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Ausgangssituation:

Bakteriophagen (Phagen) sind Viren, die Bakte-
rien infizieren, sich in ihren Wirtszellen vermeh-
ren und sich nach der Lyse der Bakterienzellen
verbreiten. Phageninfektionen sind die haufigste
Ursache fir Fermentationsstérungen in milch-
verarbeitenden Betrieben, aber auch ein bekann-
tes Problem bei anderen bakteriellen Fermenta-
tionen in der Lebensmittelindustrie. Die Fermen-
tationsstérung kann unterschiedliche Ausmalde
annehmen; in jedem Fall sind jedoch finanzielle
EinbuRen fir die Firmen die Konsequenz.

Phagen gelangen auch Uber die Rohmilch in die
Betriebe, und mit der Ublichen Kurzzeit-Pasteu-
risierung gelingt es nicht, samtliche Phagen zu
inaktivieren. Wahrend der Milchfermentation
kénnen sie sich anreichern, so dass z. T. in
Molke eine Phagenkonzentration > 1 x 10° Pha-
gen/ml nachweisbar ist. Damit besteht bei Riick-
fihrung phagenhaltiger Molken das Risiko einer
Rekontamination. In der modernen Molkerei-
technologie kommen neben Milch vermehrt
Milchkonzentrate zum Einsatz, die durch Mem-
brantrennverfahren gewonnen werden. Diese
Milchkonzentrate enthalten eine veranderte In-
haltsstoffzusammensetzung, was sich be-

glinstigend auf die Hitzestabilitdt von Phagen
auswirken kann. Neben der Thermostabilitat
zeichnen sich Phagen durch eine hohe Vermeh-
rungsrate aus, so dass schon eine anfanglich re-
lativ geringe Anzahl an Phagen zu Sauerungssto-
rungen fihren kann.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, fir L. /ac-
tis oder S. thermophilus einen ,Testphagen” zu
identifizieren, der eine hohe Thermoresistenz
aufweist und somit als Marker fir die Erhitzung
von Milch und Molke dienen kann. Uberdies
wurde der Einfluss des Suspensionsmediums auf
die Stabilitdt untersucht. Die Phagenisolate wur-
den weiterhin elektronenmikroskopisch und ge-
netisch charakterisiert. Ergédnzt wurden die Ar-
beiten durch einige Phagenisolate anderer
Starterkulturen (Lactobacillus delbrueckii, Leu-
conostoc mesenteroides).

Forschungsergebnis:

Im Rahmen einer Probenerhebung wurden aus
Molkereien in Deutschland und von Kulturenher-
stellern insgesamt 130 Proben (Milch, Molke,
Frischkase, Kase, Joghurt, Salzbad, Reinigungs-
I6sungen) und Phagenisolate aus Schadensféllen
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eingeschickt. Im Phagenmonitoring erwiesen
sich bei 50 % der GroRunternehmen die Proben
als phagenfrei, wahrend bei allen KMU-Betrie-
ben Phagen nachgewiesen wurden. Drei Pha-
gengruppen (c2-, 936- und P335[r1t]-ahnliche
L.-lactis-Phagen) waren die vorherrschende Pha-
genpopulation. In allen untersuchten Salzbad-
proben wurden Phagen nachgewiesen, jedoch
fanden sich keine Phagen in sdure- und laugen-
haltigen Reinigungslésungen.

Die Phagen des Monitorings wurden nach Ther-
moresistenz gescreent. Reprdsentative Phagen
aus Sammlungen wurden auch einbezogen, um
ein breites Spektrum unterschiedlicher Phagen-
species abzudecken. Es zeigte sich, dass BKb5-T-
und  949-Laktokokken-Phagen  bereits Dbei
60 - 65 °C (1 min) vollstandig und die meisten
Laktokokken-Phagenspecies mit 75 - 80 °C zu
inaktivieren sind. Jedoch wurden auch zwei be-
sonders thermoresistente Lactococcus-lactis-
Phagen, P680 (isoliert aus Quark) und P1532
(isoