles Schnittmuster wurde fur die
Isolate Br5, 95220 und 95229 erhalten. Bei der Restriktionsanalyse mit Taqgl erbrachten
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die Kaseisolate BL19, BL21 und Br5 ein identisches Fragmentmuster zum Typstamm
B. casei DSM 20657-T, welches in keiner Ubereinstimmung mit dem Typstamm der
Spezies B. linens stand. Eine Differenzierung der |solate der Spezies B. linens zu B. casel
DSM 20657-T war durch einen Verdau mit Aval mdglich.

Bei dem Verdau mit Avall (Daten nicht gezeigt) zeigte der Stamm B. casei DSM 9657
ein abweichendes Schnittmuster zu den Typstammen B. casel DSM 20657-T und dem
Stamm B. casel DSM 20658. Weitere Besonderheiten traten bel der Restriktionsanalyse
mit Dralll und Pstl auf. Mit Dralll war, nach der Sequenziberprifung der Typstamme,
ein einheitliches Schnittmuster fir alle getesteten Typstdmme zu erwarten. Dieses konnte
fur die getesteten Typstamme B.linens und B. epidermidis bestétigt werden. Der
Typstamm B. casel sowie der Stamm B. casel DSM 20658 ergaben ein abweichendes
Schnittmuster, welche jedoch untereinander identisch waren (Abb. 28).
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Abb. 28: ARDRA fir Brevibacterium spp. mit Dralll (1,5% Agarosegel): 1+13, 100 bp Leiter; 2, B .linens DSM
20425-T; 3, B. linens '3 10D BL. 19; 4, B. linens ATCC 9174, 5, Br.5; 6, B. casei DSM 20657-T; 7, B. casel
DSM 20658; 8, B. case DSM 9657; 9. BC220 (95220); 10, B. epidermidis DSM20660-T; 11, B. epidermidis
DSM 20659; 12, B. epidermidisDSM 9586.

3.5.4 Corynebacterium spp.

Fur die Differenzierung der Gattung Corynebacterium wurde der Bereich der 16S rDNA
herangezogen. Es wurden die Typstdmme von sechs Spezies der Gattung
Corynebacterium eingesetzt, zusdtzlich wurden 16 Késeisolate getestet. Nach der PCR
wurde fur alle getesteten Stdmme das erwartete Amplifikat mit einer Lange von 1,5kb
erhalten.

Vor Einsatz der Restriktionsenzyme erfolgte einein silico-Kalkulation der Sequenzen der
zutestenden Typstamme in der EMBL-Datenbank, um die zu erwartenden
Restriktionsfragmente abzuschdtzen. Fur die Enzyme Bsml und Dralll lag keine
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Erkennungssequenz  im  amplifizierten Bereich vor. Ein gattungsspezifisches
Restriktionsschnittmuster konnte mit den Enzymen Accl und EcoRI erhalten werden.
Diese Ergebnisse standen mit den aus den Sequenzen abgeleiteten Ergebnissen in
Ubereinstimmung. Die Restriktionsanalyse mit Hindlll (Abb. 29) ermdglichte die
Differenzierung verschiedener Spezies.
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Abb. 29: ARDRA von Corynebacterium spp. mit Hindll1 (1,5% Agarosegel): Typstamme (A): 1+8, 100 bp Leiter; 2,
C. ammoniagenes DSM 20306-T; 3, C. casel DPC 5298-T; 4, C. variabileT DSM 20132-T; 5,
C. mooreparkense DPC 5310-T, 6, C. flavescens DSM 20296-T; 7, C. kutscheri DSM 20755-T.
Getestete Késeisolate (B): 1+13, 100 bp Leiter; 2, C. ammoniagenes DSM 20306-T; 3, CA 8; 4, CA 18; 5,
95211; 6, 95208; 7, 95215; 8, C. variabile T DSM 20132-T; 9, 95210; 10, C. flavescens DSM 20296-T; 11,
95212; 12, C. kutscheri DSM 20755-T.

Es wurden fur die Typstamme alle vorkakulierten Schnittstellen vorgefunden. Fur
C. ammoniagenes wurden Fragmente mit der Lange von 194 bp und 1300 bp erwartet, fur
C.casei DPC5298-T 155bp, 55bp und 1300bp. Die Differenzierung zwischen
C. ammoniagenes und C. casei erfolgte durch das Vorkommen des 194 bp Fragmentes
fur C. ammoniagenes. Die Stdmme C. variabile und C. mooreparkense sollten keine
Schnittstelle in dem amplifizierten Bereich fur Hindl Il haben. Fir C. flavescens wurden
Fragmente von 150 bp und 1350 bp erwartet, bei C. kutscheri DSM 20755-T von 110 bp,
340 bp und 1050 bp.

Eine Differenzierung der Spezies C.ammoniagenes DSM 20306-T und C. casel
DPC 5298-T von den restlichen Spezies war mit den Enzymen BsaHI und Aval (Abb. 30)
zu erreichen.
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Abb. 30: ARDRA von Corynebacterium spp. mit Aval (1,5% Agarosegel): Typstdmme (A): 1, 100 bp Leiter; 2,
C. amnmoniagenes DSM 20306-T; 3, CA3; 4, CA 18; 5, C. casei DPC 5298-T; 6, C. mooreparkense DPC
5310-T; 7, C. variabileT DSM 20132-T; 8, C. flavescens DSM 20296-T; 9, C. kutscheri DSM 20755-T
Getestete Késeisolate (B): 1+14, 100 bp Leiter; 2, C. ammoniagenes DSM 20306-T; 3, CA3; 4, CAS;
5, CA18; 6, 95211; 7, 95208; 8, C. variabileT DSM 20132-T; 9, 95216; 10, 95210; 11, C. flavescens
DSM 20296-T; 12, 95212; 13, C. kutscheri DSM 20755-T.

Durch eine Hydrolyse mit Aval erbrachten die Spezies C. ammoniagenes und C. casel
ein identisches 3-Fragmente-Schnittmuster. Bei den Spezies C. variabile,
C. mooreparkense und C. flavescens wurde das Ausgangsfragment nur um einige Basen
gekurzt. Eine Unterscheidung zwischen diesen drei Spezies war nicht mdglich. Die
Spezies C. kutscheri zeigte ein abweichendes Restriktionsmuster und lief3 sich von den
anderen getesteten Spezies differenzieren. Mit Aval war eine Zuordnung der Isolate CA3
(95149), CA8 (95151), CA18 (95157), 95211, 95214, 95218, 95209, 95213, 95215,
95208, 95217 und 95206 zu den Spezies C. ammoniagenes oder C. casei mdglich. Die
Isolate 95210, 95216, 95219 und 95212 konnte mit Aval den Spezies C. variabile,
C. mooreparkense oder C. flavescens zugeordnet werden.



-93- Ergebnisse

Eine Unterscheidung zwischen den Spezies C. ammoniagenes und C.casel wurde durch
die Restriktionsanalyse mit Xmnl (Abb. 31) erreicht.
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Abb. 31: 1,5% Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsansatzes von Corynebacterium spp. mit Xmnl: 1+8, 100 bp
Leiter; 2, C. ammoniagenes DSM 20306-T; 3, C. caseé DPC 5298-T; 4, C. variabile T DSM 20132-T; 5,
C. mooreparkense DPC 5310-T; 6, C. flavescens DSM 20296-T; 7, C. kutscheri DSM 20755-T.

Die in silico-Kalkulation zeigte, dass der Typstamm der Spezies C. ammoniagenes in
dem amplifizierten Bereich keine Erkennungssequenz fur das Enzym Xmnl hat. Fir die
anderen Typstdmme wurde ein einheitliches Schnittmuster vorhergesagt. Die erwarteten
Ergebnisse wurden erhalten. Durch diese Differenzierung war es moglich, die getesteten
Kaseisolate der Spezies C. casel zuzuordnen (Daten nicht gezeigt).
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Durch Restriktionsanalyse mit Haelll (Abb. 32) war eine Abgrenzung der Spezies
C. variabile und C. mooreparkense von den Spezies C. ammoniagenes, C. casel und
C. flavescens moglich.
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Abb. 32: ARDRA von Corynebacterium spp. mit Haelll (1,5% Agarosegel): 1+12, 100 bp Leiter; 2, C. amnoniagenes
DSM 20306-T; 3, CA3; 4, 95209; 5, 95217; 6, C. variabileT DSM 20132-T; 7, 955210; 8, 95216; 9,
C. flavescens DSM 20296-T; 10, 95212; 11, C. kutscheri DSM 20755-T.

Die erwdhnten Speziesgruppen zeigten untereinander ein identisches Schnittmuster was
keine weitere Differenzierung zulief3. Die Spezies C. kutscheri zeigte ein speziestypisches
Fragmentmuster welches eine Abgrenzung ermoglichte. Die erhaltenden Fragmentmuster
der Redtriktionsanalyse stimmten mit den kalkulierten Fragmenten Uberein. Fur die
Ké&seisolate 95210, 95216 und 95219 konnte mit Haelll eine Zuordnung zu den Spezies
C. variabile bzw. C. mooreparkense erfolgen. Das Késeisolat 95212 erbrachte mit den
Enzymen Aval und Haelll ein Ubereinstimmendes Restriktionsverhalten mit der Spezies
C. flavescens. Diese Ergebnisse wurden Uber partielle Sequenzierung bestétigt. Es war
nicht moglich eine Trennung zwischen den Spezies C. variabile und C. mooreparkense
zu erhalten.
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3.6 Partielle Sequenzierung

Bei den Vorversuchen zu den wunter 3.5 beschriebenen Gattungs, und
Speziesdifferenzierungen konnte fur einige Stamme eine abweichende Lange des PCR-
Produktes sowie ein anderes Restriktionsverhalten gegeniber den zugehorigen
Typstammen der Spezies gefunden werden. Eine Uberpriifung dieser Stamme erfolgte
durch partielle Sequenzierung der 16SrDNA (2.11).

Als Sequenzierungsprimer wurde der Universalprimer 68 (2.11.2) fur die Vertreter der
Gattungen Arthrobacter, Microbacterium und Saphylococcus eingesetzt. Zur
Uberpriifung der Sequenzierungsbedingungen wurden die Typstamme der Spezies
A. nicotianae und S succinus subsp. casel mit sequenziert und mit der Datenbank

verglichen. Es wurde eine sehr gute Ubereinstimmung erhalten (Daten nicht gezeigt).

Tab. 17: Partielle Sequenzierung der 16SrDNA

Isolate Partielle Sequenzierung der 16SrDNA: Vergleich

Phyl ogeneti sche Beziehung in % Seguenzierung NIZO
SBI 627602 A. nicotianae 94% (578 bp) A. rhombi
CA 12 M. gubbeenense 98% (407 bp) M. gubbeenense
CA 13 A. nicotianae 94% (391 bp) A. nicotianae
CA 14 A. nicotianae 96% (566 bp) A. nicotianae
CA 15 M. gubbeenense 92% (536 bp) M. gubbeenense
91126 S succinus subsp. casei 95% (368 bp)

Die Kéaseisolate CA12 und CA15 waren urspringlich durch partielle Sequenzierung
(NIZO) der Spezies A. nicotianae zugeordnet. Durch partielle Sequenzierung konnte
gezeigt werden, dass diese Isolate zur Spezies M. gubbeenense zuzuordnen waren
(Tab.17). Fur die Ka&seisolate CA13 und CA14 wurde eine gute
Sequenziibereinstimmung mit dem Typstamm der Spezies A. nicotianae erhalten. Bei
dem Isolat SBI 627602 handelte es sich um einen vom Kulturenhersteller bezogenen
A. globiformis Stamm. Die Sequenzierungsergebnisse zeigten, dass dieser Stamm zur
Spezies A. nicotianae zu zdhlen war. Dieses Ergebnis konnte von NIZO nicht best&tigt
werden. Das Isolat 91126 wurde Uber 1D32 Staph (BioMérieux) mit einem zweifelhaften
Profil der Spezies S xylosus / S equorum zugeordnet. Der Sequenzvergleich von SBI
627602 erbrachte eine Ubereinstimmung zum Typstamm der Spezies'S succcinus subsp.

casal.
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Bei den getesteten Stdmmen der Spezies B. linens zeigte sich bei der Restriktionsanalyse
mit Xmnl (Abb.27) eine Variabilitdt im Fragmentmuster, welche in keiner
Ubereinstimmung mit dem des Typstammes stand. Die Stamme, die ein abweichendes
Schnittmuster zeigten, wurden Uber partielle Sequenzierung im Bereich der 16S rDNA
Uberprift (Tab. 18). Sequenziert wurde der Bereich um Position 278-706 als Doppel-
strang. In diesem Bereich traten fir die Isolate Br2, Br4, Br5, Br6, Brl4, Br19, Br21 und
BC220 eine zusétzliche Restriktionsschnittstelle fur Xmnl auf. Als Einzelstrang wurde die
fehlende Redtriktionsstelle um Position 911 bel den Stdmmen Br8, Brl, Brl5 und Brl6

sequenziert.

Tab. 18: Partiell sequenzierte Bereiche der 16S rDNA der SpeziesB. linens

Isolate  Primer Partielle Sequenzierung der 16SrDNA:
Phyl ogenetische Beziehung in %
Br2 uP-278 B. linens SB 1 (AJ315491) 97% (572bp)
B. linens NCDQO739 (X 76566) 96% (567 bp)
UP-911 B. linens NCDQ739 (X 76566) 99% (522bp)
B. linens SB 1 (AJ315491) 99% (522 bp)
Rev- 706 B. linens WS 2910 (AY017081) 98% (507bp)
B. linens SB 1 (AJ315491) 97% (516 bp)
Br5 UP-278 B. linens SB 1 (AJ315491) 98% (870 bp)
B. linens NCDQO739 (X 76566) 97% (866 bp)
UP-911 B. linens NCDO739 (X 76566) 99% (528 bp)
B. linens SB 1 (AJ315491) 99% (528 bp)
Rev-706 B. linens NCDO739 (X 76566) 97% (542bp)
B. linens SB 1 (AJ315491) 96% (535 bp)
Br8 UP-278 Avrthrobacter casei SB 30 (AJ535637) 99% (519bp)
Arthrobacter casei SB 28 (AJ535636) 99% (519bp)
UP-911 Arthrobacter casei SB 30 (AJ535637) 98% (480bp)
Arthrobacter casei SB 28 (AJ535636) 98% (480bp)
Rev-706 Arthrobacter casei SB 30 (AJ535637) 97% (552bp)
Avrthrobacter casei SB 28 (AJ535636) 97% (552bp)

Die sequenzierten Bereiche der Stdmme Br2 und Br5 standen in Ubereinstimmung mit
den Stdmmen SB1 und NCDO739 der Spezies B. linens. Mit dem Typstamm B. linens
DSM 20425 konnten diese Bereiche nicht in Ubereinstimmung gebracht werden. Fir den
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Stamm Br8 ergab sich Uber den Sequenzvergleich eine Zugehdrigkeit zur Spezies

Arthrobacter casai.

3.7 Pulsfeldgelelektr ophorese (PFGE)

Zum Nachweis des Wachstums der definierten Oberflachenstarterkulturen auf
Versuchskédsen mussten die eingesetzten Stdmme im  Reifungsverlauf eindeutig
identifiziert werden konnen. Die gewdhlte Methode zur Stammdifferenzierung war
PFGE. Bei der konventionellen Gelelektrophorese konnen hochmolekulare
Nucleinsduren nicht mehr aufgetrennt werden. Um die DNA in relativ wenig grof3e
Fragmente zu schneiden, werden Restriktionsendonucleasen eingesetzt die selten
schneiden (sog. ,rare cutters*). Ob ein Enzym als ,rare cutter® geeignet ist, lasst sich
anhand des GC-Gehaltes der jeweiligen DNA abschétzen.

3.7.1 Actinomycetales

Fur die Gattungen Arthrobacter, Microbacterium, Corynebacterium und Brevibacterium
wurden zur Genotypisierung der Stdmme die sieben Enzyme Notl, Ascl, Dralll, EcoRV,
Soel, Smal und Xbal eingesetzt. Mit den getesteten Enzymen Ascl und Spel konnte fur
alle getesteten Stamme eine gute Differenzierung erhalten werden.

A B
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Abb. 33: PFGE-Muster der genomischen DNA von Arthrobacter spp. und Microbacterium spp. Stdmmen (1,1%
Agarosegel). (A) Ascl: 1, A. citreus DSM 20133-T; 2, A sulfureus DSM 20167-T; 3, A. nicotianae DSM
20123-T; 4, A nicotianae MGE 10D; 5, A. globiformis DSM 20124-T; 6, M. gubbeenense CA12; 7,
A. nicotianae CA13; 8, A. nicotianae CA14; 9, A. nicotianae CA14; 10, low range PFG-marker. (B) Spel: 1,
low range PFG-marker; 2, A. sulfureus DSM 20167-T; 3, A. citreus DSM 20133-T; 4, A. globiformis DSM
20124-T; 5, A. nicotianae DSM 20123-T; 6, A. nicotianae MGE 10D; 7, M. gubbeenense CA12; 8,
A. nicotianae CA13; 9, A. nicotianae CA14; 10, M. gubbeenense CA15.
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Die Kaseisolate CA13, CA14, sowie der kommerzielle Stamm MGE 10D zeigten bel
dem Restriktionsverdau mit Ascl ein @hnliches Fragmentmuster untereinander, welches
sich von dem des Typstammes A. nicotianae unterschied (Abb. 33A). Zur Uberpriifung
der Reproduzierbarkeit erfolgte der Verdau fur CA14 aus zwei separat angezogenen
Kulturen. Es zeigte sich, dass das Ergebnis reproduzierbar war. Der Stamm erbrachte ein
Ubereinstimmendes Fragmentmuster. Die Stamme A. citreus und A. sulfureus ergaben mit
diesem Enzym ein ahnliches, aber zu unterscheidendes Restriktionsmuster. Das
M. gubbeenense Isolat CA12 zeigte ein deutlich zu unterscheidendes Restriktionsmuster
zu den getesteten A. nicotianae Stammen. Eine Ahnlichkeit im Muster konnte mit dem
Stamm A. globiformis gezeigt werden. Mit Spel (Abb. 33B) ergaben die Stamme
A. sulfureus und A. citreus ein dhnliches Fragmentmuster. Deutlicher zu unterscheidende
Restriktionsmuster wurden fir die unterschiedlichen A. nicotianae Stdmme erhalten. Die
M. gubbeenense Stdmme CA12 und CA15 liefden sich eindeutig von allen anderen
getesteten Stdmmen unterscheiden.

Das Enzym Xbal erbrachte bei den Stdmmen der Gattung Microbacterium eine gute
Unterscheidungsmoglichkeit, welche eine bessere Differenzierung untereinander und zu
den anderen Gattungen ermoglichte.

Die Stdmme der Spezies B. linens ergaben mit Ascl stammtypische Restriktionsmuster,
welche eine Identifizierung der einzelnen Stamme ermoglichte.
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Abb. 34: PFGE-Fragmentmuster von Brevibacterium spp. mit Ascl: 1, 11, low range PFG-marker; 2, B. linens DSM
20657-T; 3, B. linens ES; 4, B. linens ATCC 9174; 5, BC220; 6, Br3; 7, Br4; 8, Br5; 9, Br8; 10, BriS;
12, B. epidermidis DSM 20660-T; 13, B. epidermidis DSM 20659; 14, B. epidermidis DSM 9586;
15, B. casei DSM 20657-T; 16, B. caseé DSM 20658; 17, B. casel DSM 9657.

Bei den kommerziell erhdltlichen B. epidermidis Stdmmen DSM 20660-T und
DSM 20659 ergab sich ein identisches stammspezifisches Restriktionsmuster (Abb. 34).
Der Stamm B. epidermidis DSM 9586 erbrachte ein charakteristisches Fragmentmuster
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welches eine eindeutige Identifizierung erméglichte. Auch die Stdmme B. casei DSM
20657-T und B.casei DSM 20658 zeigten ein identisches Fragmentmuster. Fur den
Stamm B. epidermidis DSM 9586 lief3 sich ein eindeutig zuzuordnendes Fragmentmuster
erhalten.
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Abb. 35: PFGE-Fragmentmuster der gesamten genomischen DNA von B. linens Stémmen (1,1% Agarosegel): 1,
low range PFG-marker; Ascl: 2, B. linens Sr3 10D; 3, B. linens DSM 20657-T; 4, B. linens ATCC 9174;
5, Br3; 6, Br.18; Spel: 7, B. linens DSM 20657-T; 8, B. linens ATCC 9174; 9, Br3; 10, Br18.

Mit dem Enzym Ascl ergab der Typstamm B.linens ein stark abweichendes
Fragmentmuster zu den anderen getesteten B. linens Stammen. Die Stamme Br3 und
Bri8 zeigten mit Ascl eine hohe Ubereinstimmung im Fragmentmuster, nur im Bereich
zwischen 97,0 und 145,5 kb zeigten sich Unterschiede. Alle anderen Bereiche standen in
Ubereinstimmung. Zur Uberpriifung wurden die Stamme mit dem Enzym Spel verdatt.
Mit diesem Enzym trat eine Ahnlichkeit im Fragmentmuster zwischen B. linens DSM
20657-T und den Isolaten Br3 und Br18 auf. Die Stamme Br3 und Brl8 zeigten mit
diesem Enzym in allen Bereichen ein tbereinstimmendes Fragmentmuster (Abb. 35).



- 100 - Ergebnisse

194.0
145.5

97.0
48.5

231

242
5.55

Abb. 36: 1,1% Agarosegel von Corynebacterium spp. mit Ascl: 1, low range PFG-marker; 2, C. variabile
MD 025.0165; 3, C. variabile DSM 20132-T; 4, C. flavescens DSM 20296-T; 5, C. ammoniagenes
DSM 20306-T; 6, CA3; 7, CAS8; 8, CA18.

Wie bei den anderen Gattungen war auch bei den Corynebakterien eine
Stammdifferenzierung mit dem Enzym Ascl moglich (Abb. 36). Es konnte jeder Stamm
einzeln angesprochen werden, ohne dass eine grolRe Ahnlichkeit zwischen den einzelnen
Stdmmen auftrat.

3.7.2 Staphylokokken

Zur Genotypisierung der Staphylococcen spp. wurden die Enzyme Smal, Sacl, Ascl und
Xbal eingesetzt. Mit dem ,rare cutter* Ascl wurde fur alle getesteten Stdmme der Gattung
Staphylococcus spp. ein Restriktionsmuster der Gesamt-Chromosomalen DNA erhalten,
welches nur zwei bis funf Fragmente aufwies und eine Typisierung der Stdmme nicht
ermdglichte.

Das Redtriktionsenzym Smal zeigte fur alle getesteten Stdmme ein gutes Schnittverhalten.
Es konnte eine sehr gute Trennung zwischen den einzelnen Stdmmen erzielt werden.
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Abb. 37: Genotypisierung von Staphylococcus spp. mit Smal (1,1% Agarosegel): 1, low range PFG-marker; 2, S sciuri
subsp. lentus DSM 20352-T; 3, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T; 4, S xylosus DSM 20266-T;
5, S Koosii DSM 20676-T; 6, S equorum DSM 20674-T; 7, S equorum DSM 20675; 8, S equorum Staph 3.

Die getesteten Typstdmme der unterschiedlichen Spezies zeigten mit Smal ein sehr gut zu
unterscheidendes Fragmentmuster der gesamten DNA, was eine eindeutige Ansprache
der einzelnen Stamme ermoglichte.

Fur die Versuchskaseproduktion sollten die eingesetzten Stdmme der Spezies S equorum
sicher identifiziert werden. Es wurden die Uber ARDRA getesteten Stdmme fur die
Genotypisierung eingesetzt. Mit dem Enzym Smal konnte bei der Spezies eine eindeutige
Stammdifferenzierung durchgefiihrt werden. Die K&seisolate Staph2 und Staph5 ergaben
ein identisches Restriktionsschnittmuster mit Smal. Zur Kontrolle erfolgte eine
Wiederholung des Versuches. In Abb. 37 wurden die Kaseisolate Staph3, Staph2 und
Staph5 zur besseren Uberpriifung nebeneinander aufgetragen. Zusétzlich zum Smal
Verdau erfolgte ein Verdau mit Sacl und Ascl (Daten nicht gezeigt). Mit allen drei
Enzymen ergaben die Ké&seisolate Staph2 und Staph5 ein Ubereinstimmendes
Fragmentmuster. Es handelt sich bei diesen beiden Isolaten um den selben Stamm.

Die Genotypisierung wurde auch fir die Spezies S sciuri subsp. sciuri, S sciuri
subsp. lentus und der lebensmittelunerwiinschte Spezies S. saprophyticus durchgefihrt.
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Abb. 38: PFGE-Muster der genomischen DNA von Saphylococcus spp. (A) Typstémme und Isolate mit Smal: 1, low
range PFG-marker; 2, S sciuri subsp. sciuri DSM 20345-T; 3, S sciuri isolate Staph 4; 4, S sciuri subsp.
lentus DSM 20352-T; 5, S lentus DSM 6672. (B) S saprophyticus Stdmme mit Smal: 1, low range PFG-
marker; 2, S saprophyticus subsp. saprophyticus DSM 20229-T; 3, S saprophyticus 91175; 4, 91176;
5, 91105; 6, Staph9; 7, 91125.

Ein Vergleich der Stamme S sciuri subsp. sciuri mit dem Isolat Staph4 zeigte eine gute
Trennung zwischen diesen beiden Stammen. Das gleiche konnte auch fur die beiden
Stamme der Spezies S. lentus (DSM 20352-T, DSM 6672) gezeigt werden (Abb. 38A).
Bei den getesteten Stdmmen der Spezies S. saprophyticus (Abb. 38B) konnte mit dem
Enzym Smal eine Ahnlichkeit der Restriktionsmuster erkannt werden. Die Isolate 91175
und Staph9 erbrachten ein identisches Fragmentmuster. Fir die anderen Stamme wurde
ein zur Unterscheidung geeignetes Fragmentmuster erhalten.

3.7.3 Uberpriifung definierter Oberflachenstarterkulturen

Im Reifungsverlauf erfolgte eine Uberpriifung der zur Reifung eingesetzten Stamme. Es
sollte kontrolliert werden, ob die verwendeten Stdmme sich auf der Ké&seoberflache
etablieren konnen oder durch eine natlrlich vorhandene Begleitflora unterdriickt werden.
Nach 2, 4 und 8 Wochen erfolgte eine Isolierung unterschiedlicher Kolonien welche auf
ihre Stammzugehdrigkeit hin untersucht wurden.

Als Starterkulturen wurden die Stdmme, welche unter 3.4.1 genannt wurden, eingesetzt.
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Abb. 39: Restriktionsanalyse der gesamt chromosomalen DNA mit Ascl (1.1% Agarosegel). (A): PFGE Auftrennung
der eingesetzten Kulturstdmme. 1, M. gubbeenense (CA12); 2, S. equorum (Staph2); 3, B. linens (047-0399);
4, B. linens (Br5); 5, C.casei (CA3); 6, C. variabile (MD 025.0165); 7, low range PFG-marker.
(B): Bestimmung der Oberfléchenisolate Uber. 1+4+8, CA12; 2+5, Br5; 3+10, C. variabile; 6+9, B. casei;
7, n.n.

Zum besseren Vergleich erfolgte ein Parallelverdau der eingesetzten Starterstamme
(Abb. 39A). Zur Uberpriifung der Stamme wurde das Enzym Ascl verwendet. Fir
Charge 3 und 4 (3.4.1) wurden insgesamt 20 Oberflachenisolate getestet (gezeigt zehn
Isolate, Abb. 39B). Die sechs gelb-pigmentierten Stdmme konnten als M. gubbeenense
CA12 identifiziert werden. Bei den neun orangepigmentierten Stdmmen wurden zwei
aufgrund der Zellmorphologie der Gattung Saphylococcus zugeordnet. Bei den
verbleibenden konnten vier Stdmme als B. linens Br5 und drei Stémme B. linens BC220
identifiziert werden. Von den funf cremefarbenen Isolaten konnten drei als C. variabile
MD 025.0165 und einer als C. casei CA3 angesprochen werden.

Ein cremefarbenes Corynebacterium lief? sich nicht zuordnen. Es handelte sich dabei um
einen Fremdkeim aus der natiirlich vorhandenen Begleitflora.

Aus dem Versuchsansatz Charge 3a und 6 wurden insgesamt 51 Isolate getestet. ES
wurden 20 orangepigmentierte, acht gelbpigmentierte und 23 cremefarbene |solate
Uberprift. Durch die Zellmorphologie konnte bei den orangefarbenen sechs und bei den
cremefarbenen flunf Staphylokokkenisolate unterschieden werden. Von den 14 orangen
Stammen war einer B. linens (BC220), die restlichen Stdmme zeigten ein identisches
Restriktionsmuster zum eingesetzten B. linens Br5. Alle getesteten gelben Isolate zeigten
eine Ubereinstimmung zu Stamm CA12. Die 18 cremefarbenen Stamme teilten sich in
zehn Stammen C. variabile MD 025.0165 und acht Stémme C. casel CA3 auf.
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Die Uberpriifung der Staphylokokken Isolate der Charge3 und 4 erfolgte in einem
separaten Ansatz mit einem geeigneten ,rare cutter”.
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Abb. 40: PFGE-Restriktionsanalyse von S. equorum Isolate aus Charge 3 und 4 mit Smal (1,1% Agarosegel). 1, low
range PFG-marker; 2, Staph2; 3, Késeisolat Charge 3; 4, Késeisolat Charge 4.

Die Typisierung zeigte, dass es sich bei den Isolaten um unterschiedliche Stdmme
handelte. Der eingesetzte Starterstamm (Staph?2) zeigt eine zusétzliche Bande im Bereich
zwischen 145,5 und 194,0 kb. Diese Bande fehlt bei den vom Kése isolierten Stammen.
Das Késeisolat von Charge 3 zeigte eine zusétzliche Bande im Fragmentbereich um
97,0 kb. Die grofte Ubereinstimmung zu dem eingesetzten Starterstamm zeigte das I solat
aus Charge 4 (Abb. 40). Die Uberprifungen dieser Isolate durch ARDRA zeigte die
Zugehorigkeit zur Spezies S equorum.

In Charge 3awurde nur der Stamm S equorum (Staph?2) eingesetzt. Fir Charge 6 erfolgte
eine zusatzliche Zugabe von S sciuri (Staphd4).
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Abb. 41: PFGE Restriktionsanal yse der eingesetzten Spezies S equorum (Steph2) und S sciuri (Staph4) aus Charge 3a
und 6 mit Smal (1.1% Agarosegel). 1-3 Kontrollstdmme:1, Staph2; 2, Staph4; 3, eingesetztes Lyophilisat
Staph2; 4+7+8, Isolate Staph2; 5+6+9+10, Isolate Staph4.

Das Restriktionsmuster des Kulturstammes S equorum (Staph2) ist nicht mit dem
lyophylisierten Staph2, welcher fur die K&sungsversuche eingesetzt wurde identisch
(Abb. 41). Neben dem Stamm S equorum Staph2 aus der Stammsammlung wurde auch
die eingesetzten gefriergetrocknete Praparation mittels PFGE analysiert. Dabei zeigte
sich, dass das Restriktionsmuster der isolierten S. equorum Stdmme mit dem eingesetzten
Lyophilisat Gbereinstimmte. Die Stammidentifizierung zeigte, dass sich der lyophilisierte
Staph2 auf der Kaseoberflache etablieren konnte. Der zusétzlich eingesetzte Kulturstamm
Staph4 zeigte ein gut zu unterscheidendes Fragmentmuster zum Stamm S equorum
Staph2. Alle getesteten Staphylokokken konnten einem der Kulturstdmme zugeordnet
werden. Es wurden keine Fremdkeime auf der Oberflache nachgewiesen.
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4 DISKUSSION

4.1 Hefen

Die milchwirtschaftliche Bedeutung der Hefen ist recht unterschiedlich. Sie reicht von
technologisch erwinscht, wie bei der Kefirkultur, bis zu gefiirchtet, als Erzeuger von
Bombagen in Quarkbechern. Bei der Reifung von Rotschmierekdsen sind Hefen als
technologisch erwiinschte Keimflora anzusehen. Die Entwicklung der bakteriellen
Schmiere steht in einer engen Abhangigkeit zur Etablierung einer Hefeflora auf der
Késeoberflache zu Beginn der Reifung (Bockelmann, 2003; EliskasesLechner u.
Ginzinger, 1995b; Leclercg-Perlat et al., 1999; Petersen et al., 2002).

Hefen zahlen zu den salz- und sduretoleranten Organismen. Sie besitzen die Fahigkeit,
einen pH-Wert von pH <5,0, und eine Salzkonzentration von 20-40 g/l zu tolerieren
(Leclercg-Perlat et al., 1999, Martin et a., 2001; Petersen et al., 2002). Dieses ermdglicht
es den Hefen, auch extreme Habitate wie das Salzbad, zu besiedeln. Es wurden Zellzahlen
von ca. 10° KbE/ml dokumentiert (Bockelmann et al., 1997a, 2000; Petersen et al., 2002).
Durch ihre Fahigkeiten, Laktat zu assimilieren, und alkalische Stoffwechselprodukte
freizusetzen, kommt es bei der Reifung zu einer Entsduerung der Késeoberflache
(Bockelmann u. Hoppe-Seyler, 2001; Brennanet al., 2002; Busse, 1989; Eliskases-Lechner
und Ginzinger, 1995b; Keller und Puhan, 1985; Mayr, 1990; Sauter, 1986). Diese
Alkalisierung der Késeoberflache ist fur die Entwicklung einer Rotschmiereflora von
entscheidender Bedeutung (Busse, 1989; Rattray und Fox, 1999; Seiler u Busse, 1990), da
bis auf Staphylokokken die Rotschmierebakterien (Brevibacterium linens , Arthrobacter
spp, Corynebacterium spp.) erst bei pH-Werten um pH 6,0 wachsen kénnen. Die Hefeflora
erreicht in der Regel innerhalb der ersten zwei Wochen der Reifung ihre maximalen
Keimzahlen. Diese liegen zwischen 10" bis 10° KbE/cm? auf der K &seoberflache (Accolas
et a., 1978; Bockelmann et al., 2002; Grand, 1992; Keller und Puhan, 1985; Piton-
Malleret und Gorrier, 1992). Eine verzogerte Entsduerung verhindert das Anwachsen von
Rotschmierebakterien, verzogert die Reifung, und fuhrt im allgemeinen zu einer starken
Kontamination vor alem mit Schimmelpilzen wie Penicillium commune (Busse, 1989;
Sauter, 1986).

Da die Hefen zumeist aus der jeweiligen Hausflora stammen, die Kontamination also auf
natlrlichem Wege erfolgt, kann die Kombination der gefundenen Arten von K&se zu Kése
variieren, was auch die Ergebnisse der Analyse der handelstiblichen Rotschmierekése
wiedergeben. In der Literatur wurde bereits Uber die Divergenzen der Hefeflora
unterschiedlicher Késesorten berichtet (Berger et a., 1999; Engel und Roesch, 1995;
Jollivet et al., 1994; Marcellino et a., 2001; Martin et al., 2001; Petersen et al., 2002).
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Unter den Hefen, die in den K&sereien angetroffen werden, dominiert bel Schnittkése
(Tilsiter) Debaryomyces hansenii auf der Kaseoberflache, obwohl das Salzbad, welches als
wichtigste Kontaminationsguelle fir Hefen angesehen wird (Seiler und Busse, 1990), oft
eine Vielzahl verschiedener Hefegattungen enthélt (Eliskases-Lechner und Ginzinger,
1995hb). Nach Leclercg-Perlat et al. (1999) wird die Anreicherung auf der Kaseoberflache
zusétzlich durch Kulturzugabe zum Schmierwasser, als auch durch das ,Alt-Jung-
Schmierverfahren* beglinstigt. Fur Weichkése stellte neben D. hansenii die auch als
Milchschimmel bezeichnete Hefe Geotrichum candidum den Hefeanteil. Bei
Sauermilchkdse hingegen sind die dominanten Hefen Candida krusei und
Kluyveromyces marxianus (Bockelmann et al., 2002; Engel und Roesch, 1995).

In frGheren Untersuchungen erfolgte ein Vergleich der Alkalisierungseigenschaften
kommerziell erhdltlicher D. hansenii Kulturen gegen Isolate aus Rohmilch und
Milchprodukten. Es zeigte sich, dass diese Isolate deutlich bessere Entsduerungs
eigenschaften als die handelstiblichen Kulturen aufwiesen. Weitere Studien von Wyder
und Puhan (1999) wie auch von Petersen et al. (2002) belegten, dass nicht alle Stdmme der
Spezies D. hansenii die Fahigkeiten besitzen, in Milch einen adéguaten Stoffwechsel
durchzufiihren. Diese Ergebnisse lief3en sich auf die Stamme der Spezies Geotrichum spp.,
Candida spp. und Kluyveromyces spp. Ubertragen. Auch hier waren die Fahigkeiten zur
Alkalisierung des Milchmediums bei den getesteten Isolaten sehr unterschiedlich
ausgepragt und von der Temperatur abhangig. Bel den getesteten Stammen zeigte sich bei
einer Erhohung der Temperatur um 3°C, von 21 auf 25°C, eine deutliche Verkirzung der
lag-Phase von einem Tag auf wenige Stunden. Untersuchungen von Bonaiti et al. (2004)
belegen die Abhangigkeit der Stoffwechselleistungen der Hefen von Temperatur und
Luftfeuchtigkeit.

Fur die weiteren Kasungsversuche wurden nur Stdmme eingesetzt, welche bel den
vorgegebenen Reifungstemperaturen gute Alkalisierungseigenschaften zeigten. Zusétzlich
wurde bei den verwendeten Hefen auf die optischen und sensorischen Eigenschaften
geachtet, welche der jeweiligen Késesorte entsprechen sollte. Wie auch bei D. hansenii
entstammten diese Staémme der Milch bzw. Produkten aus Milch.

Bei den Versuchen mit Schnittkédse zeigte sich eine schnelle Entsduerung der
Ké&seoberflache. Innerhalb von 6 Tagen wurde ein pH-Wert von tber 7,0 erreicht. Diese
Entsauerung ist vergleichbar mit den Ergebnissen beim ,, Alt-Jung-Schmieren® (Eliskases-
Lechner, 1993). Obwohl niedrigere Zellzahlen in der Arbeitsschmiere gegentiber dem
»Alt-Jung-Schmieren® eingesetzt worden waren, wurde eine vergleichbar schnellere
Entsauerung der Kéaseoberfldche beobachtet. Ebenso zeigten die verwendeten |solate fur
Weich- und Sauermilchk&se eine gute und schnelle Entséauerung. Der pH-Wert-Verlauf
war mit dem von alt- jung geschmierten Késen vergleichbar.
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4.2 Einflusse auf die Kasereifung

Wird von der Einflussnahme auf die Késereifung gesprochen, steht im allgemeinen die
Kéasepflege im Mittelpunkt. Die Einflussnahme auf die Reifung beginnt jedoch bereits mit
dem ersten Produktionsschritt. So kann bereits die verwendete Kasereimilch mit
entscheidend fir das Endprodukt sein (Wessinger, 1981). Qualitdtsméangel der Milch,
sowohl sensorische wie der Geruch und Geschmack als auch eine hohe mikrobielle
Belastung der Milch kann sich negativ auswirken.

Nicht nur die Qualitét der Kesselmilch ist entscheidend fur die Reifung, sondern auch die
allgemeinen Reifungsbedingungen wie Art und Haufigkeit der Kasepflege, Temperatur,
Luftfeuchtigkeit, Stromungsverlauf der Luft im Reifungsraum, Luftqualitét, Belegung der
Reifungsraume, als auch der Standort der Reifungsraume (Philipp, 1993), die Oberflache
der Kése und der Salzgehalt der K&sematrix (Keller und Puhan, 1985; Mayr, 1990). Die
Bedeutung des Salzes bei der Reifung ist recht vielfaltig. Wahrend friiher der Kése fast
ausschliefdlich von Hand gesalzen wurde, wird heute wegen der Arbeitsersparnis fast nur
noch im Salzbad gesalzen. Das Salzbad entzieht dem Kéase Molke und die darin enthaltene
Laktose. So wird einerseits die Rindenbildung gefordert, as auch eine Entsauerung des
Ké&ses erreicht. Die Dauer der Salzbehandlung variiert je nach Késesorte zwischen weniger
als einer Stunde bei Weichkase, und mehreren Tagen bei Hartkase (Wessinger, 1981).
Zusétzlich wirkt das Salz regulierend und selektierend auf die Bakterienflora, lenkt somit
die Reifung, und ist wichtig fr die Haltbarkeit der Kése.

Durch den permanenten Gebrauch der Salzbader kommt es zu einer Anreicherung von
Kéasepartikeln und Molke in der Salzlake. Dieses erfordert eine regelméal3ige Reinigung. In
der Regel erfolgt eine teilweise Neutralisation der Salzlake. Eine vollstandige
Neutralisation, oder gar ein Neuansatz, wird weitestgehend umgangen. Da infolge solcher
Malinahmen es des oOfteren zu Problemen bei der nachfolgenden Reifung kommt.
Besonders empfindlich zeigt sich die Mikroflora von oberflachengereiften Kasen
gegeniber derartigen Mal3nahmen. Ein haufig dokumentiertes Problem ist das Auftreten
von Schimmel zu Beginn der Reifung (Busse, 1989; Sauter, 1986). Inwieweit ein direkter
Zusammenhang zwischen Salzbadpflege und auftretenden Reifungsstérungen besteht,
wurde bisher noch nicht untersucht. Zur Kl&rung wurden Labork&sungen durchgefihrt.

Bei den durchgefiihrten Versuchen im Labormal3stab erfolgte zum einen die Salzung der
Versuchskése in einem sterilen Salzbad, welches den Bedingungen nach einer
vollstdndigen Neutralisation bzw. einem Neu - Ansatz vergleichbar ist. In einer Parallel-
charge wurden die Kase in einem Salzbad, welches mit 10° KbE/ ml D. hansenii und
10" KbE/ ml S. equorum angeimpft worden war, gesalzen. In den Arbeiten von Seiler und
Busse (1990) und Eliskases-Lechner (1995b) wurde das Salzbad bereits als eine wichtige
Anreicherungsquelle fur Hefen beschrieben. So konnte Eliskases-Lechner und Ginzinger,
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(1995b) aus osterreichischen Salzbadern 14 unterschiedliche Hefen isolieren. Unabhéngig
von der Hefemischflora im Salzbad etabliert sich auf der Oberflache von Schnittkase
hauptséchlich die Gattung D. hansenii (Hoppe-Seyler, 1998; Petersen et al., 2002). In
Untersuchungen an der Bundesanstalt fur Milchforschung, Kiel, konnte zusdtzlich der
Nachweis Uber Koagulase negative Staphylokokken im Salzbad erbracht werden
(Bockelmann und Hoppe-Seyler; 2001). Andere Autoren bestdtigen das Vorkommen von
Staphylokokken als natlrliche Hausflora in den Ké&sereien (Burri, 1999; Place et al., 2002,
2003). Als eine Anreicherungsquelle fur Listerien wurde das Salzbad noch nie
beschrieben. Die Listeriaa Keimzahlen in Salzbadern sind sehr gering, nach Asperger und
Heistinger (1998) gelingt der Nachweis oftmals erst beim Ansatiz von 100 ml
Salzbadlbsung.

Der Kése der Charge 1, welcher im sterilen Salzbad gesalzen wurde, und keiner weiteren
Oberflachenbehandlung unterzogen worden war, zeigte bereits in den ersten Reifungstagen
Schimmelbefall. Innerhalb von zwei Wochen tberzog ein einheitlicher Schimmelrasen den
gesamten Kéase. Obgleich keine Mikroorganismen im Salzbad enthalten waren, konnten
von der Oberflache Hefen, Staphylococcus spp. und beigefarbene coryneforme Bakterien
isoliert werden. Die Hefe-Konzentration lag mit 10° KbE/ cm? in einem Bereich, welcher
fur Rotschmierekase in den ersten zwei Reifungswochen typisch ist (Grand, 1992; Piton-
Malleret und Gorrier, 1992). Dennoch erfolgte keine Alkalisierung der K&seoberfl&che.
Dieses lasst sich durch die Studien von Leclercg-Perlat et a. (1999) und Martin et al.
(2001) erkléaren. Leclercg- Perlat et al. (1999) untersuchte unterschiedliche Isolate der
Spezies D. hansenii aus Milch bzw. Milchprodukten auf ihre Stoffwechselleistungen. Er
konnte in seinen Untersuchungen zeigen, dass nicht alle Stamme dieser Spezies tiber einen
alkalisierenden Stoffwechsel verfugen. Weitere Untersuchungen von unterschiedlichen
Hefegattungen aus dem milchwirtschaftlichen Bereich zeigten das gleiche Ergebnis
(Martin et al., 2001; Petersen, 2002).

Bel der vorgefundenen bakteriellen Mikroflora dominierten beigefarbene, coryneforme
Bakterien. Zusétzlich zur beigefarbenen Flora konnten Staphylokokken der Spezies
S saprophyticus, S xylosus, sowie der von Place et a. (2002) beschriebenen
S succinus subsp. casel und Microbacterium spp. isoliert werden. Chapman und Sharpe
(1989) beschrieben als natirliche Quelle der Keime von Ké&sen hitzebestandige
Mikroorganismen, die die Pasteurisierung Uberlebt haben. Nachtraglich eingebrachte
Kontaminanten stammen aus Milchleitungen, Wannen und Gebrauchsgegenstanden zur
Herstellung von Ké&sen, sowie Luft, Waschwasser und dem Fachpersonal. Da alle
Gebrauchsgegenstande bei den Versuchskasungen desinfiziert, bzw. sterile Losungen zur
Behandlung der Ké&se eingesetzt wurden, bleibt nur noch die Anreicherung von
Luftkontaminanten bzw. hitzebestandiger Mikroorganismen aus der Milch zu nennen.
Chapman und Sharpe (1989) erwdhnten in diesem Zusammenhang einige Corynebakterien,
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Staphylokokken, Enterokokken und Sporen von Bazillen und Clostridien. Es ist daher
davon auszugehen, dass es sich bei dieser Flora um aus der Milch stammende
Kontaminanten handelte.

Die Salzung der Versuchscharge 2 erfolgte in einem Salzbad mit darin enthaltenen
D. hansenii und S equorum. Bei der nachfolgenden zweiwdchigen Reifung konnte auch
ohne eine Oberflachenbehandlung eine fast vollstdndige Hemmung des Wachstums von
Schimmelpilzen beobachtet werden. Welche Schutzfunktion die Salzbadflora tGbernahm
wurde besonders deutlich, dass die Reifung beider Chargen in der gleichen
Glasreifungskammer erfolgte. Die Sporenbelastung lag somit deutlich hdher als in einem
»hormalen” Reifungsraum. Aufgrund der nicht durchgeftihrten Oberflachenbehandlung mit
Kultur bestand die bakterielle Oberflachenflora hauptséchlich aus S equorum. Im
Gegensatz zur Charge 1 konnten sich keine Fremdkontaminanten bzw. hitzeresistente
Keime auf der Oberflache durchsetzen. Die Salzbadflora bietet somit zu Beginn der
Reifung einen effektiven Schutz gegen unerwiinschte Fremdkontaminationen.

Fur beide Versuchschargen zeigte sich ein einheitlich niedriger pH-Wert Verlauf. Obwohl
fur die Beimpfung des Salzbades eine Hefe mit guten Alkalisierungseigenschaften
ausgewahlt wurde. Innerhalb des ersten Reifungstages zeigte dieser Kase einen deutlich
besseren pH-Wert—Anstieg als der Vergleichskase aus dem sterilen Salzbad. Die
Bedeutung der Hefen fur die Entsuerung der Késeoberflache als Voraussetzung fur die
Entwicklung der bakteriellen Rotschmiereflora wurde bereits des ofteren beschrieben
(Busse, 1989; Eliskases- Lechner und Ginzinger, 1995b; Keller und Puhan, 1985; Petersen
et a., 2002; Mayr, 1990; Reps, 1993; Sauter, 1986). Dass die Entsduerung nicht weiter
fortschritt, ist dadurch zu erkléren, dass Staphylokokken organische Sauren bilden (Lenoir,
1984; Massa und Tutura, 1989) und somit der Entsduerung entgegenwirken. Diese
Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass es sich bei der Entsduerung um ein
Zusammenspiel zwischen Hefen und den aufgebrachten Rotschmierebakterien handeln
konnte. Hoppe-Seyler (1998) zeigte in seinen Untersuchungen, dass die Entsauerung in
Milchflussigkulturen sowohl von Brevibacterium linens als auch von coryneformen
Bakterien beeinflusst wurde. Oelsner (1983) konnte ebenfalls bei einigen coryneformen
Bakterien entsduernde Eigenschaften nachweisen. Die Alkalisierung durch B. linens schien
mal3geblich durch die Freisetzung von Ammoniak (Geruch), oder biogener Amine
verursacht zu werden (Hosono und Tokita, 1969; Tokitaet et a., 1966).

In weiteren Versuchen wurden Kéase aus sterilen und beimpften Salzbadern mit definierten
Starterkulturen geschmiert, wobel die Arbeitsschmiere fir die Kése der Charge 2a, aus
dem beimpften Salzbad, die Stdmme S equorum und D. hansenii nicht enthielt. Diese
waren bereits dem Salzbad zugegeben worden. Bei den Késen der Charge 1a wurden alle
Stdmme nach dem sterilen Salzbad auf den Kése aufgebracht. Durch die Dokumentation
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des pH-Werte Verlaufes in der ersten Reifungswoche konnte innerhalb der ersten drei
Reifungstage ein Unterschied bei der Entsduerung der Oberflache beobachtet werden. Bei
der Versuchscharge aus dem beimpften Salzbad setzte die Entsduerung ohne Verzégerung
ein. Im Vergleich dazu konnte in der Parallelcharge aus dem sterilen Salzbad eine
verzogerte Entsduerung beobachtet werden. Hier zeigte sich deutlich der
Adaptionsvorsprung der Hefen aus dem Salzbad, welcher zu einem unverziglichen
Anstieg des pH-Wertes fuhrte. Der Adaptionsvorsprung wurde in der Parallelcharge nach
drei Tagen aufgeholt, nach vier Tagen konnte bel beiden Versuchschargen ein pH-Wert
von Uber 6,0 gemessen werden. Eine Analyse der Oberflachenflora ergab, dass die
Hefekeimzahlen bel der Charge 1a um eine 10er Potenz hoher lag as in der
Vergleichscharge. Dieses bestétigt Ergebnisse aus friiheren Untersuchungen, bel denen die
Erhéhung der Hefekonzentration um Faktor 10°, von 1x 10" auf 1x 10" KbE/ml, nicht zu
einer beschleunigten Entsduerung der Kaseoberfléche beitrugen (Hoppe-Seyler, 1998).
Auch Eliskases-Lechner und Ginzinger (1995b) sowie Piton-Malleret und Gorrier (1992)
konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem pH-Anstieg der
K&seoberflache und den Hefekeimzahlen beobachten.

Die Schmiereentwicklung setzte fir beide Kase innerhalb der ersten Reifungswoche ein.
Bei beiden Versuchschargen tberzog sie gleichméldig die gesamte Oberflache. Wahrend
des gesamten Reifungsverlaufes kam es zu keiner Kontamination mit Fremdkeimen oder
Schimmel. Es konnte im Labormalistab gezeigt werden, dass durch Aufbringen einer
definierten Starterkultur eine optimale Reifung ohne Reifungsstérungen erfolgen kann,
selbst wenn die Voraussetzungen weniger optimal sind.

Die Salzbadflora ist nicht nur bei Schnittkase von Bedeutung, sondern auch bel Weichkase.
Trotz einer deutlich kirzeren Verweildauer von weniger als einer Stunde konnte sich die
Salzbadflora in den Versuchskasungen auf der Oberflache etablieren und sich tber den
gesamten Reifungsverlauf behaupten. Es ist davon auszugehen, dass die Mikroorganismen
in einer deutlich aktiveren Phase sind, da die Salzbadtemperatur bei Weichkase um die
20°C liegt, somit dem Temperaturoptimum der Mikroorganismen deutlich ngher kommt
als 14°C bei Schnittkése.

Bel Weichk&sen war im Gegensatz zum Schnittkadse kein Unterschied in der Entsduerung
zwischen geschmierten und nicht geschmierten Kontrollkéasen festzustellen. Eine mogliche
Erklarung dafur kdnnte die Gegenwart der Hefe Geotrichum candidum sein. Welche
zusétzlich zu D. hansenii einen alkalisierenden Stoffwechsel aufweist.
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4.3 Reifungskulturen fur Rotschmierekase

Fur die Reifung von Rotschmierekése stehen den Kasereien Reinkulturen der Stamme
Brevibacterium linens und Debaryomyces hansenii zur Verfigung, welche dem
Schmierwasser zugesetzt werden konnen. Diese Stdmme werden als universal
Reifungskultur fur alle Rotschmierekase angeboten, ungeachtet der sortenspezifischen
Eigenschaften von Tilsiter, Limburger oder Harzer. In friheren Versuchen mit immer
wieder frisch aus Reinkulturen hergestelltem Schmierwasser konnte gezeigt werden, dass
der Einsatz der kommerziell erhéltlichen Kulturstdmme dem traditionellen Verfahren des
»at-jung-schmierens® deutlich unterlegen ist (Hoppe-Seyler, 1998; Philipp, 1993). Zur
Sicherstellung eines guten Reifungsverlaufes sind die Kasereien noch immer auf das
traditionelle Verfahren des , Alt-Jung-Schmierens* angewiesen. Dieses Verfahren sichert
nicht nur, dass ausreichend hohe Keimzahlen der notwendigen Rotschmierebakterien von
einer Charge zur nachsten Ubertragen werden, sondern ermdglicht auch die Verbreitung
von unerwinschten Fremdkeimen in einer K&serel. Besonders das Auftreten von Listeria
monocytogenes stellt hier ein immer wieder auftretendes Problem bel Rotschmierekése dar
(Breer, 1986, Maoz et al., 2003; VDM, 19993, 1999b).

Als typisches Bakterium der Rotschmiere gilt Brevibacterium linens. Das Wachstum
dieses Bakteriums auf der Késeoberflache wird als notwendige Voraussetzung fur die
Entwicklung der charakteristischen Farbe, Aroma, Geschmack und Textur von
Rotschmierekdsen angesehen (Burri, 1999; Dias und Weimer, 1998; El-Erian, 1969;
Rattray und Fox, 1999). Genauere Studien der bakteriellen Oberfl&chenflora ergaben
hingegen eine komplexe Zusammensetzung unterschiedlicher Mikroorganismen.
Hauptsachlich  konnten Stdmme der Gattungen Arthrobacter, Brevibacterium,
Corynebacterium, Enterococcus, Staphylococcus und Microbacterium isoliert werden
(Bockelmann et al., 1997a, 2000, 2002; Brennan et a., 2002; Carnio et al., 1999; Hoppe
Seyler, 1998). Zusétzlich beschrieb Carnio et al. (1999) das Vorkommen von Stdmmen der
Gattung Micrococcus auf deutschen und franzdsischen Rotschmierekése

In weiterfihrenden Studien konnte gezeigt werden, dass Stdmme der Spezies Arthrobacter,
Corynebacterium, Saphylococcus und Microbacterium dhnliche Stoffwechselleistungen
erbringen wie B. linens, und ebenfalls Anteil an der Aroma und Texturbildung nehmen
(Bonnarme et al., 2000; Dias und Weimer, 1998; Massa und Tutura,1989; Smacchi et al.,
19993, b). Im Gegensatz zu den Arbeiten von El-Erian (1969) sowie Rattray und Fox
(1999), zur Farbentwicklung oberflachengereifter Kése, konnte von Hoppe-Seyler (1998)
und Bockelmann et al. (1997b) gezeigt werden, dass das typische Rotschmierebakterium
B.linens eher eine untergeordnete Rolle einnimmt. Als fur die Farbentwicklung
entscheidenden  Mikroorganismen wurden gelbpigmentierte  Arthrobacter  spp./
Microbacterium spp. as auch beigefarbene Corynebakterien beschrieben (Bockelmann et
al., 1997a; Hoppe-Seyler, 1998). Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte noch kein direkter
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Einfluss von Staphylokokken auf die Farbentwicklung beobachtet werden. Die
Oberflachenanalysen verschiedener europaischer Rotschmierekése zeigte, dass sich der
Anteil der Staphylokokken an der bakteriellen Rotschmiereflora zwischen 0,1 und 5%
bewegt (Hoppe-Seyler, 2000; Irlinger, 1997). Ihr Anteil an der Oberflachenflora ist somit
gering, jedoch auf allen K&sen vorzufinden. Eine Analyse dieser Flora erbrachte, dass
Uberwiegend die Spezies S. equorum, S. xylosus, S vitulus und S. succinus subsp. casel
isoliert worden waren (Brennan et al., 2002; Hoppe-Seyler, 2000; Place et al., 2003).

Die beschriebene Komplexitét der Oberflachenflora steht in keiner Ubereinstimmung mit
den angebotenen Starterkulturen. Es ist somit wenig Uberraschend, dass bei der Reifung
von Rotschmierekéase Probleme mit Schimmel und Fremdkeimen auftreten konnen.
Besonders gefirchtet ist die Kontaminationen mit Listeria monocytogenes (Breer, 1986;
Bockelmann, 2002; Maoz et al., 2003; Reyser, 1999).

Eine Reihe von Studien berichten von einer antilisterielle Wirkung von coryneformer
Bakterien (Besttie und Torrey, 1986; Carnio et al., 1999; Ennahar et al., 1996; Ennahar
und Descchamps., 2000; Lewis, 1981, 1982; Reyser et al., 1994; Valdes Stauber et al.,
1991). Von Valdes-Stauber et a., (1991) wurden 187 coryneforme Bakterien von
Rotschmierekase auf ihre hemmende Wirkung gegen Listerien untersucht. Hierbei wurde
bei den Stammen der Spezies B. linens und Arthrobacter nicotianae eine antilisterielle
Aktivitét festgestellt. Der dabei isolierte Stamm B. linens M 18 bildet das Bakteriocin
Linocin M 18 (Vades-Stauber und Scherer, 1994). Das Stukturgen fur Linocin M 18
wurde Kloniert, und seine Verbreitung innerhalb der coryneformen Bakterien
nachgewiesen (Valdes-Stauber und Scherer, 1996, Loessner, 2000). Der ebenfalls von der
Ké&seoberflache isolierte Stamm S. equorum WS 2733 zeigte einen bakteriostatischen
Effekt gegentiber einer Vielzahl von gram positiven Bakterien (Carnio et al., 2000).
Bakteriocine wirken hauptsachlich gegen artverwandte Bakterien (Holzapfel et al., 1995).
Inwieweit es sinnvoll ist, bakteriocin-bildene Stamme auf der Oberfléche anzureichern, ist
somit fraglich, da die beschriebenen Bakteriocine ein weites Spektrum von Bakterien
hemmen. Neben Bacillus spp. und Listeria spp. kdnnen auch Stamme der Gattung
Arthrobacter, Corynebacterium Brevibacterium und Micrococcus gehemmt werden
(Carnio et al., 2000). In Labork&sungen wurden bereits Versuch mit Starterkulturen welche
eine antilisterielle Wirkung aufwiesen, durchgefiihrt (Loessner, 2000; Maoz et a., 2003,
Reyser et al., 1994). In der Arbeit von Loessner (2000) zeigte sich, dass der Einsatz von
bacteriocin-bildenden Bakterien zu Stérungen in der Entwicklung der Oberflachenflora
fuhren kann. Es ist weiter fraglich inwieweit ein Schutz gegen Listerien durch bacteriocin-
bildende Bakterien gegeben ist. In der Arbeit von Loessner (2000) konnte gezeigt werden,
dass Listerien in der Lage sind gegen Bacteriocine Resistenzen auszubilden. Durch die
Storung des okologischen Gleichgewichtes kdnnte es zu einer verstarkten Etablierung von
Listeria spp. in den Késereien kommen.
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Nicht nur das Auftreten von unerwiinschten Bakterien stellt die Kasereien vor Probleme,
sondern auch Reifungsstérungen auf Grund von Schimmelbefall. Hier sind kostenintensive
Mal3nahmen notwendig, um die Marktfahigkeit des Produktes zu sichern. Es wurde schon
mehrfach eine schimmelhemmende Wirkung fur Brevibacterium linens dokumentiert
(Beattie und Torrey, 1986; Lewis, 1981, 1982). Dieser antagonistische Effekt steht in
Verbindung mit der Synthese von Methylmercaptan. Jedoch zeigte sich in Laborversuchen
das es trotz Einsatz diese Bakteriums zu massiven Verpilzungen kommen kann (Hoppe
Seyler, 1998).

Wie aus den unterschiedlichen Ergebnissen abzuleiten ist, handelt es sich bei der
Rotschmiereflora um ein komplexes und sensibles Okosystem. Um Probleme bei der
Reifung zu vermeiden, sollte auf den Einsatz von stark bacteriocin-bildenden Stdmme
verzichtet werden. Durch eine schnelle Ausbildung einer komplexen Schmiere kann die
Oberflache ausreichend gegen Fremdkontaminationen geschiitzt werden. Dieses sollte
durch den Einsatz einer definierten Reifungsmischkultur moglich sein.

4.4 Versuchskasungen

Die Oberflachenflora von Rotschmierekase stellt ein komplexes Okosystem dar. Seit
langem ist die Bedeutung der Hefen fur die Entsduerung der Ké&seoberflache als
Voraussetzung fur die Entwicklung der bakteriellen Rotschmiereflora bekannt (Busse,
1989; Eliskases-Lechner und Ginzinger, 1995ab; Keller und Puhan, 1985; Mayr, 1990;
Petersen et al. 2002; Reps, 1993; Sauter, 1986). In den vergangenen Jahren konnte die
Komplexitdt der bakteriellen Rotschmiereflora mehrfach dokumentiert werden
(Bockelmann et al., 1997a, 2002; Brennan et al., 2002; Carnio et al., 1999; Hoppe-Seyler,
1998; Irlinger, 1997; Petersen et al., 2002). Die Autoren beschrieben fir unterschiedliche
Késesorten das Vorkommen der Gattungen Arthrobacter, Brevibacterium,
Corynebacterium, Saphylococcus und Microbacterium in  der  bakteriellen
Rotschmiereflora. Fur die Zusammensetzung von definierten Reifungskulturen reicht das
Wissen Uber die vorkommenden Gattungen auf der K&seoberflache alleine nicht aus. Bei
der Herstellung der Schmierlake sollte idealerweise sowohl die spezifischen Eigenschaften
der StAmme, als auch mogliche Interaktionen zwischen den Stdmmen beachtet werden
(Bockelmann et al., 1997a, 2001; Hoppe-Seyler, 1998; Petersen et al., 2002). Dazu
mussten die Reifungsversuche unter moglichst praxisnahen Bedingungen erfolgen, um die
Entwicklung der Rotschmiereflora tberprifen zu kénnen.

Im Bereich der Oberflachenreifung von Tilsiterkase erfolgte eine Ubertragung der
Erfahrungen aus den Labork&sungen in einen industriellen Mal3stab.
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4.4.1 Pilotk&sung im Bereich Schnittk&se

In den Pilotchargen 3 und 4 wurde eine funf-Stamm Mischkultur verwendet, welche bei
Késungen im Labormaldstab einen in allen Kriterien typischen Tilsiterkése heran reifen
lie?. Bei den Laborkasungen wurden zentrifugierte, aufkonzentrierte und lagerungsféhige
Bakteriensuspensionen verwendet. Fur den industriellen Einsatz war es jedoch notwendig,
die Stdmme als lyophilisierte Kulturen bereitzustellen. Diese Form der Kultur stellt die
typische Starterkultur fUr den industriellen Gebrauch dar. In Vorversuchen wurde die
Vergleichbarkeit von Bakteriensuspensionen und lyophilisierten Kulturen Uberpruft. Es
zeigte sich keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Kulturformen.

Die Arbeitsschmiere der Charge 3 setzte sich ausschliefdlich aus lyophilisierten
Reinkulturen der Stdmme Brevibacterium linens Br5, B.cassi MD 047.0399,
M. gubbeenense CA12 und S. equorum Staph2 zusammen. Fur die Charge 4 erfolgte ein
Austausch des Stammes C. casei CA3 gegen den ebenfalls beigefarbenen C. variabile
MD 025.0165. Dieser Stamm wurde als Flissigkultur zugegeben. Es wurde vermutet, dass
er eine anlich schimmelhemmende Wirkung wie B. linens haben konnte (Beattie und
Torrey, 1986; Lewis, 1981, 1982). Die lyophilisierten Kulturen wurden vor jeder
Oberflachenbehandlung frisch in sterilem Peptonwasser gelost und vermischt. Um die
Reifungsbedingungen zu Uberprifen, wurde ein Kontrollansatz, Charge 5, mit einbezogen.
In der Kontrollcharge fand eine Behandlung mit ,Alt-Jung-Schmierwasser® der
Produktionsstétte statt. Fur die Pilotkasung standen pro Versuchscharge 65 Kése, fur die
Kontrollcharge 35 Kéase, mit einem Gewicht von je 25kg zur Verfigung. Die
Versuchskéase und normale Produktionskése reiften auf separaten Reifungsstandern im
gleichen Reifungsraum. Ein vollstéandiger Schutz vor Einflissen der natrlichen
»Hausflora* konnte nicht ausgeschlossen werden, und war auch nicht unbedingt erwiinscht.

In der Anfangsphase zeigte sich bei allen Versuchsansétzen eine gute Entsduerung der
Késeoberflache. Eine sichtbare Entwicklung der Rotschmiere setzte bel  den
Versuchschargen 4 und 5 bereits nach wenigen Tagen ein. Obgleich die Charge 3 innerhalb
von drei Tagen einen pH-Wert von 6,0 erreicht hatte, etablierte sich die aufgebrachte
Rotschmiereflora nur sehr schwach auf der Késeoberflache. Als Grund fur das schwache
Anwachsen der bakteriellen Flora kann die niedrige Animpfkonzentration der
Arbeitsschmiere angesehen werden. Die Bakterienkeimzahl lag mit 1,6 x 10° KbE/ ml
deutlich unter denen der Chargen 4 und 5. Bei diesen Chargen konnte eine
Bakterienkeimzahl in der Arbeitsschmiere im Bereich von 10° KbE/ml nachgewiesen
werden, welches einer Keimkonzentration des , Alt-dung-Schmierverfahrens® gleich zu
setzen ist (Hoppe-Seyler, 1998).

Infolge der verzogerten Schmiere-Entwicklung kam es bereits in der ersten Woche bel den
Késen der Charge 3 zu Grinschimmel Kontaminationen. Die Oberflachenschmiere
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erreichte erst in der vierten Woche eine Keimzahl von 10° KbE/crm?. Diese Keimzahlen
wurden von dem Parallelansatz (Chargen4) sowie der Produktionscharge (Charge5)
innerhalb  von zwei Wochen erreicht. Diese Bakterienkeimzahlen lagen in
Ubereinstimmung mit den Keimzahlen verschiedener anderer Rotschmierekése (Accolas et
a., 1978; El-Erian, 1969; Eliskases-Lechner und Ginzinger, 1995a; Keller und Puhan,
1985; Piton-Malleret und Gorriere, 1992;). Wahrend der weiteren Reifung konnten immer
wieder auftretende Schimmelkontaminationen bei allen Versuchsansdtzen beobachtet
werden. Dieses lasst sich mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Probleme bel den
Reifungsbedingungen zurtckfuhren, welche dazu fiuhrte das sich kein Okologisches
Gleichgewicht auf der Oberflache ausbilden konnte. Wie von Reps (1993) und Maoz et al.
(2003) bereits beschrieben wurde, tbernimmt eine gut entwickelte Schmiere eine wichtige
Schutzfunktion gegentiber Schimmel und unerwiinschten Mikroorganismen.

Die Versuchskése die, mit einem definierten Oberflachenstarter geschmiert wurden,
zeigten eine abweichende Zusammensetzung der Oberfléachenflora zu den Kontrollkasen,
welche nach dem traditionellen ,, Alt-Jung-Verfahren® geschmiert worden waren. Ab der
zweiten Reifungswoche war ein Ubermalliges Anwachsen des gelbpigmentierten
M. gubbeenense und des orangepigmentierten B. linens auf der Oberflache festzustellen. In
der vierten Reifungswoche stellte B. linens 35 bzw. 47% der Oberflachenflora. In den
Analysen der handelstiblichen K&se ergaben sich Werte von 1-15% fir diese Spezies.
Diese Werte der aus dem Handel gezogenen Proben stehen in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Hoppe-Seyler (1998) und Bockelmann et al. (2002). Eine mdgliche
Erklarung fir das hohe Anwachsen der Spezies B. linens auf der K&seoberflache konnte in
Zusammenhang mit den aufgetretenen Problem bei der Regulation der Luftfeuchtigkeit
und einer mitunter zu hohen Reifungstemperatur gesehen werden. Untersuchungen von
Hoppe-Seyler (1998) belegen, dass mit Erniedrigung der I nkubationstemperatur bis hin zur
Ublichen Reifungstemperatur fir Tilsiter Kase von 15°C Wachstumsvorteile auf Seiten der
Gattungen Corynebacterium spp., Arthrobacter spp. und Staphylokokken beobachtet
werden konnten. Die mdgliche Ursache fir dieses Phanomen liegt in den durchschnittlich
doppelt so langen Generationszeiten der B. linens Stdmme bei niedrigen Temperaturen,
wie Untersuchungen bei unterschiedlichen Temperaturen im Komplexmedium ergaben
(Hoppe-Seyler, 1998). Ferner konnte hierdurch erkléart werden, warum B. linens bei
Reifungstemperaturen um 15°C nur einen geringen Anteil an der Gesamtbakterienzahl der
Rotschmiereflora ausmachten.

Ab der vierten Reifungswoche konnten auf den K&sen der Charge 4 u. 5 zuséizlich
coliformen Keimen nachgewiesen werden. Der Nachweis von coliformen Keimen dient bei
der Untersuchung von Milch und Milchprodukten als Hygieneindikator (Pichhardt, 1998).
Diese Keime werden durch die Pasteurisierungsverfahren inaktiviert, so dass ihr
Vorkommen Hinweise auf eine Rekontamination geben. Dieses zeigt, dass es nicht nur auf
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eine gute Schmiereentwicklung ankommt, sondern auch der Betriebshygiene eine
besondere Bedeutung zukommt (Gianotti ,1999).

Bei der Reifung der Kontrollcharge zeigten sich ebenfalls Abweichungen von einer
»nhormalen* Reifung. Im gesamten Reifungsverlauf war die beigefarbene coryneforme
Bakterienflora vorherrschend. Stémme der Spezies B. linens und Staphylokokken nahmen
eine deutlich untergeordnete Rolle ein. Es konnte kein Nachweis Uber die gelbpigmentierte
Flora (Arthrobacter spp., Microbacterium spp.) erbracht werden. Diese Flora konnte von
den Ké&sen der laufenden Produktion hingegen isoliert werden. Obwohl die
Zusammensetzung der Oberflachenflora als nicht typisch angesehen werden konnte, wurde
der Kése sensorisch als tilsitertypisch eingestuft. Aufféllig war die Unempfindlichkelt
gegeniber Schimmel zu Beginn der Reifung. Dieses konnte in dem angewandten , Alt-
Jung-Schmierverfahren® begriindet sein. Es wurde bereits berichtet, dass mit dem
Schmierwasser  nicht  nur  physiologisch an die Kaseoberflache adaptierte
Mikroorganismen, sondern auch Stoffwechselprodukte mit teilweise schimmelhemmender
Wirkung auf die griinen Ké&se aufgebracht werden (Beattie und Torry, 1986; Lewis, 1981,
1982;).

Da das Auftreten von Keimen der Hausflora nicht ausgeschlossen werden konnte erfolgte
eine Uberpriifung der Zusammensetzung der Oberflachenflora der Versuchschargen im
Reifungsverlauf mittels Stammdifferenzierung tUber PFGE. Wie die PFGE-Ergebnisse
belegen, konnten alle eingesetzten coryneforme Stamme auf der Oberflache nachgewiesen
werden. Zusétzlich konnte ein coryneforme Stamm der Hausflora isoliert werden. Bel der
Uberpriifung der Staphylokokken konnten zwei unterschiedliche Kontaminationsstamme
bestétigt werden. Uber ARDRA erfolgte eine weitere | dentifizierung auf Speziesebene. Die
getesteten Stdmme konnten der Spezies S. equorum zugeordnet werden. Diese Spezies
wurde bereits des ¢fteren als naturliche Hausflora von Késereien beschrieben (Bockelmann
et al., 2002; Place et al., 2003). Dass die 0kologische Nische der Staphylokokken durch
Stdmme der Hausflora besetzt wurde, ist auf die niedrige Animpfkonzentration von
10*KbE/ml in der Arbeitsschmiere zuriickzufilhren. Vorgesehen war eine Keimzahl von
10° KbE/ml.

Farbentwicklung

Bei den Versuchsansitzen zeigten sich erhebliche Unterschiede in den
Erscheinungsbildern der K&se. Die Charge 3 zeigte zum Reifungsende eine dunkel-
braunrote Farbung, wohingegen Charge 4 eher eine dunkel-rot-orange Férbung aufwies. Im
Gegensatz dazu war der Farbton der Kontrollcharge dunkel-gelb-orange. Dieser Farbton
wurde als eher tilsitertypisch angesehen.



-118 - Diskussion

Der deutlich rote Farbton der Charge 3 léasst sich auf die starke Présenz von
M. gubbeenense zurtckfuhren. Nach Hoppe-Seyler (1998) und Bockelmann et al. (1997b)
wird der Rotanteil von gelbpigmentierten M. gubbeenense Stammen synthetisiert, hierzu
werden schwefelhaltige Aminosduren benttigt. Diese werden durch proteolytische
Aktivitéten von B. linens St&mmen freigesetzt. Ferner fuhren zusétzlich alkalisierende
Stoffwechselaktivitdten der B. linens Stdmme zur Entwicklung des roten Farbstoffes
(Hoppe-Seyler, 1998). Der bei der Charge 4 deutlich ausgepragtere Orange-Farbton l&asst
sich durch die recht hohen Keimzahlen von B. linens erkléaren. Aufgrund der Bildung eines
orangefarbenen Carotinoids nehmen sie mit Einfluss auf die Farbgebung der Kase (Busse,
1989; Rattray und Fox, 1999). Neuere Studien zeigten, dass Interaktionen zwischen
B. linens und D. hansenii einen Anteil an der Intensitét der Farbentwicklung nehmen
konnen (Leclercg-Perlat et al., 2004). Dieses konnte fur die Versuchsk&sungen nicht
bestétigt werden.

Obgleich in beiden Versuchschargen fast eine identische Kulturenzusammensetzung
aufgebracht worden war, zeigten sich deutliche Abweichungen im Erscheinungsbild der
Kése. Dieses deutet darauf hin, dass nicht nur die eingesetzten Stdmme, sondern auch
deren Konzentration auf der Oberfléche Einfluss auf die Farbentwicklung nehmen.

Bel der Kontrollcharge war im gesamten Reifungsverlauf die beigefarbene coryneforme
Bakterienflora vorherrschend. Stamme der Spezies B. linens nahmen eine deutlich
untergeordnete Rolle ein. Das Fehlen des rétlichen Farbtons bei der Kontrollcharge kdnnte
auf die Abwesenheit von Mikrobakterien Spezies bzw. Arthrobacter spp. zurtickzuftihren
sein. Durch welche Reaktionen die Farbbildung von den beigefarbenen coryneformen
Bakterien beeinflusst wird, ist noch nicht gekléart. Dass sie einen Einfluss nehmen, wurde
bereits mehrfach dokumentiert (Hoppe-Seyler, 1998; Seiler, 1986).

Aroma

Die Versuchskase wurden vom Hannah Research Institute, Schottland und NIZO Food
Research, Niederlande, auf typische Aromakomponenten analysiert. Es zeigte sich, dass
die definierten Starterkulturen ein ahnliches Spektrum von Aromakomponenten freisetzten,
jedoch waren Verbindungen, die sich aus dem Aminosaureabbau ergaben in geringeren
Konzentrationen vorhanden. Ein deutlicher Unterschied lag bei den aromatischen
Schwefelverbindungen, vor alem von Methanthiol, vor. Diese fir den Rotschmierekése al's
entscheidende Aromakomponente beschriebene Verbindung (Rattray und Fox, 1999;
Sharpe et a., 1977) konnte auf den Versuchskésen gar nicht oder nur in sehr geringen
Konzentrationen nachgewiesen werden. Die Bildung von Methanthiol wurde lange Zeit
hauptséchlich der Spezies B. linens zugeschrieben (Dumont und Adda, 1979; Sharpe et al.,
1977). Neuere Studien konnten jedoch den Nachweis erbringen, dass auch andere
Bakterien der Rotschmiereflora zur Bildung dieser Aromakomponente befahigt, und tber
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extrazellulare Proteasen aktiv an Abbauprozessen betelligt sind (Bonnarme et al., 2000;.
Smacchi et a., 19993, b).

Bei der sensorischen Analyse (Geruch und Geschmack) wurden die Kése der
Versuchschargen als tilsitertypisch bewertet. Vergleicht man dieses mit der Analyse der
Aromakomponenten von Hannah Research Institute, Schottland und N1ZO Food Research,
Niederlande, wére dieses nicht zu erwarten gewesen. Es stellt sich die Frage, in welcher
Konzentration diese Komponenten tatsachlich auf der Oberflache vorhanden sein missen.
Es ist davon auszugehen, dass die meisten Analysen von Oberflachenkomponenten an
Késen durchgefihrt wurden, welche nach dem ,Alt-Jung-Schmierverfahren® gereift
worden waren. Folglich werden =zusédtzlich Stoffwechselprodukte und fllchtige
Aromakomponenten tber das Schmierwasser aufgebracht (Beattie und Torry, 1986; Lewis,
1981; 1982). Dieses kann durch eine immer neu angesetzte Kultur nicht erfullt werden.
Wenn dieses jedoch entscheidend fur einen typischen Tilsiter ware, mussten Uber
Alternativen, wie das Zusetzen von Methionin und Cystein, nachgedacht werden. Es wére
von Interesse zu wissen, inwieweit die Versuchskase nach einer rein sensorischen Analyse
von dem Standard eines ,, Alt-Jung-geschmierten® abweichen.

Charge 3a

Da infolge der Reifungsstorungen und der zu niedrigen Animpfkonzentration der
Versuchsschmiere ein verzerrtes Bild der Praxistauglichkeit gegeben wurde, erfolgte eine
Wiederholung der Kéasungsversuche. Das Probevolumen entsprach dem des ersten
Versuchsdurchlaufes. Wieder wurden zwei Starterkulturen getestet. In der Charge 3a
kamen die gleichen Zusammensetzungen der Arbeitsschmiere in Anwendung wie in
Charge 3. Es kam jedoch zu einer Erhdhung der Bakterienkeimzahl auf 10° KbE/m. In der
Charge 6 wurde ein Mehrstammstarter getestet, der jedoch aufgrund seiner Komplexitéat fur
den industriellen Einsatz nicht vorgesehen war. Beide Ké&sechargen wurden im
Reifungsverlauf nur zweimal geschmiert, einmal zu Beginn der Reifung nach dem
Salzbad, und ein weiteres Mal nach 14 Tagen.

Wie auch im ersten Versuchsdurchlauf war nach vier Tagen ein pH-Wert um 6,0 auf der
Oberflache erreicht. Eine sichtbare Entwicklung der Schmiere setzte abermals verzogert
ein. Es kam jedoch nicht zu einer Kontamination mit Grinschimmel. In der zweiten
Woche uberzog die Schmiere einheitlich die gesamte Késeoberfléche. Die Keimzahl lag
mit 10° KbE/cm? in einem fiir Rotschmierekase typischen Bereich (Accolas et ., 1978:
El-Erian, 1969; Eliskases-Lechner und Ginzinger, 1995a; Keller und Puhan, 1985; Piton-
Malleret und Gorriere, 1992)

Nach zwei Wochen Reifung bildeten B. linens (43,0%) und die beigefarbene coryneforme
Bakterienflora (40,1%) den Hauptanteil der bakteriellen Schmiere, mit in der beigefarbene
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Flora enthalten war B. casei. Zwischen der zweiten und vierten Reifungswoche vollzog
sich ein Dominanzwechsel innerhalb der Bakterienflora. Den grofdten Anteil stellten die
beigefarbenen coryneformen Bakterien mit 87,9%. Aufgrund der deutlich hoheren
Animpfkonzentration der Staphylokokken konnten sich diese im gesamten Reifungsverlauf
auf der Oberflache etablieren. Die Reifung vollzog sich ohne auf3ere Stérungen, so dass
sich ein Gleichgewicht auf der Késeoberflache einstellen konnte. Das Erscheinungsbild der
Kéase war gelb-braunlich, unterschied sich somit vom dunkel-braunroten Farbton der
Charge3. Dieses last sch zum Teil auf die geringere Keimzahlen der Spezies
M. gubbeenense zurtickfuhren, welche mal3geblich den Rotanteill synthetisiert
(Bockelmann et al., 1979b; Hoppe-Seyler, 1998).

Bei der Uberpriifung der Stamme mittels PFGE konnte nachgewiesen werden, dass sich
die aufgebrachte Kultur gegen die Hausflora durchsetzen konnte. Es waren keine
Fremdkontaminanten nachzuweisen. Eine Besonderheit trat bei der Uberprifung der
Staphylokokken auf. Der Stamm S equorum Staph2 zeigte ein abweichendes
Bandenmuster zu dem eingesetzten lyophilisierten Staph2. Die Interpretation der
Bandenmuster muss unter Berticksichtigung von verschiedenen genetischen Ereignissen
erfolgen. Die Interpretation von gleichen Bandenmustern der verschiedenen getesteten
Stdmme ist einfach. Unterscheiden sich die Fragmentmuster nur minimal, konnen
Ereignisse wie Punktmutationen, Insertion und Deletion vorliegen (Tenover et al., 1995).
Eine Gegentestung der Isolate zu dem von Rhodia-Food produzierten Lyophilisates ergab
eine Ubereinstimmung im Bandenmuster. Der Kulturstamm wurde urspriinglich von der
Bundesanstalt fur Milchforschung, Kiel, zur Verfugung gestellt. Vermutlich wurde
aufgrund der Trocknung eine genetische Verdnderung hervorgerufen, welche zu einer
Abénderung im Bandenmuster fuhrte. Diese Stdmme sind nicht mehr identisch, jedoch
sehr eng verwandt (Tenover et al., 1995).

4.4.2 Weichkase

Charakteristisch fur Weichkase mit Schmierebildung ist eine schnelle Reifung, sowie eine
starke Proteolyse und Lipolyse (Reps, 1993). Im Unterschied zu Schnittkése erreicht
Weichkése innerhalb von 14 Tagen die Konsumreife. Im jungen Zustand sind sie oft fest
und verlieren den , festen Kern* erst allmahlich. So zeigt sich haufig erst mit zunehmender,
von auf3en beginnende Reifung, die weiche Konsistenz, der der Weichk&se seinen Namen
verdankt. Weichk&se haben eine vergleichsweise niedrige Trockenmasse und einen NaCl-
Gehalt bis 2,5% (Wessinger, 1981). Bedingt durch die rasche Reifung, die geringere
Selektion durch hohe Temperaturen, also insgesamt gunstigere Lebensbedingungen,
konnen Kontaminationskeime leichter tberleben.
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Bei den Oberflachenanalysen kommerzieller Weichkase zeigten sich Ubereinstimmungen
in der Zusammensetzung mit der Schmiere oberfldchengereifter Schnittk&se (Bockelmann,
2003; Brennan et al., 2002; Eliskases-Lechner, 1995a, 1995b; Hoppe-Seyler, 1998), jedoch
konnten unterschiedliche Mengenverhaltnisse der einzelnen Gattungen festgestellt werden.
So zeigten sich fur die gelb-pigmentierte Flora deutlich hdhere Anteile, bis zu 80% an der
bakteriellen Gesamtkeimzahl. Fir Schnittkdse macht diese Fraktion maximal 5% aus.
Durch partielle Sequenzierung der 16S rDNA erfolgte eine Zuordnung zu der von Brennan
et al. (2001a) beschriebenen Spezies Microbacterium gubbeenense, zusétzlich konnten zu
einem geringeren Antell Arthrobacter spp. nachgewiesen werden. Eine mdgliche
Erklarung fur das starke Auftreten von M. gubbeenense auf Weichkase konnte die
industrielle Anwendung einer 10% NaCl-Konzentration im Schmierwasser sein. Von
Brennan et al. (2002) wurde bereits die Salztoleranz dieser Spezies beschrieben, was ihnen
einen Selektionsvorteil gegentber Arthrobacter spp. verschafft. Der von Hoppe-Seyler
(1998) und Bockelmann (2003) beschriebene dominante Anteill von beigefarbene
Corynebacterium spp. fur Schnittkdse konnte fir Weichkase nicht bestdtigt werden. lhr
Anteil an der Oberflachenflora lag meistens unter 50%. Eine Ubereinstimmung ergab sich
bei der Spezies B. linens. Diese Spezies nahm nur zu einem geringen Mal3 Anteil an der
Oberflachenflora. Fur eine Késerei ergaben sich hohe Antelle (bis 35%) an beweglichen,
hellorange-pigmentierten Stabchen, die als Halomonas spp. identifiziert werden konnten.
Ahnliche orangefarbene, bewegliche Bakterien wurden bei regelmaRigen Untersuchungen
von Ké&sen des gleichen Herstellers tiber mehrere Jahre nachgewiesen. Das Vorkommen
von Halomonas spp. wurde auch schon von Maoz et al. (2003) auf Weichkéase beschrieben.
In sehr geringen Keimzahlen konnten zusétzlich noch Staphylokokken von der Oberflache
isoliert werden. Auf allen aus dem Handel gezogenen Proben konnten Verunreinigungen
mit Enterokokken, Pseudomonaden und Enterobakterien nachgewiesen werden. Die
mikrobiologischen Anforderungen, die an das verzehrfahige Produkt gestellt werden,
konnten jedoch von allen untersuchten Proben eingehalten werden. Fur die Hefeflora
konnte neben der aus dem Schnittkasebereich bekannten Hefe Debaryomyces hansenii
zusétzlich der sogenannte Milchschimmel, Geotrichum candidum, nachgewiesen werden.
Dieses steht in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Jollivet et al. (1994) und
Martin et al. (2001).

4.4.2.1 Versuchskase

An der Bundesanstalt fir Milchforschung, Kiel, wurden unterschiedliche Versuchsansétze
zur Herstellung von limburger-ghnlichen Kéase durchgefuhrt. Zum Ausschluss der
ké&sereieigenen Hausflora erfolgte die Produktion der Versuchskase in Kooperation mit
dem Institut fur Verfahrenstechnik, Kiel. In einem Produktionsdurchlauf konnten 16-17
Kése mit einem Gewicht von je 150 gr. in der typischen Backsteinform hergestellt werden.
Zur besseren Uberpriifung der Ergebnisse wurden zwischen drei und sechs Versuchskase
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pro Charge verwendet. Die Kulturen wurden vor dem Schmieren aus aufkonzentrierten und
lagerungsfahigen Bakteriensuspensionen der einzelnen Stdmme zusammengemischt. Auf
die Zugabe von Staphylokokken und Debaryomces hansenii in der Arbeitsschmiere wurde
verzichtet, da diese Spezies im Salzbad enthalten waren.

ChargeW1- W3

In den Kasungsversuchen der Charge W1-W3 wurden unterschiedliche Mischkulturen aus
dem Schnittk&sebereich getestet. Fur diese Versuche wurde auf die Zugabe von
Geotrichum candidum verzichtet, welche zusammen mit Debaryomces hansenii als die
typische Hefeflora fur Weichkase beschrieben wurde (Arfi et al., 2003a,b; Jollivet et a.,
1994; Martin et al., 2001; Petersen et al., 2002). Die Oberflachenkulturen setzten sich aus
den Gattungen Brevibacterium spp., Corynebacterium spp. und Arthrobacter spp.
zusammen. In der Charge W2 wurde auf die Zugabe von Arthrobacter spp. verzichtet.
Nach dem Salzbad, welches neben D. hansenii den kommerziell erhéltlichen
Staphylococcus xylosus enthielt, erfolgte das Beizen der Kase bel 20°C. Nachdem die
Versuchskdse ca. einen Tag bel 20°C gereift wurden, zeigte sich eine schwache
Gelbfarbung auf der Oberfléche. Der Geruch der Kase war deutlich hefig. Die erste
Schmierebehandlung erfolgte nach dem Beizen, eine zweite drei Tage spéter. Die
Entsauerung der Kaseoberfléche verlief bei allen Versuchskasen sehr langsam. Im
Vergleich zu Schnittkase konnte eine Verzogerung von funf Tagen festgestellt werden. Die
aufgebrachten Rotschmierebakterien konnten sich auf der Kaseoberfldche nur schwach
entwickeln und keinen ausreichenden Schutz vor Fremdkontamination bilden, sodass sich,
wie schon von Sauter (1986) und Busse (1989) beschrieben, Grinschimmel auf der
Oberflache entwickeln konnte.

Bel allen Versuchsk&sen kam es zum Ende der ersten bzw. zu Beginn der zweiten
Reifungswoche zu einer langsamen Ausbildung einer Oberfldchenschmiere mit Farb- und
Geruchsentwicklung. Die Késeoberflache zeigte bei allen Versuchskésen eine fleckige
gelb-braune Farbung, wobel die Kanten eine deutlich fleischrote Verfarbung aufwiesen.
Ein Abstrich aus dieser Region auf mMA-Agar erbrachte eine sehr hohe Keimzahl von
Corynebacterium spp.. Hoppe-Seyler (1998) beschrieb bereits, dass in Gegenwart von
Corynebacterium spp. es zu einer untypischen Rotférbung vor allem der Kanten kommen
kann. Dieses lasst sich auf Weichkase Ubertragen. Die Kanten zeigten nicht nur eine
untypische Verfarbung, sondern auch ein Abflief3en. Dieses verstarkte sich im Verlauf der
Reifung so, dass der Versuch abgebrochen werden musste. Es ist nicht genau zu kléren, ob
es an einer starken Proteolyse der Bakterien und/oder des Schimmels lag. Eine weitere
Moglichkeit ist das Fehlen der Hefe G. candidum, welche nach Marcellino et al. (2001)
einen entscheidenden Anteil an der Textur und Festigkeit der Kése hat. Zusétzlich kam es
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zu einer untypischen und unangenehmen Geruchsentwicklung. Es waren eindeutig
fruchtige sowie fischige und schimmel&hnliche Komponenten enthalten.

Charge W4-W5

Fur die Versuchschargen W4 und W5 wurde eine Kombination der Hefen D. hansenii und
G. candidum fur die Reifung verwendet. Dieses entspricht den Ergebnissen der
Oberflachenanalysen handelstiblicher Weichk&se. In der Literatur wird ebenfalls bestétigt,
dass sich die Hefeflora bei Weichkdse aus den Spezies D. hansenii und G. candidum
zusammensetzt (Jollivet et al., 1994; Martin et al., 2001; Petersen et al., 2002). Auf Grund
der Wachstumsrate, des Aussehens, des Geruchs und der Entséuerungseigenschaften
wurden die G. candidum Stadmme 6215 und 6216, Isolate von Harzerkase, eingesetzt. Im
Verlauf der Versuche zeigte der Stamm 6216 vom Aussehen und Aroma das deutlich
bessere Ergebnis.

In den Versuchschargen W4 und W5 erfolgte eine Animpfung der Kesselmilch mit
G. candidum. In den Kaé&sereien ist diese Malinahme nicht notwendig, da sich der
Milchschimmel als Hausflora in der Produktionsstétte etabliert hat.

Fur die Starterkulturen wurden unterschiedliche Kombinationen von Rotschmiere
bakterien eingesetzt. Hierbei wurden fur die Charge W4 ausschlief3lich drel orange-
pigmentierte B. linens Stdmme verwendet, fur die Charge W5 wurde eine Mehrstamm-
mischkultur aufgebracht. Die Kultur setzte sich aus den gelbpigmentierten Stdmmen
M. gubbeenense und A.rhombi, den orangefarbenen B. linens und Halomonas spp.
zusammen. Auf den Einsatz von Corynebakterien wurde in diesem Ansatz verzichtet. Um
die Produktions- und Reifungsbedingungen zu tberprifen, wurde ein Kontrollansatz mit
einbezogen. In der Kontrollcharge fand keine Behandlung mit einer Oberflachenkultur
Statt.

Nach dem Salzbad, welches eine Temperatur von 20°C hatte, erfolgte das Beizen. Die
grinen K&se wurden fir 24-26 h bel 20°C und 98% rLf , vorgereift”. In dieser Zeit konnte
sich auf der Oberflache aller Versuchskése die Hefe G. candidum etablieren. Nach zwei
Tagen Uberzog das Mycel dieser Hefe die gesamte Késeoberflache. Hier zeigte sich, dass
G. candidum im entscheidenden Mal3e die Textur und die Dicke der ,Rinde“ bestimmte
(Marcellino et al.; 2001; Martin et a., 2001). Die erste Oberflachenbehandlung fand nach
dem Beizen und Abkuhlen auf ca 18°C datt. Nachfolgend wurden die Kése weitere
dreimal einer Oberflachenbehandlung im Abstand von zwel Tagen unterzogen. Die
Reifung wurde bei 16-17°C und >90% rLf fUr 14 Tage weitergefuhrt. Damit es zu keiner
Verformung der Ké&sesticke kam, wurden diese am ersten, vierten und achten Tag
gewendet.
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Die Alkalisierung der K&seoberflache verlief nahezu identisch zu der der Chargen W1-W3.
Ein pH-Wert von 6,0 wurde erst nach neun Tagen erreicht. Im Gegensatz zu den Chargen
W1-W3 konnte sich jedoch kein Schimmel auf der Késeoberfldche durchsetzen. Dieses ist
wahrscheinlich auf die Prasenz des Milchschimmels G. candidum zurtickzuftihren, welcher
den gesamten Kase bedeckte. Bei der Vergleichscharge zeigte sich der gleiche Schutz
gegen Schimmel auch ohne Rotschmiereflora. Fur Weichkése scheint die Bedeutung der
Hefen fur die Entsduerung entscheidender zu sein als bei Schnittkése. Im Gegensatz zu
Schnittkése zeigte der Weichkase ohne Oberflachenbehandlung eine Alkalisierung der
Oberflache Uber pH 6,0. Durch die intensive Oberflachenbehandlung mit immer wieder
frisch angesetzter Reifungskultur kam es zum Ende der ersten Reifungswoche zu einem
Anwachsen der Rotschmiereflora.

Fur die Charge W4 konnte ein gutes Anwachsen der Brevibacterium linens Stamme
dokumentiert werden. Zusétzlich zu B. linens konnte die Flora des Salzbades auf der
Oberflache nachgewiesen werden. Bis zum Verpacken der Kése wurden ausschliefdlich die
Kolonietypen auf modifiziertem Milchagar gefunden, die den eingesetzten Stdmmen
identisch waren. Nach zwei Wochen wurden die Kase verpackt, und fur weitere zwei
Wochen bel 8°C gelagert. Bei der Abschlussanalyse zeigte sich, dass sich
Fremdkontaminanten auf der Oberflache befanden. Es ist davon auszugehen, dass diese
Keime beim Verpackungsvorgang auf die Kase gelangt sind. Das Erscheinungsbild der
Kése war deutlich orangerétlich, welches im Zusammenhang mit der Ausbildung des
carotinoinden orangefarbenen Pigmentes aus der Zellwand von B. linens gesehen werden
kann (Burri, 1999; Rattray und Fox, 1999). Der Geschmack und Geruch war sehr
ausgepragt, und konnte als eher untypisch angesehen werden. Dieses Ergebnis steht in
Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Bockelmann et al. (2002) und Hoppe-Seyler
(1998) welche ebenfalls durch den Einsatz einer Monokultur nicht die geforderten
Kriterien eines Rotschmierekéses erfullen konnten.

Bel der Charge W5 konnten ebenfalls alle eingesetzten Bakterien auf der Oberflache
nachgewiesen werden. In der ersten Reifungswoche gellte die gelbpigmentierte Flora
bestehend aus M. gubbeenense und A. rhombi den Hauptanteil der Bakterienflora. Dieses
anderte sich in der zweiten Reifungswoche. Es kam zu einem untypisch hohen Anwachsen
von B. linens. Bis zum Versuchsende stellten sie den Hauptanteil der Oberflachenflora Die
Analyse nach vier Wochen zeigte ein @nliches Erscheinungsbild wie bei der Charge W4,
jedoch wurde der Geschmack und Geruch als bedeutend angenehmer und als typisch
bewertet.

Im Gegensatz zu D. hansenii ist G. candidum nicht nur fir die Entsduerung der Oberflache
von Bedeutung, sondern nimmt zusétzlich Einfluss auf den Geruch und den Geschmack
der Kése. In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass G. candidum verschiedene
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Schwefelkomponenten bildet, welche mit denen von B. linens vergleichbar sind (Arfi et al.,
2003a; Berger et al., 1999; Martin et al., 2001; Spinnler, 2001; Wyder und Puhan, 1999).
Es ist wahrscheinlich, dass der sehr intensive Geschmack und Geruch der Charge W4 auf
die Ubermaliige Bildung von schwefelhaltigen Aromakomponenten durch G. candidum und
B. linens zurlickzufiihren ist. Obwohl in der Literatur ein aromatischer Einfluss von
D. hansenii beschrieben wurde (Martin et al., 2001; Petersen et al., 2002), erwiesen sich
die getesteten Stdmme als kaum aromatisch. Eine Besonderheit trat bei der
Farbentwicklung auf. Es schien so, als hétte die aufgebrachte Kultur keinerlei Einfluss auf
die Farbgebung. Alle Kase zeigten ein deutlich orangefarbenes Erscheinungsbild. Eine
maogliche Erklarung kdnnte in der von Leclercg-Perlat et al. (1999, 2004) beschriebenen
Interaktion zwischen D. hansenii und B.linens liegen. Durch diese Interaktion soll
mal3geblich die Farbgebung der Weichkase beeinflusst werden.

4.4.3 Sauermilchkase

Im Gegensatz zu Labkése wird Sauermilchkase aus einem aus Magermilch produzierten
Sauermilchquark gefertigt. Die Dicklegung der Magermilch erfolgt hierbei durch
Milchsaurebakterien. Nach der K&severordnung (Kase VO 83 Abs.2b) ist es zwar gestattet
Lab hinzuzugeben, jedoch wird im Allgemeinen auf die Zugabe verzichtet, da es aufgrund
der Lagerungsfahigkeit von ca. zwei Monaten (pers. Mittellung Sachsenmilch AG,
Leppersdorf) durch das Lab zu einer unerwlnschten Eiweil3spaltungen kommen kann,
wodurch die Qualitdt des Quarks herabgesetzt wirde (Wessinger, 1981). In der Regel
erfolgt eine Weiterverarbeitung innerhalb einer Woche. Da es sich bei den ,, Quarkereien®
zumeist um Zulieferfirmen handelt, wird fur die Weiterverarbeitung der Quark zur
jeweiligen Produktionsstétte unter Einhaltung der Kihlkette transportiert.

In den Kasereien wird die Quarkmasse mit Reifungssalzen und Kulturkése (2-4%) versetzt
und fur 2-3 Tage gereift. Die Zugabe der Kulturkase stellt eine etwas andere Form des
»Alt-dung-Schmierverfahrens® dar. Als Kulturkdse werden Sauermilchkdse eingesgzt,
welche bereits zwei Wochen gereift sind. Diese Ké&se stammen aus der eigenen Produktion.
Durch den Einsatz dieser weit in der Reifung fortgeschrittenen Kase wird eine bereits
etablierte Flora in die Quarkmasse eingebracht, und somit auf die jungen Kése tbertragen.
Dieses Verfahren ist dem Alt-Jung-Schmieren der bereits beschriebenen Késen
gleichzusetzen (Bockelmann et al.,1997a; 2002, 2003; Eliskases-Lechner, 1995b; Hoppe-
Seyler, 1998). Im Verlauf der Arbeit wurde von funf deutschen Sauermilchkaseherstdlern
Kulturkése, die tUber zwel Wochen gereift waren, auf Hefen, Schimmel und Bakterien hin
untersucht. Auffallig war bel den bakteriellen Keimzahlen eine grof3e Varianz, sie lag
zwischen 10° bis 10" KbE/cr?. Im Vergleich dazu wird die Keimzahl fiir Schnittkése mit
einer Schwankungsbreite von 10° bis 10" KbE/cm? angegeben (Accolas et al., 1978; El-
Erian, 1969; Eliskases- Lechner und Ginzinger, 1995a). Die Mikroflorazusammensetzung
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der Oberflache der Kulturkase zeigte eine Ubereinstimmung zu Schnittkase in Bezug der
beige-pigmentierte Corynebacterium Spezies, welche einen entscheidenden Anteil an der
Oberflachenflora einnahmen (Bockelmann et al., 1997a, 2003). Fir die Kulturkase konnten
gelbpigmentierte coryneforme Bakterien (Arthrobacter, Microbacterium Spezies) selten
und nur in alerst geringen Keimzahlen auf der Oberflache nachgewiesen werden. Im
Unterschied zu Weich- und Schnittk&se konnte bei den Sauermilchk&sen hohe Keimzahlen
an Brevibacterium linens, teilweise bis zu 50% der Gesamtkeimzahl, nachgewiesen
werden. El-Erian (1969) und Eliskases-Lechner (1995a) beschrieben fur Schnittkase
Maximalwerte von 30% fir diese Spezies. In weiteren Untersuchungen konnte dieser Wert
jedoch nicht bestétigt werden. Es konnten nur maximale Anteile bis zu 15% festgestellt
werden (Bockelmann et al., 2000, 2003; Hoppe-Seyler, 1998). In ebenfalls hohen
Keimzahlen traten Staphylokokken auf der Oberflache auf. Diese Gattung bildete zwischen
5-87% der Gesamtflora. Eine genauere Analyse der isolierten Staphylokokken wurde mit
dem ID32 Staph (BioMérieux) und der von Vaneechoutte et al. (1992) beschriebenen
molekularbiologischen Methode (ARDRA) durchgeflihrt. Der verwendete physiologische
Test Staph ID 32 zeigt sich fur koagulase-negative Staphylokokken als ungenau (Irlinger et
al., 1997; Renneberg et a., 1995; Ross et al., 2001). Durch Anwendung beider Methoden
konnte zweifelsfrei festgestellt werden, dass der Hauptteil der Staphylokokkenflora von
S saprophyticus gestellt wurde. Weiter konnten die Spezies S xylosus und S. equorum
nachgewiesen werden. Die Spezies S saprophyticus wird bei den potentiell pathogenen
Keimen (Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie, 1992) eingestuft und ist deshalb
nicht auf Lebensmitteln erwinscht. Der erste Verdacht, dass es sich bei diesen
Kontaminanten durch unsauberes Arbeiten bei der Quarkherstellung handeln konnte,
konnte durch Untersuchungen von Bockelmann et. al. (2002) wiederlegt werden. Der
Quark der einzelnen Erzeuger war mikrobiologisch nicht zu beanstanden. Die Quelle der
auftretenden S saprophyticus Kontaminationen dirften saure und salzhaltige Oberflachen
in den Produktionsanlagen sein, welche schwer zu reinigen sind (Mischer fir Quark und
Salz). Desweiteren konnten als Rekontaminationskeime Enterokokken und coliforme
Bakterien nachgewiesen werden.

Vergleicht man die Analyseergebnisse der Kulturkdse mit den aus dem Handel gezogenen
Proben, so zeigt sich eine sehr gute Ubereinstimmung in dem Keimspektrum So konnten
nicht nur die Rotschmierebakterien auf den Konsumproben vorgefunden werden, sondern
auch der in Lebensmitteln unerwiinschten S. saprophyticus, coliformen Bakterien und
Enterokokken. Die Keimzahlen standen in guter Ubereinstimmung zu denen der
Kulturkése. Hier wird deutlich, dass die Kontamination mit unerwinschten Keimen auf das
Animpfen mit Kulturkése zurtickzuftihren ist. Die vorgefundene Kontaminationsflora war
fast identisch mit der von Feder (1981) beschriebenen. Dieses deutet auf ein bereits
langanwahrendes Problem bel der Produktion von Sauermilchkase hin.
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44.3.1 Kaéaseversuche

Da sich Sauermilchkése durch eine sehr kurze Reifungszeit von nur 2-3 Tagen auszeichnet,
ist auf die Zugabe eines Kulturkases nicht zu verzichten. Durch Untersuchungen konnte
eine Ubertragung von unerwiinschten Bakterien durch Kulturkése auf junge Kase
nachgewiesen werden. Um den Kontaminationskreislauf zu unterbrechen ist es unerlésslich
die Kulturkase nicht mehr der Produktion zu entnehmen, sondern wie eine Starterkultur
separat zu produzieren.

Charge S1-S2

Fur die ersten Versuchskdsungen der Chargen S1 und S2 wurde ein keimarmer
Sauermilchquark aus der laufenden Produktion der Sachsenmilch AG, Leppersdorf,
verwandt. Zwischen der Produktion des Sauermilchquarkes und der Weiterverarbeitung
verging mehr als eine Woche. Der Quark wurde in dieser Zeit bei 4°C gelagert.

Fur die Charge S1 kam ein bereits erprobter Minimalstarter aus dem Bereich der
Tilsiterkdserei in Anwendung. Die verwendete Sprihkultur enthielt das gesamte
Keimspektrum, welches auch auf einem qualitativ gut gereiften Tilsiterké&se vorzufindenist
(Bockelmann et al., 1997a; Brennan et al., 2002; Eliskases-Lechner, 1995; Hoppe-Seyler,
1998). Fur die Alkalisierung der Quarkmasse wurde die fir Schnittkéase typische Hefe
D. hansenii (DH 6004) verwendet. Bei der Charge S2 handelte es sich um eine Kortrolle
zur Uberpriifung der Reifungsbedingungen. Diese Versuchskase wurden nach dem Prinzip
der , Alt-Jung-Strategie” beimpft und mit der in der Industrie gebrduchlichen B. linens
Kultur bespriint. Der verwendete Kulturkase wurde von einem Hersteller zur Verfigung
gestellt.

Das Animpfen der Quarkmasse mit D. hansenii bzw. dem Kulturkase erfolgte im gleichen
Produktionsschritt wie die Zugabe der Reifungssalze. Bei dem nachfolgenden Mischen
wird eine gleichméidige Verteilung der Zutaten und Kultur sichergestellt. Nach der
Ausformung wurden die Quarkkase bei 30°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
98 -100% im Schwitzraum fir 24h gelagert. Es handelt sich bei diesem Schritt um ein
Vorreifen der Quarkmasse. Wie bei alen oberflachengereiften Kasen stellt die
Alkalisierung der Oberflache eine wichtige Grundvoraussetzung fur die Entwicklung der
Rotschmiereflora dar (Busse, 1989, Rattray und Fox, 1999; Seiler u Busse, 1990). Der fur
die Herstellung von Sauermilchkése verwandte Quark stellt ein saures Medium dar, mit
einem pH-Wert von 3,7 bis 4,0. Zur Neutralisation eines Teils der S&ure werden in der
Sauermilchkdserei die Reifungssalze Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO;) und
Calciumcarbonat (CaCOs) verwendet. Durch die Zugabe dieser Salze wird eine Erhthung
des pH-Wertes auf 5,0-5,2 in der Quarkmasse erreicht. Dieser pH-Wert entspricht dem der
Kése nach dem Salzbad. Zusdtzlich bewirken die Salze eine gleichméiige speckige
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Durchreifung des Sauermilchkédses und verhindern dessen Ablaufen (Wessinger, 1981).
Durch die recht hohen Temperaturen und Luftfeuchtigkeit wird das Anwachsen der
Hefeflora im Schwitzraum begunstigt. In dieser Zeit entwickelt sich prinzipiell eine gut
erkennbare, ca 2 mm dicke Hefeschicht, welche aufgeklart ist und fettig glanzt. In
Charge S1, welche nur mit D. hansenii angeimpft worden war, kam es zu keiner
Ausbildung einer solchen Schicht. Eine Uberpriifung des Oberflachen-pH-Wertes zeigte
ebenfalls nur eine minimale Veranderung. Der gemessene Wert lag nach dem Schwitzraum
bei pH 5,4. Zu erwarten wére ein Wert von deutlich tber pH 6,0 (mindliche Mitteilung
Sachsenmilch AG, Leppersdorf). Dieser Wert wurde von der Kontrollcharge S2 erreicht.
Es zeigte sich, dass die Hefe D. hansenii nicht zur schnellen Entsduerung der Quarkmasse
geeignet war. In diesem Versuchsansatz l&sst sich die pH-Wert-Verdnderung hauptséchlich
auf die eingesetzten Reifungssalze zurtickfuhren.

Nach dem Schwitzraum erfolgte eine einmalige Behandlung der Charge S1 mit der von
Bockelmann et al. (1997a) beschriebene Rotschmierekultur. Nach dem Aufsprihen schloss
sich ein 24stundiger Reifungsschritt bei 12°C (rLf 85%) an. Innerhalb dieser Zeit kam es
zu einem langsamen Anwachsen der aufgebrachten Rotschmierebakterien. Die weitere
Reifung vollzog sich bei 8°C bis zum Versuchsende. In dieser Zeit bildete sich eine fir
Harzer untypische Schmiere aus. Das Erscheinungsbild der Kése war fleckig und rétlich
braun mit abfliesenden Réndern. In der industriellen Produktion ist das Abfliesen der
Rander meistens auf das gemeinsame Auftreten von Mycoderma- und Geotrichum-Arten
zurickzufthren, infolge des gesteigerten proteolytischen Abbaues kommt es zu dem
genannten Reifungsfehler (Munch und Grillenberger 1989). Bei den Oberflachenanalysen
konnten hohe Keimzahlen fir die proteolytisch aktiven Stdmme M. gubbeenense und
B. linens nachgewiesen werden. Es ist zu vermuten, dass deren Stoffwechselaktivitaten
zum Abflief3en der Rander gefuhrt haben. Des weiteren kam es zu einer untypischen
Geruchsentwicklung. Ebenso war die Farbentwicklung fur Harzer untypisch. Das auftreten
des rétlich-braunen Farbtons zeigte Parallelen zu der Charge 3 (Schnittk&se). Auch hier
konnte eine untypische rot Farbung mit der starken Présenz von M. gubbeenense in
Verbindung gebracht werden. Untersuchungen von Hoppe-Seyler (1998) und Seiler (1986)
zeigten, dass die Entwicklung der roten Farbe in Zusammenhang mit den
gelbpigmentierten M. gubbeenense zu sehen ist. Aufféllig bei den Késen dieser Charge
war, dass die coryneformen Bakterien auf der Oberflache im gesamten Reifungsverlauf
eine untergeordnete Rolle spielten. Die dominante Flora stellte die Spezies B. linens, mit
einem Anteil von 60% an der Gesamtflora. Eine mogliche Erkl&rung sind die guinstigen
Temperaturbedingungen am Anfang der Reifung.

Neben dem untypischen Erscheinungsbild zeigte sich im gesamten Reifungsverlauf eine
inhomogene Reifung mit massiven Quarkkern-Einschlissen. Die Reifung der Kontroll-
charge S2 vollzog sich wie auch von Feder (1981), beschrieben ohne Stérungen von aul3en
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nach innen. Nach drei Wochen war der Quarkkern fast vollstandig durchgereift. Daher ist
dieses Problem nicht auf die verwendete Quarkmasse zuriickzufiihren, obwohl auch ein zu
feinkorniger Quark zu dem beschriebenen Problem fihren kann (Wessinger, 1981). Eine
Erklarung hierfir kann die mangelnde Stoffwechselleistung der Hefe D. hansenii sein.

Der Reifungsverlauf der Kontrollcharge S2 verlief wie auch in der Literatur beschrieben
einheitlich von aulRen nach innen (Feder, 1981). Bereits nach dem Schwitzraum zeigte sich
eine 2mm dicke Hefeschicht, welche klar vom Quarkkern abzugrenzen war. Bei den tber
den Kulturkase eingebrachten Hefen handelte es sich um eine Hefemischflora, welche aus
unterschiedlichen Spezien bestand. Gleich nach dem Schwitzraum, bevor eine Kultur
aufgespruht wurde, war der Geruch dieser Versuchskése bereits harzertypisch. Dieses
konnte auf die Stoffwechselleistungen der unterschiedlichen Hefen zurtickzufihren sein,
welche durch Lipolyse und Proteolyse mit Einfluss auf die Aromabildung nehmen (Berger
et a., 1999; Marcellino et al., 2001; Martin et al., 2001). Nach dem Aufsprihen der
B. linens-Kultur konnte sich innerhalb von 24h auf der Oberflache eine Schmiere
etablieren. Die Analysen der Oberflachenflora zeigten, dass sich das gesamte
Keimspektrum, welche durch die Kulturkése eingebracht bzw. aufgespriht wurden,
etablieren konnte. Zusétzlich konnten in der Kontrollcharge S2 Microbacterium spp.
isoliert werden. Es war nicht moglich, Bakterien der Gattung Microbacterium spp. oder
Arthrobacter spp. im Kulturkése oder dem verwendeten Sauermilchquark nachzuweisen.
Dieses kénnte daran liegen, dass sie unterhalb der Nachweisgrenze von 107 KbE/g lagen
(Pichhardt, 1998). Als ein besonderes Problemfeld stellt bei den Sauermilchk&sen die
Staphylokokkenflora dar. Deswegen erfolgte fur die Charge S2 eine genauere
Differenzierung der isolierten Staphylokokken. Es zeigte sich, in Ubereingtimmung mit
den vorherigen Untersuchungen, dass der Hauptanteil durch die Spezies S. saprophyticus
gestellt wurde.

ChargeS3-+4

Wie aus den Ergebnissen der Versuchschargen S1/S2 abgeleitet werden kann, nimmt die
Hefeflora im starken Mal3e Anteil an der Reifung. Im Gegensatz zu Schnitt- und
Weichkése erfolgt die Produktion von Sauermilchkase nicht im kontinuierlichen
Verfahren. Der Produktionsablauf lésst sich in zwel Abschnitte teilen: der
Quarkherstellung und deren Weiterverarbeitung. Der Sauermilchquark stellt ein
Spezialprodukt dar, und wird nur von wenigen Molkereien produziert. Dieser Quark wird
nicht an den Endverbraucher, sondern zur Weiterverarbeitung zu Koch- und
Sauermilchkdse an unterschiedliche Kasereien abgegeben. Fir die Sauermilchkése
herstellung ist es ublich, den Quark unterschiedlicher Hersteller aufzukaufen und
vermischt fUr die Produktion einzusetzen. Zwar wird die Milch fur die Quarkherstellung
allgemein mit einer handelstiblichen thermophilen Sduerungskultur dickgelegt, aber neben
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den Milchsdurebakterien beinhaltet der Quark eine Vielzahl verschiedener Hefen.
Untersuchungen von Bockelmann et al. (2002) belegen, dass sich die Hefeflora von
Hersteller zu Hersteller unterscheiden, dhnlich wie die ,Hausflora® bel verschiedenen
Ké&sereien (Brennan et al., 2001; Eliskases-Lechner und Ginzinger, 1994; Marcellino et al.,
2001; Valdes-Stauber et al., 1997). In der Quarkmasse der verschiedenen Hersteller
konnten Hefen der Spezies Candida robusta, C. valida, C. krusei, Torulopsis candida,
Kluyveromyces marxianus nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde von Martin et al.
(2001) das Vorkommen von Kluyveromyces lactis und Geotrichum candidum beschrieben.
Trotz dieser Vielzahl von Hefen sind die Spezies K. marxianus und C. krusei als typische
Hefen des Sauermilchquarks anzusehen (Bockelmann et al., 2002; Engel und Roesch,
1995; Valdes-Stauber et a., 1997). Durch das Mischen der unterschiedlichen
Quarkchargen wird somit eine ausgewogene Hefenflora sichergestellt, entscheidend sind
dabei die Hefen K. marxianus und C. krusei.

Bel den Kasungsversuchen wurden zwei unterschiedliche Strategien verfolgt. In der
Charge S3 wurde ein keimarmer Sauermilchquark produziert, bei welchem die natirliche
Hefe- und Bakterienkeimzahl unter der Nachweisgrenze vonl(? KbE/g lag (Pichardt,
1998). In der Charge $4 wurde die Kesselmilch zusétzlich mit den typischen Hefen der
Spezies K. marxianus und C. krusei angeimpft (je 10° KbE/ml). Das Animpfen der
Kesselmilch kommt den Bedingungen in einer Molkerei recht nahe. Hier wirde eine
»hatdrliche” Animpfung der Kesselmilch Uber die Luft und die verwendeten Geréte
erfolgen. Nach der Produktion des Sauermilchquarks schloss sich eine sechstégige
Lagerung bei 8°C an.

Die Weiterverarbeitung entsprach fur die Charge $4 den industriellen Bedingungen. Bei
der Charge S3 erfolgte im gleichen Arbeitsschritt mit der Zugabe der Reifungssalze das
Animpfen mit den Hefen K. marxianus und C. krusei (je 10° KbE/ml). Nach Fertigstellung
wurden die Grundquarkmassen geteilt, und je eine Halfte mit dem proteolytisch aktiven
S sciuri subsp. sciuri (Charge S3/$4), die andere mit dem proteasenegativen S. equorum
(Charge S3a/S4a) in einer Konzentration von 10° KbE/ml angeimpft. Nach der
Ausformung gelangten die Kase in den Schwitzraum (30°C; 98% rLf, 24h). Alle
Versuchskése zeigten eine sehr gute Entsduerung der Oberflache. Innerhalb von einem Tag
erreichten alle Versuchskase einen pH-Wert im Bereich von 7,0. Es konnte jedoch
Unterschiede in der Ausbildung der Hefeschicht und in der Aromaentwicklung beobachtet
werden. Fir die Charge S4/S4a ergab sich eine deutliche Trennung zwischen Quarkkern
und der ca. 2mm dicken aufgeklarten Hefeschicht. Der Geruch aller Versuchskase dieser
Charge hatte bereits harzertypische Komponenten. Bei den Chargen S3/S3a zeigte sich,
wie auch schon in Charge S1, eine inhomogene Aufklarungsregion, die den gesamten
Jungk&se durchzog; der Geruch hatte keine harzertypischen Komponenten. Deutlicher
wurde der Einfluss zum Ende der Reifung nach zwei Wochen. Obwohl alle Chargen gleich
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behandelt worden waren, konnten erhebliche Unterschiede im Erscheinungsbild sowie der
Sensorik festgestellt werden. Die Sauermilchkase, welche aus dem mit Hefen vorgereiften
Quark produziert wurden, erflillten alle Kriterien eines qualitativ guten Harzers. Im
Gegensatz dazu zeigten die Kase, welche aus einem keimarmen Quark mit spéter
Hefeanimpfung hergestellt wurden, eindeutige Méngel im Erscheinungsbild und Sensorik.

Die in die Quarkmasse eingebrachten Staphylokokken, als auch die aufgesprihte B. linens
Kultur, nahmen nur im geringen Mal3 Einfluss auf das Erscheinungsbild der Kase. In
beiden Versuchsansétzen zeigte sich, dass bel Einsatz des proteolytische aktive S sciuri
subsp. sciuri (Staph4) die Kaseoberflache schmierig und feucht erschien. Im Gegensatz
dazu wurde bei Einsatz des proteasenegativen S equorum (Staph2) eine trockene
Oberflache erhalten, was als ein erwiinschtes Erscheinungsbild angesehen wird und
Vortelle bel der Verpackung und Lagerung mit sich bringt. Fir eine bessere
Produkthygiene konnte es eine Lésung sein, die 6kologische Nische des auf Lebensmitteln
unerwiinschten S. saprophyticus durch den unbedenklichen S equorum zu besetzen.

Des weiteren konnte aus diesen Ergebnissen abgeleitet werden, dass die ,Vorreifung®
einen grof3en Einfluss sowohl auf den Reifungsverlauf, als auch auf die Aromaentwicklung
der Sauermilchkase hat. Durch die proteolytische Aktivitdt der Hefeflora wird
wahrscheinlich erst das einheitliche Durchreifen der K&se von auf3en nach innen
ermoglicht. Ebenso scheint der Hauptanteil der Aromabildung bei den Hefen zu liegen. Es
ist hinreichend bekannt, dass Hefen unterschiedliche Ester, Alkohole und Aldehyde bilden,
welche sensorisch nachweisbar sind (Martin et al., 2001; Petersen et al., 2002). Weitere
Untersuchungen belegen, dass einige Hefen in der Lage sind, ahnliche schwefelhaltige
Verbindungen zu bilden wie B. linens (Arfi et al., 20033, b; Berger et al., 1999). Fur die
Produktion von Sauermilchk&se bedeutet dieses, dass bereits bei der Quarkherstellung eine
gezielte Kontrolle der Hefeflora einsetzen sollte. Weiter ergibt sich die Frage, in wieweit
es moglich sein wird, Sauermilchkase im kontinuierlichem Verfahren herzustellen, da die
,Vorreifung offensichtlich einen wichtigen Produktionsschritt darstellt. Ob es moglich ist,
durch den Einsatz definierter Hefekulturen eine Abanderung zu schaffen, wére zu
untersuchen. Eine weitere Mdoglichkeit die ,Vorreifung” zu verkirzen oder gar zu
umgehen konnte kdnnte eine Anpassung der Starterkultur zu Dicklegung der Milch sein.
Untersuchungen dazu liegen noch nicht vor.
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4.5 Molekulare Differenzierung und I dentifizierung von
Rotschmier ebakterien

Die Entwicklung definierter Starterkulturen fur oberflachengereifte Kase erfordert zum
einen Kenntnisse Uber die mikrobielle Zusammensetzung der Bakterienflora gereifter
Rotschmierekdse, zum anderen muss die Effizienz der eingesetzten Starterkultur im
Reifungsverlauf Uberprift werden konnen. Da die Ké&sereifung unter unsterilen
Bedingungen erfolgt, mussten geeignete Methoden entwickelt werden, mit deren Hilfe eine
sichere Identifizierung der bakteriellen Rotschmiereflora ermdglicht werden konnte.

Eine Differenzierung von Bakterien aufgrund von morphologischen und physiologischen
Merkmalen ist meist nicht mdglich. So bilden coryneforme Bakterien den Hauptanteil der
Oberflachenflora (Hoppe-Seyler, 1998, Bockelmann, 2002, Brennanet al., 2002). Eine
Identifizierung der eingesetzten Gattungen Uber die Pigmentierung erwies sich als
unzuverlassig, da sowohl bei den Corynebacterium spp., als auch bei Brevibakterien und
Arthrobacter spp. cremefarbene Stamme anzutreffen sind.

Ein in der Laborpraxis gebrauchliches Identifizierungssystem sind biochemische Analysen
verschiedener Stoffwechselleistungen, angeboten in Testkits der Firma BioMérieux ,
Frankreich (API, ID). Die Untersuchungen von biochemischen Stoffwechselleistungen
dienen priméar der Charakterisierung der Bakterien auf Gattungs- und Speziesebene. Bel
Anwendung dieser Methode ergaben sich insbesondere im Bereich der Klassifizierung von
coryneformen Bakterien unzuverldssige, bis zweifelhafte Profile (Tenover et al., 1995,
Turbett u. Sellner, 1996). Ebenfalls der bei Staphylokokken verwendete physiologische
Test Staph ID32 zeigte sich fir Koagulase-negative Staphylokokken als ungenau
(Renneberg et al., 1995; Irlinger et al., 1997; Rossi et al., 2001). Der Grund dafur durfte
darin liegen, dass dieses System der Identifizierung nicht auf lebensmitteltechnologisch
wichtige Keime abgestimmt, sondern auf Kklinisch relevante Mikroorganismen
zugeschnitten wurde (Busse et al., 1996). Typisierungsmethoden, die phanotypische
Unterschiede beurteilen, sind grundsétzlich durch die Fahigkeit von Mikroorganismen, die
Expression von Genen zu verandern, limitiert. Sie weisen im allgemeinen eine niedrige
Unterscheidungskraft auf. Genotypische Typisierungsmethoden nehmen, aufgrund ihrer
hohen Unterscheidungskraft, an Bedeutung zu. Im Laufe der vergangenen Jahre wurden
zunehmend genotypisierende Methoden zur Iderntifizierung von epidemiologisch
bedeutsamen Bakterien eingesetzt (Tenover et al., 1995). Dieses ertffnet auch neue Wege
in der Typisierung fur milchwirtschaftlich wichtige Bakterien aus Rohmilch, sowie den
unterschiedlichen Milchprodukten (Bouton et al, 1998; Corroler et al., 1998; Giraffaet al.,
1998; Mannu et al., 2000; Satokari et al., 2001). Zur Differenzierung und Identifizierung
der bakteriellen Rotschmiereflora, welche sich hauptséchlich aus coryneforme Bakterien
der Gattungen Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium und Microbacterium
zusammensetzt, die mit phanotypischen Analysen nicht eindeutig zu identifizieren sind,
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kamen bereits unterschiedliche Methoden der Molekularbiologie zur Anwendung. Es
wurde Uber Kolonie-Hybridisierung, Sequenzierung der 16S rRNA (Kolloffel et al., 1997;
Burri, 1999), sowie Uber RAPD-PCR (Brennan et al., 2002) versucht, eine moglichst
sichere und schnelle Differenzierung zu erreichen. Die Anforderungen, die an
|dentifizierungsmethoden zu stellen sind, sind eine gute Reproduzierbarkeit, und eine
einfache Auswertung der Ergebnisse. Einige Verfahren sind schwer durchzufihren, und
zeigen eine schlechte Reproduzierbarkeit (Turbett u. Sellner, 1996).

In den durchgefiinrten Analysen erfolgte eine Differenzierung der Rotschmierebakterien
auf Gattungs- und Speziesebene Uber die rRNA. Dieser Bereich eignet sich zur Taxonomie
von Bakterien, wie schon von Grimont und Grimont (1986) beschrieben. Urspringlich
wurde die rRNA nur fur die Taxonomie von Bakterien eingesetzt. Dieser Bereich wurde
jedoch mehr und mehr zur Spezies-Identifizierung in Anwendung gebracht (Bjorkroth et
a., 1999; Lee et a., 1997). Innerhalb der rRNA lassen sich abhéngig von der
Mutationsrate im Verlauf der Entwicklungsgeschichte konservierte, semikonservierte und
variable Abschnitte unterscheiden, wobei sich die variablen Bereiche zur artspezifischen
Identifizierung eignen. Semikonservierte Bereiche erlauben hingegen eine Unterscheidung
von Gattung und Spezies.

Basierend auf der Arbeit von Vaneechoutte et al. (1992) sollten die unterschiedlichen
Bakterienarten der Rotschmiereflora mit den beschriebenen Universalprimern bestimmt
werden. Diese Methode beruht auf Restriktionsanalysen amplifizierter rDNA-Bereiche
verschiedener Bakterien (16S-, 16S-23S-Zwischenregion und Telle der 23S rDNA). Fir
die Gattungen Brevibacterium spp. und Corynebacterium spp. wurde kein Amplifikat fur
den beschriebenen Bereich erhalten. Bel diesen Gattungen erfolgte eine Amplifikation fast
der gesamten 16S rDNA. Wie auch schon fur andere Bakterien beschrieben, ist anhand von
Restriktionsanalysen dieses kleineren Bereiches eine Differenzierung moglich (Brim et al.,
1999; Carlotti und Funke, 1994; Giraffa et al., 1998; Ingianni et al., 1997; Lee et a., 1997,
Matar et al., 1999; Satokari, 2001, 2003; Vaneechoutte et al., 1995).

Auf Gattungsebene war eine Differenzierung zwischen coryneformen Bakterien und
Staphylokokken mit den Restriktionsenzymen EcoRV mdglich. Die Analyse der in
Datenbanken niedergelegten 16S rRNA Sequenzen, einer Vielzahl coryneformer Bakterien
und Staphylokokken zeigte, dass alle coryneformen Bakterien eine ECORV Schnittstelle
innerhalb der 16S rRNA-Sequenz um Position 670bp aufweisen. Bel den Staphylokokken
fehlt eine Base in der Erkennungssequenz dieses Restriktionsenzyms

Auf Gattungsebene konnte fur Staphylokokken mit dem Enzym Smal ein spezifisches
Fragmentmuster erhalten werden. Eine Abgrenzung innerhalb der coryneformen Bakterien
erfolgte einerseits durch die divergierenden Langen der amplifizierten Bereiche. Bei der
Gattung Arthrobacter spp. ergab sich ein Amplifikat mit einer Lange von 2,7 kb, bei
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Microbacterium spp. war dieses um 300 bp verkirzt. Mit dem Restriktionsenzym EcoRV
war fur beide Gattungen ein jewells typisches Restriktionsmuster zu erhalten. Die
Gattungen Brevibacterium und Corynebacterium zeigten ein tbereinstimmendes Fragment
mit einer Lange von 1,5 kb. Fir Brevibacterium konnte durch die Hydrolyse mit der Apal,
bei Corynebacterium spp. mit Accl und EcoRI ein gattungsspezifisches Fragmentmuster
erhalten werden. Alle Befunde stehen mit denen aus den Sequenzdaten der
EMBL-Datenbank (http://www.dove.embl-heidelberg.de) abgeleiteten Ergebnissen in
Ubereinstimmung.

Eine Differenzierung der Spezies Arthrobacter sulfureus, A.citreus, A.globiformis,
A. nicotianae und A. rhombi war durch die Restriktion mit den Endonukleasen Dralll und
Ncil mdglich. Bei den getesteten Oberflachenisolaten CA12 und CA13 handelte es sich um
Stdmme, die anhand partieller 16S rRNA-Sequenzierung (Bockelmann et al., 1997a)
vorerst als Arthrobacter spp. und A. globiformis klassifiziert, und nach erneuter
Uberprifung (G. Smit, NIZO; personliche Mitteilung) der Spezies A. nicotianae
zugeordnet wurden. Es wurde davon ausgegangen, dass alle gelbpigmentierten Kolonien
auf der Késeoberflache, Stdmme der Spezies A. nicotianae sind (Bockelmann et al.,
1997a). Durch die Restriktionsanalysen konnte eine Zuordnung der Késeisolate CA13 und
CAl14 zur Spezies Arthrobacter nicotianae bestétigt werden. Eine Zugehdrigkeit der
gelbpigmentierten Oberflachenisolate CA12 und CA15 zur Gattung Arthrobacter war
hingegen nicht moglich. Bereits der von Vaneechoutte et a. (1992) beschriebene Bereich
erbrachte in der PCR eine abweichende Amplifikatlange von 2,4 kb, statt 2,7 kb. Durch
Restriktionsanalysen konnte gezeigt werden, dass sich die genannten Stamme deutlich von
den Spezies der Gattung Arthrobacter spp. unterschieden. Durch Sequenzierungen und
Restriktionsanalysen konnte eine Zuordnung der Oberfl&chenisolate zu der von Brennan et
al. (2001) beschriebenen neuen Spezies Microbacterium gubbeenense erfolgen. Weitere
Restriktionsanalysen gelbpigmentierter Isolate von unterschiedlichen Rotschmierekésen,
welche kommerziell hergestellt worden waren, zeigten, dass sowohl Arthrobacter spp., as
auch Microbacterium von der Oberflache isoliert werden konnen. Aus der
gelbpigmentierten Oberflachenfraktion isolierte Brennan et al. (2002) zusétzlich Stamme
der Spezies Corynebacterium flavescens. In dieser Arbeit konnte kein Nachweis eines
gelbpigmentierten C. flavescens Stammes erbracht werden.

Bei den untersuchten Staphylokokken Arten war auch eine Differenzierung auf
Speziesebene moglich. Desweiteren konnten auf Subspeziesebene Staphylococcus sciuri
subsp. sciuri und S. sciuri subsp. lentus unterschieden werden. In Ubereinstimmung mit
Vaneechoutte et a. (1992) und Giraffa et al. (1998) bestétigen diese Ergebnisse, dass mit
ARDRA eine ldentifizierung auf Spezies- und Subspeziesebene erreicht werden kann.
Untersuchungen von Moschetti et al. (1997) zur Genotypisierung verschiedener
Lactobacillus delbrueckii Subspezies lief3en eine Differenzierung unterhalb der
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Subspeziesebene Uber ARDRA nicht zu. Eine weitere Methode zur Differenzierung
unterschiedlicher Speziesist die Amplifikation der 16S— 23S Zwischenregion (Jenes et a.;
1993). Die Zwischenregion zeigt signifikante Léangeunterschiede und Sequenz-
polymorphismen sowohl auf Gattungs- als auch auf Speziesebene. Diese Methode wurde
bereits fur eine Vielzahl unterschiedlicher Gattungen in Anwendung gebracht (Chen et al.,
2000; Barry et al., 1991; Couto et al., 2001). Eine Differenzierung anhand der 16S5-23S
rRNA Zwischenregion ermdglicht die Unterscheidung auf Speziesebene, unterhalb dieser
Ebene ist keine weitere Unterscheidung moglich (Mendoza et al., 1998). Fur die
Differenzierung unterschiedlicher Staphylokokken Spezies gelangte diese Methode bereits
in Anwendung (Jensen et al., 1993; Mendoza et al., 1998; Hauschild, 2001; Ross et al.,
2001). Die Amplifikate wiesen L angen zwischen 160bp und 1348bp auf (Hauschild, 2001).
Diese Léangenschwankungen innerhalb der Zwischenregionen konnten in dem nach
Vaneechoute e al. (1992) beschriebenen Bereich nicht beobachtet werden. Bei den
Untersuchungen anhand der internal-transcribed-spacer-Region (ITS-Region) zeigten sich
nicht nur Schwankungen zwischen den unterschiedlichen Spezies, sondern auch innerhalb
einer Spezies (Barry et al., 1991; Hauschild, 2001; Mendoza, 1998). Intraspezifische
Variationen der ITS Profile wurden fir S. aureus, S hyicus, S saprophyticus, S simulans,
S xylosus und S epidermidis beschrieben (Couto et al., 2001; Hauschild, 2001). Diese
Heterogenitét innerhalb der Spezies S. saprophyticus, S xylosus und S. epidermidis konnte
durch die durchgefuhrten Analysen mittels ARDRA nicht bestdtigt werden. In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen stehen die Studien von Jensen et al. (1993) und
Mendoza et al. (1998). Es zeigte sich, dass die Spezies mit der hdchsten phénotypischen
und genotypischen Ubereinstimmung S. xylosus und S. equorum sind, dieses wird durch
Ergebnisse verschiedener Autoren bestétigt (Bes et al., 2000;. Mendoza et al., 1998;
Schleifer et a., 1984).

Eine Differenzierung zwischen den Spezies Brevibacteriumlinens, B. epidermidis und
B. casal ist zum Teil bereits Gber die Pigmentierung moglich. Die Stdmme der Spezies
B. linens sind durch ihre orangefarbene Pigmentierung gut von den nicht pigmentierten
Stdmmen der Spezies B. epidermidis sowie B.casel zu unterscheiden. Ein weiteres
Kriterium der Eingruppierung zur Spezies B.linens ist der KOH-Test der die
orangefarbenen Kolonien in violett erscheinen lasst (Jones et a., 1973; Burri; 1999). Durch
die Hydrolyse der 16S rDNA mittels zweier Restriktionsenzyme, Aval und Xmnl, konnten
alle getesteten Spezies Uber das Ausschlussverfahren unterschieden werden (Cai und
Collins, 1994; Carlotti und Funke, 1994; Alves et al., 2002). Eine gute Trennung wurde
auch zwischen den nicht pigmentierten Spezies ereicht.

Fur Corynebacterium spp. erfolgte eine Differenzierung der Spezies C. ammoniagenes,
C.casel, C.mooreparkense, C.variabile, C.flavescens und C. kutscheri. Fir die
Identifizierung verschiedener Spezies dieser Gattung wurden bereits unterschiedliche
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Methoden in Anwendung gebracht. So arbeitete Aubel et al. (1997) mit der 16S23S rRNA
Zwischenregion, waéhrend Sjodén et al. (1998) eine Identifizierung anhand des
Zellwandaufbaues durchfiihrte. Spezies Identifizierungen innerhalb dieser Gattung
erfolgten oft durch die Sequenzierung der gesamten 16S rRNA. Diese Gattung zeichnet
sich durch eine grof3e phylogenetische Variabilitét innerhalb der 16S rRNA aus (Pascual et
a., 1995; Ruimy et al., 1995). Fur die Restriktionsanalyse wurde die bereits beschriebene
Sequenzheterogenitédt innerhalb der 16S rDNA genutzt. Zur eindeutigen Unterscheidung
der Spezies wurden, wie auch bel Vaneechoutte (1995), drel unterschiedliche
Redtriktionsansétze bendtigt. Zu Beginn der Arbeit standen die Spezies C. casei und
C. mooreparkense nicht zur Verfligung. Uber Restriktionsanalyse konnte fir einige
Késeisolate keine genaue Zuordnung erfolgen. Diese Isolate wurden urspringlich der
Spezies C. ammoniagenes zugeordnet. Es wurde bereits von Bjorkroth (1999) darauf
hingewiesen, dass die Restriktionsanalyse der 16SrDNA die Mdoglichkeit zur
Identifizierung potentiell neuer Spezies darstellt. Durch die Arbeit von Brennan et al.
(2001) wurden zwel neue Spezies auf der Oberflache von Rotschmierekase beschrieben.
Die Spezies C.case (DPC-5298-T) steht phylogenetisch C. ammoniagenes nahe.
Aufgrund von Restriktionsanalysen konnten die nicht Gbereinstimmenden Isolate dieser
»heuen® Spezies zugeordnet werden. Die zweite beschriebene Spezies C. mooreparkense
soll in enger Verwandtschaft zur Spezies C. variabile stehen.

Durch eine in silico- Kalkulation, der fir diese Spezies C. mooreparkense niedergelegten
Sequenzdaten wurde festgestellt, dass eine Unterscheidung zu C. variabile anhand der
Restriktionsenzyme Rsal und BspHI moglich sein sollte. Es zeigte sich jedoch, dass keines
der eingesetzten Enzyme eine Erkennungssequenz in dem amplifizierten Bereich aufwies.
Eine Vertauschung oder Verwechselung des Stammes C. mooreparkense kann
ausgeschlossen werden. Der Versuchsstamm wurde direkt nach der Lieferung separat
untersucht. Zur Uberpriifung des Ergebnisses erfolgte eine Wiederholung der
Restriktionsanalyse mit einem neubezogenen Stamm. Der erhaltene Stamm
C. mooreparkense zeigt eine sehr grof3e Homologie zu C. variabile. Inwieweit es sich bei
dem erhaltenen Stamme um den von Brennan et al. (2001) beschriebenen handelt ware
noch zu untersuchen.

Zu Beginn der Arbeit konnten zwei Kaseisolate der Gattung Staphylococcus spp. keiner
der getesteten Spezies zugeordnet werden. Uber partielle Sequenzierung der 16S rDNA
wurde ein Stamm der Spezies S xylosus zugeordnet (Burri,1999), ein weiterer Uber
ID32 Staph (BioMérieux) der Spezies S. equorum. Diese Isolate zeigten untereinander in
der Restriktionsanalyse ein Ubereinstimmendes Fragmentmuster. Durch partielle
Sequenzierung der 16S rDNA und einem Sequenzabgleich mit der EMBL-Datenbank,
erfolgte eine Zuordnung zu der von Place et al. (2002) beschriebenen Spezies S. succinus
subsp. casal.
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Das Kaseisolat Br8 wurde aufgrund der Pigmentierung (hellorange), sowie durch den von
Jones et al. (1973) beschriebenen KOH-Test der Spezies B. linens zugeordnet. Das
erhaltene PCR-Produkt sowie das ARDRA-Fragmentmuster zeigten an, dass dieser Stamm
einer anderen Gattung als auch einer anderen Spezies zugeordnet werden muss. Durch
partielle Sequenzierung ergab sich eine hohe Homologie zur Spezies Arthrobacter casel.
Die Stdmme der Spezies A. casei sind gelbpigmentiert und KOH-negativ (Place,
mindliche Mitteilung). Diese steht nicht in Ubereinstimmung mit den getesteten
Eigenschaften des Stammes Br8, der sich als KOH positiv erwies. Es sind daher noch
genauere Untersuchungen notwendig, um die Zugehdrigkeit von Br8 zu Spezies A. casel
zu bestatigen.

Im Verlauf der Analysen konnten Unterschiede im Restriktionsmuster isolierter Stamme
einer Spezies und dem Typstamm der Spezies festgestellt werden. Solche Unterschiede
wurden bereits fur einige Spezies beschrieben (Ingianni et al., 1997; Mora et a., 1998;
Manachini et al., 1998; Alves et al., 2002). Bei den getesteten Gattungen Brevibacterium
und Arthrobacter lief3en sich bei verschiedenen Spezies ahnliche Divergenzen beobachten.

Fur die Gattung Brevibacterium trat dieses Phanomen bei zwei Spezies auf. Die Spezies
B. linens, welches als typisches Rotschmierebakterium bezeichnet wird, erbrachte bei der
Hydrolyse der getesteten Stamme, mit Tagl zwei unterschiedliche Restriktionsmuster. Es
zeigte sich, dass kein gemeinsamer Genotyp vorlag. Bestétigt wird dieses Ergebnis durch
die Arbeit von Alves et al. (2002). Das Vorhandensein von zwei Genotypen innerhalb
dieser Spezies wurde bereits von Jones und Keddie (1986) beschrieben. Uber DNA-DNA
Homologie belegte Jones, dass zwei unterschiedliche Genotypen unter dieser Spezies
zusammengefasst sind. Uber Redtriktionsanalyse sollte eine Trennung zwischen dem
Genotyp, der ein identisches Fragmentmuster zur SpeziesB. casel erbrachte, nach Alves et
al. (2002) nicht moglich sein. Entgegen dieser Angabe konnte eine Differenzierung mit
dem Enzym Avall ereicht werden. Zu den bereits beschriebenen, unterschiedenen
Genotypen konnten durch die Restriktionsanalyse mit Xmnl (Abb.27) zwel zusétzliche
Gruppen unterschieden werden. Untersuchungen von Brennan et al. (2002) bestétigen die
Vermutung, dass noch zusétzliche Gruppen unter dieser Spezies zusammengefasst sind.
Als Besonderheit bei einer Gruppe trat ein Restriktionsmuster auf, welches eine
unvollsténdige Hydrolyse vermuten lief3. Dieses Ergebnis war jedoch reproduzierbar, und
auch durch wiederholte Hydrolyse nicht zu veréndern. Das Bandenmuster zeigte eine
zusétzliche 1000bp Bande. Eine mdgliche Erklérung wére, dass zwei unterschiedliche
Kopien des rrnA Operons amplifiziert wurden, welche unterschiedliche Sequenzen
aufwiesen. Es ist bekannt, dass mehrere Kopien der rrnA Operone vorliegen konnen
(Paetra et al.; 2002; Acinas et al., 2004). Es wurden jedoch noch nicht unterschiedliche
Sequenzen dokumentiert. Um Aussagen treffen zu konnen, missen weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Fir die Spezies Gordnerella vaginalis, sowie fir
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thermophile Bacillen, wurde bereits von Ingianni et al. (1997) und Mora et a. (1998)
beschrieben, dass mehrere Genotypen zu einer Spezies zusammengefasst sind.

Die zweite Spezies der Gattung Brevibacterium, welche diese Abweichung zeigte, war
B. casai. Bisher wurde diese Spezies als einheitlich beschrieben (Carlotti und Funke, 1994,
Collins et al., 1983; Alves et a., 2002). Bei der Restriktionsanalyse mit den Enzymen
Avall, Pstl und Dralll (Abb. 28) zeigten sich unterschiedliche Restriktionsmuster
zwischen dem Stamm B. casel DSM 9657, der aus dem klinischen Bereich isoliert wurde,
und dem Typstamm B. casel (DSM 20657-T), welcher aus dem milchwirtschaftlichen
Bereich stammte. Da nur zwel Stdmme dieser Spezies zur Verfigung standen, reicht es
nicht aus, um weitere Aussagen treffen zu konnen. Desweiteren zeigte der Typstamm
B. casal (DSM 20657-T) ein nicht mit der Datenbank tbereinstimmendes Fragmentmuster.
Eine Vewechselung des Stammes war ausgeschlossen, auch durch Neubezug des
Typstammes war das Ergebnis reproduzierbar.

Weitaus deutlicher war die Divergenz bei der Spezies Arthrobacter nicotianae. Die
Ergebnisse der Restriktionsanalysen mit Smal und Ncil (Abb. 13) erbrachten fur alle
getesteten Késeisolate, welche tber APl und partielle Sequenzierung als A. nicotianae
klassifiziert wurden, ein eigenes Fragmentmuster welches untereinander identisch war.
Dieses Bandenmuster stand in keiner Ubereinstimmung mit dem des Typstammes
A. nicotianae (DSM 20123) oder einer anderen getesteten Spezies dieser Gattung. Es
deutet darauf hin, dass es sich bei den Isolaten um eine eigene Gruppe handelt.

Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Um eine zuverlassige Uberpriifung der Funktionalitdt einer Starterkultur zu erhalten, ist
eine zuverlassige Stammtypisierung notwendig. Genotypische Verfahren untersuchen die
Ahnlichkeit des Genoms verschiedener Isolate, und kénnen so identische, nahe verwandte,
oder nicht in Beziehung stehende Stamme identifizieren. Eine besonders wichtige Methode
stellt die Pulsfeld-Gel-Elektrophorese (PFGE) dar. Dieses Verfahren wurde von Schwartz
und Cantor (1984) entwickelt und seither verbessert. Von verschiedenen Autoren wurde
die hohe Diskriminationsfahigkeit der Methode bei verschiedenen Infektionserregern
hervorgehoben (Satokari et al., 2003; Singh et al., 1999). Die Pulsfeld-Gel-Elektrophorese
wurde bereits fur die Identifizierung von Lebensmittelkontaminanten (Cloak et a., 2002;
Miriagou et al., 2002) und zur ldentifizierung von technologisch wichtigen Bakterien
verwendet (Moschetti et a. 1997; Johansson et al., 1994).

Um die praparierte DNA in relativ wenig grofe Fragmente zu schneiden, werden
Restriktionsendonukleasen eingesetzt, die selten schneiden, sogenannte ,rare cutter*. Ob
ein einzelnes Restriktionsenzym fir eine bestimmte DNA als ,rare cutter* geeignet ist,
lasst sich anhand des GC-Gehaltes der jeweiligen DNA abschédtzen. Dieser liegt fur
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Brevibacterium spp. bei 60-64 Mol%, fur Arthrobacter spp. bei 59-66 Mol%, fur
Microbacterium spp. zwischen 69-75 Mol%. Corynebakterien haben in der Gruppe mit 51-
60 Mol% den niedrigsten GC-Gehalt. Bei diesen Gattungen schneiden Restriktionsenzyme,
deren Erkennungssequenz im wesentlichem aus A und T bestehen, besonders selten.
Geeignete ,rare cutter* sind somit Ascl, Spel und Dral. Die zu typisierenden coryneformen
Bakterien wurden durch die Enzyme Ascl und Spel typisiert. Fir eine bessere
Identifizierung sollten weitere Restriktionsenzym getestet werden, welche zu einer
geringeren Anzahl von Fragmenten fuhren. Bel den Staphylokokken liegt der G+C-Gehalt
der DNA zwischen 30-39 Mol%. Bei dieser Gattung wurde bereits erfolgreich das Enzym
Smal zur Hydrolyse eingesetzt.

Die Stdmme der Spezies B. casei wurden Uber PFGE typisiert. Der Typstamm B. casei
DSM 20657-T und der Stamm DSM 20658 wurden von Collins et al. (1983) beschrieben.
Der Typstamm war von der Oberflache eines Chedders, der zweite beschriebene Stamm
aus Rohmilch isoliert worden. Diese beiden Stamme zeigten in der PFGE ein identisches
Fragmentmuster, womit es sich also um den selben Stamm handeln muss (Tenover et al.,
1995). Der dritte getestete B. casei Stamm DSM 9657 wurde aus dem klinischen Bereich
(Carlotti und Funke, 1994) isoliert. Er erbrachte in der PFGE ein eigenes Fragmentmuster.
Zur Differenzierung und Einordnung dieser Spezies ist es notwendig, weitere Stdmme
dieser Spezies zu testen, um genauere Aussagen treffen zu konnen.

Bei der Stammdifferenzierung der Spezies Arthrobacter nicotianae mittels PFGE zeigten
die Kéaseisolate grofRere Ahnlichkeit untereinander als zum Typstamm. Da diese Methode
der Stammtypisierung keine Erkenntnisse in der Spezies-Diskriminierung bringt, aber eine
Beziehung zwischen den einzelnen Stdmmen in Bezug auf ihre Verwandtschaft darstellt
(Descheemaeker et al., 1997), lasst sich vermuten, dass die Késeisolate untereinander
ndher verwandt sind, als mit dem Typstamm, welcher im Jahre 1956 von einer
Tabakpflanze isoliert wurde. Die gleiche Beobachtung ist von Brennan et al. (2002) fur
C. ammoniagenes beschrieben worden. Mittels PFGE konnten sie zeigen, dass isolierte
Stamme aus einem Habitat untereinander eine groRere Ahnlichkeit aufwiesen als zum
Typstamm. Diese fuhrte schliefdlich zur Beschreibung der neuen Spezies C. casal. Es
sollten daher zusétzliche  Untersuchungen durchgefihrt werden, inwieweit die
Klassifizierung der K&seisolate zur Spezies A. nicotianae aufrechterhalten werden kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund immer wieder auftretender Reifungsprobleme bei Rotschmierek&se war es
notwendig, die initiale Entsduerung der K&seoberflache, sowie die Reifungsbedingungen
zu optimieren und neue Oberflachenstarterkulturen zu entwickeln. Um eine
schnellstmogliche Entsduerung der Késeoberflache zu gewdhrleisten, wurden
unterschiedliche Hefeisolate aus Rohmilch und Milchprodukten auf ihre Fahigkeit zur
Alkalisierung von Milchmedien bei unterschiedlichen Temperaturen getestet. Die
Alkalisierungseigenschaften der Hefen, die fir weitere K&seversuche eingesetzt wurden,
waren deutlich besser als die der zur Zeit verfigbaren kommerziellen Hefen verschiedener
Kulturenhersteller.

Salzbader von Kéasereien erwiesen sich als natirliche Anreicherungsguelle fur Hefen und
lebensmitteltaugliche  Staphylokokken (D. hansenii, S equorum). Die maximalen
Konzentrationen fiir beide Mikroorganismen lag bei ca. 10° KbE/ml. Der gezielte Einsatz
von D. hansenii und S. equorum im Salzbad bei V ersuchskéseproduktionen zeigt, dass die
Salzbad-Mikroflora in den ersten Tagen der Kasereifung eine Schutzfunktion gegentiber
Schimmelkontaminationen erflillte. Fur den Reifungsstart erwies es sich von Vortell, die
Hefen und Staphylokokken bereits im Salzbad einzusetzen, da sich so eine verzogerte
Entsduerung der Ké&seoberflache vermeiden liels.

Bei Versuchskaseproduktionen im Labormalistab, als auch bei der Ubertragung in einen
Pilotmalistab konnte festgestellt werden, dass fir eine typische Reifung von Tilsiter Kéase
eine definierte Oberflachen-Reifungskultur bestehend aus D. hansenii, S equorum,
B.linens, C. casei und M. gubbeenense erforderlich ist. Mit Hilfe der Pulsfeld-
Gelektrophorese konnte nachgewiesen werden, dass sich die in der K&serei eingesetzten
definierten Oberflachenkulturen gegentiber der Hausflora durchsetzen konnten. In weiteren
Laborversuchen zur Oberflachenreifung von Weich- und Sauermilchkése kamen definierte
Starterkulturen aus dem Schnittk&sebereich in Anwendung. Die Reifung verlief fur die
Ké&sesorten untypisch. Die Ausbildung der sortenspezifischen Merkmale wie Farbe und
Aroma unterblieben.

Eine Oberfléchenreifungskultur fur Weichk&se sollte die Hefen D. hansenii und
Geotrichum candidum sowie verschiedene coryneforme Bakterien enthalten. Der Einsatz
von B. linens, M. gubbeenense, A. rhombi, Halomonas spp. und Corynebacterium casei in
verschiedenen Zusammensetzungen zeigte nur wenig Einfluss auf die Farb- und
Aromaentwicklung. Alle Versuchskdse wiesen eine mehr oder weniger typische
Orangefarbung mit den typischen, schwefligen Rotschmiere-Aromakomponenten auf. Der
wesentliche Unterschied zu geschmierten Schnittkésen war die Anwesenheit der Hefe
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G. candidum und der hohe Anteil gelbpigmentierter M. gubbeenense-Stdmme wahrend der
Ké&sereifung.

Fur die Reifung von Sauermilchkase (Gelbkésen) stellte ein entscheidender Faktor die
Hefeflora dar. Hier erwiesen sich Kluyveromyces marxianus und Candida krusei as
essentiell fir die Reifung. Diese mussten bereits der Kesselmilch zugegeben werden, um
bei der nachfolgenden Lagerung des Quarks vor der Weiterverarbeitung zu hohen
Konzentrationen heranwachsen zu kénnen. Ein kasereitauglicher Sauermilchquark enthielt
ca 10° KbE/g fir beide erwshnten Spezies. Die bakterielle Rotschmiereflora von
Sauermilchkdsen entsprach mehr der von geschmierten Schnittkdsen mit hohen
Konzentrationen an beige pigmentierten Corynebakterien Spezies. Die sauermilchkése-
typische Verunreinigung von Staphylococcus saprophyticus konnte durch den Einsatz von
S equorum vermieden werden.

Eine Identifizierung der Rotschmierebakterien erfolgte Uber molekularbiologische
Methoden. Uber ARDRA wurde eine Identifizierung auf Speziesebene mittels PFGE auf
Stammebene durchgefiihrt. ARDRA wurde fir Spezies und Stdamme der Gattung
Brevibacterium, Corynebacterium, Saphylococcus, Arthrobacter und Microbacterium
etabliert. Zur Differenzierung wurde fur Saphylococcus, Arthrobacter und
Microbacterium durch Verwendung von Universalprimern ein Bereich amplifiziert,
welcher die 16S, 16S-23 Spacer Region, sowie einen Teil der 23S rRNA umfasste. Dabel
wurde fur Staphylococcus und Microbacterium ein 2,4 kb langes, fur Arthrobacter ein
2,7kb langes PCR-Fragment erhalten. Fur die Gattungen Corynebacterium und
Brevibacterium wurde fast der gesamte Bereich der amplifizierten 16S rDNA zur
Restriktionsanalyse herangezogen. Fir beide Gattungen ergab sich eine Fragmentlange von
1,5 kb.

Die Unterscheidung zwischen coryneformen Bakterien (Brevibacterium, Corynebacterium,
Arthrobacter und Microbacterium) und Staphylokokken war mit dem Restriktionsenzym
EcoRV und Smal mdglich. Mit EcoRV ergab sich fur Arthrobacter und Microbacterium
ein gattungsspezifisches Fragmentmuster, ApaRI ergab fur Brevibacterium, Accl und
EcoRI fur Corynebacterium ein gattungsspezifisches Fragmentmuster.

Die Differenzierung von 12 Staphylokokken Spezies, davon zwei Spezies mit einer
dazugehorigen Subspezies, war durch eine Kombination der Enzyme Hindlll und Xmnl
moglich. Die Differenzierung von funf Arthrobacter-Spezies war mit  dem
Restriktionsenzymen Dralll und Ncil mdglich. Dabei zeigten alle A. nicotianae-Stdmme,
die aus Kése isoliert worden waren, Unterschiede zum Typstamm A. nicotianae DSM
20123-T. Die Unterscheidung der gelbpigmentierten Arthrobacter von den
gelbpigmentierten Microbacterium-Spezies war bereits tber die Grof3e des PCR-Produktes
moglich (2,4/2,7 kb). Weiterhin konnte durch den Einsatz des Restriktionsenzyms die aus
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Kése isolierten Stamme der neu beschriebenen Spezies Microbacterium gubbeenense
zugeordnet werden. Fir die Differenzierung von sechs Corynebacterium-Spezies mussten
die Enzyme Aval, Xmnl und Haelll eingesetzt werden. Die Spezies C. variabile und
C. moor eparkense konnten nicht unterschieden werden.

Brevibacterium Spezies erwiesen sich als genetisch sehr heterogen. Die Differenzierung
der getesteten Typstamme von drei Brevibacterium-Spezies war mit den Enzymen Aval
und Xmnl mdglich. Die Analyse einer grof3en Zahl von B. linens-Stdmmen, isoliert aus
Milchprodukten zeigte, dass mit Hilfe der Restriktionsanalyse durch Xmnl mindestens
zwei Genotypen und mehr als zwei rRNA Operons in dieser Spezies vorhanden sein
muissten.

Zur Stammdifferenzierung wurden Restriktionsenzyme eingesetzt, die die chromosomale
DNA in moglichst wenig Fragmente schnitten. Es ergaben sich fir alle eingesetzten
Stamme der Spezies stammspezifische Restriktionsschnittmuster der chromosomalen
DNA. Fur Brevibacterium, Corynebacterium, Arthrobacter und Microbacterium wurde mit
Ascl, fur Staphylococcus mit Smal eine Restriktionsanalyse durchgefihrt.
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6 SUMMARY

Due to recurring ripening problems in red mould cheeses it was necessary to optimise the
conditions of ripening and the initial deacidification of the cheese surface, and to develop
new surface starter cultures. In order to ensure the fastest possible deacidification of the
cheese surface, various different yeast isolates from raw milk and milk products were
tested for their ability to alkalise milk media at different temperatures. The alkalising
properties of the yeasts, which were used for further tests on cheeses, were considerably
better than those of the commercial yeasts currently available from various different
culture manufacturers.

Cheese brine proved to be a natural source of enrichment for yeasts and staphylococci
suitable for food (D. hansenii, S equorum). The maximum concentrations for both micro-
organisms was approx. 10° KbE/ml. The targeted use of D. hansenii and S equorum in the
salt bath in cheese production tests revealed that the salt bath microflora performed a
protective function in the first few days of cheese ripening compared to mould
contamination. It proved advantageous for the beginning of the ripening process to place
the yeasts and staphylococci in the salt bath, since this prevented the delayed
deacidification of the cheese surface.

In both lab-scale cheese production tests and transferred to a pilot scale it was ascertained
that a defined surface ripening culture consisting of D. hansenii, S. equorum, B. linens, C.
casel and M. gubbeenense is required for typical ripening of Tilsiter cheese. With the
assistance of pulsed field gel electrophoresis, it was proven that defined surface cultures
used in cheese dairies were able to assert themselves against house flora. Defined starter
cultures from the field of hard cheeses were also used in further lab tests on the surface
ripening of soft and sour milk cheeses. The ripening for these sorts of cheese proceeded in
an untypical manner. The formation of features specific to the cheese sorts, such as colour
and aroma, did not occur.

The yeasts D. hanenii and Geotrichum candidum, as well as various different coryne-form
bacteria, are purported to contain a surface ripening culture for soft cheese. The use of B.
linens, M. gubbeenense, A. rhomni, Halomonas sp. and Coynebacterium casel in a variety
of compositions had only a dlight influence on the development of colour and aroma. All
test cheeses revealed a more or less typical orange coloration with the typical, sulphurous
red mould aroma components. The main difference to the smear cheeses was the presence
of the yeast G. candidum and the high amount of yellow pigmented M. gubbeenense strains
during cheese ripening.
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The yeast florawas a decisive factor in the ripening of sour milk cheeses (yellow cheeses).
Kluyvermomyces marxianus and Candida krusel proved to be essential for the ripening of
such cheeses. These had to be added to the tank milk to alow the growth of high
concentrations in the subsequent storage of the curds prior to further processing. Sour milk
curds suitable for a dairy contained approx. 10" KbE/g for both mentioned species. The
bacterial red mould flora of sour milk cheeses corresponded more to that of smear cheeses
with high concentrations of beige pigmented Corynebacterium species. The contamination
of Staphylococcus saprophyticus, typical in sour milk cheeses, could be prevented by the
use of S equorum.

Identification of the red mould bacteria took place via molecular biological methods.
ARDRA was used to identify the bacteria at a species level, whereas PFGE was used for
the strain level. ARDRA was established for the species and strains of the genera
Brevibacterium, Corynebacterium, Saphylococcus, Arthrobacter and Micobacterium. For
differentiation purposes, an area was amplified using universal primers for Staphyl ococcus,
Arthrobacter and Micobacterium which comprised the 16S, 16S-23 spacer region as well
as part of 23S rRNA. A PCR fragment length of 2.4 kb and 2.7 kb was obtained for
Saphylococcus and Micobacterium, and for Arthrobacter, respectively. For the genera
Corynebacterium and Brevibacterium almost the whole area of the amplified 16S rDNA
was used for the restriction analyss. A fragment length of 1.5 kb was obtained for both
genera

It was possible to differentiate between coryneform bacteria (Brevibacterium,
Corynebacterium, Arthrobacter and Microbacterium) and Staphylococci with the
restriction enzyme EcoRV and Smal. With EcoRV, a genus-specific fragment pattern was
obtained for Arthrobacter and Microbacterium, whereas ApaRI revealed a genus-specific
fragment pattern for Brevibacterium, and Accl and EcoRV for Corynebacterium.

The differentiation of twelve Staphylococci species, two of which with a subspecies, was
possible using a combination of the enzymes Hindlll and Xmnl. The differentiation of five
Arthrobacter species was possible with the restriction enzymes Dralll and Ncil. All
A. nicotianae strains that were isolated from cheese revealed differences to the type strain
A. nicotianae DSM 20123-T. The differentiation of the yellow pigmented Arthrobacter
from the yellow pigmented Microbacterium species was possible through the size of the
PCR product (2,4/2,7 kb). Furthermore, through the use of the restriction enzyme, it was
possible to classify the strains isolated from the cheese to the newly described species
Microbacterium gubbeenense. The enzymes Aval, Xmnl and Haelll had to be used for the
differentiation of six Corynebacterium species. It was not possible to differentiate between
the species C. variabile and C. mooreparkense.
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Brevibacterium species proved to be genetically very heterogeneous. The differentiation of
the tested type strains of three Brevibacterium species was possible with the enzymes Aval
and Xmnl. The analysis of a large number of B. linens strains isolated from milk products
revealed that, with the assistance of restriction analysis by Xmnl, at least two genotypes
and more than two rRNA operons must be available in these species.

Restriction enzymes were used for the strain differentiation that cut the chromosomal DNA
into the smallest possible fragments. Strain-specific restriction patterns of the
chromosomal DNA were yielded for all used strains of the species. A restriction analysis
for Brevibacterium, Corynebacterium, Arthrobacter and Microbacterium, and for
Saphylococcus were carried out with Ascl and Smal, respectively.
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7 AUSBLICK

Durch das Pilotprojekt konnte gezeigt werden, dass der Einsatz einer definierten
Starterkultur fir oberflachengereifte Ké&se durchaus eine Alternative zum traditionellen
»Alt-Jung-Schmierverfahren® darstellen kann. Durch die im ersten Versuchsdurchlauf
auftretenden Probleme wurde deutlich, dass noch Optimierungsarbeiten im Bereich der
Kulturenherstellung erfolgen sollten. Aufgrund der positiven Ergebnisse im Pilotprojekt
sollten weitere Mehrstamm- Reifungskulturen auf ihre Anwendbarkeit hin getestet werden.
Bel den Versuchen wére eine Kontrolle der gebildeten Aromakomponenten von Interesse.
Falls eine deutlich geringere Konzentration der typischen schwefelhaltigen Komponenten
nachzuweisen wére, sollte Uber eine Zugabe der notwendigen Aminosduren (Methionin
und Cystein) zum Schmierwasser nachgedacht werden. Da dieses recht kostenintensiv ist,
konnte versucht werden, durch eine Eiweif3anreicherung im Schmierwasser z.B. durch
Zugabe der aufgefangen Staubverluste beim Ké&sungsvorgang, einen ahnlichen Effekt zu
erzielen.

Es zeigte sich bel den Versuchen, dass durch die Zusammengellung der bakteriellen
Arbeitsschmiere ein grofRer Einfluss auf das Erscheinungsbild und die Aromen der Kase
genommen werden konnte. Inwieweit es moglich ist, durch die Zusammenstellung
unterschiedlicher Stamme ein vorgegebenes Zielprodukt zu erreichen, miisste in weiteren
Versuchen tberprift werden. Bei den Reifungsversuchen fir Weich- und Sauermilchkéase
ergab sich als zusétzlicher Einflussfaktor die Hefeflora. Die Aromakomponenten welche
von Geotrichum candidum gebildet werden, sind mit denen von Brevibacterium linens zu
vergleichen. Der charakteristische Geschmack der Weichkédse der einzelnen Késereien
wird stark von dieser ,Hauseigenen® Hefe beeinflusst. Hier wére eine genaue
|dentifizierung der , Kasereieigenen® G. candidum von Interesse. Ahnliches gilt auch fiir
die Hefemischflora des Sauermilchquarks. Hier stellen die Hefen K. marxianus und
C. krusal die entscheidende Hefeflora dar. Inwieweit die zusétzlich identifizierten Hefen
mit Einfluss auf die Reifung nehmen, ist noch nicht genau geklart.

Die Arbeit zur Erstellung einer definierten Reifungskultur fir oberflachengereifte Kése
sollte nicht die Vereinheitlichung dieser Produktgruppe zum Ziel haben. Es sollte vielmehr
die Produktsicherheit und eine gleichbleibende Qualitét gewdahrleistet werden. Um die
Variationsbreite der einzelnen Késesorten zu gewéhrleisten, bedarf es genauerer Analysen
der einzelnen Stamme der Hausflora. Diese Bakterien und Hefen missten gesichert, und
bei Bedarf der Késerei wieder zur Verfigung gestellt werden.
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Bel den molekularbiologischen Untersuchungen haben sich neue Fragestellungen im
Bereich der Spezies Arthrobacter nicotianae, A. casel, Brevibacterium linens und B. casei
ergeben.

Fur die Spezies A. nicotianae und B. casei konnte in den molekularbiologischen
Untersuchungen keine Ubereinstimmung zwischen den getesteten Typstammen und den
Isolaten, bzw. bel B. casel, mit dem kommerziell erhdltlichen Stamm erzielt werden. Bei
der Spezies A. nicotianae zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den aus dem
milchwirtschaftlichen Bereich stammenden Isolaten, und dem Typstamm, welcher von
einer Tabakpflanze isoliert wurde. Es muss geklért werden, in welcher Beziehung die
Isolate zu dem Typstamm stehen und inwieweit die momentane Klassifizierung noch
Gliltigkeit hat. Fir die Uberprifung der Spezies B.casei war die Anzahl der
Vergleichsstdmme nicht ausreichend um Aussagen Uber eine mogliche Varianz innerhalb
dieser Spezies zu treffen. Um weitergehende Aussagen treffen zu kénnen, muss die Anzahl
der Vergleichsstdmme erweitert werden.

Die Heterogenitét der Spezies B. linens wurde bereits mehrfach beschrieben. Bisher wurde
fur diese Spezies der Nachweis fur die Existenz zweier unterschiedlicher Genotypen
erbracht. Im Verlauf dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine grof3ere Divergenz
innerhalb dieser Spezies vorliegt. Inwieweit es sich um unterschiedliche Genotypen
handelt, bedarf weiterer Untersuchungen. Fir eine Gruppe scheint es so zu sein, dass
unterschiedliche Kopien der rrnA Operone vorliegen. Hier bedarf es weiterer
Untersuchungen, um genauere Aussagen treffen zu konnen.

Unklarheit besteht noch beziglich des Stammes Br8. Dieser Stamm zeigt eine hohe
Homologie zur neubestimmten Spezies Arthrobacter casel. Untypisch flr diese Spezies ist
jedoch die abweichende Pigmentierung und das positive KOH-Verhalten. Hier missten
weitere Untersuchungen erfolgen.
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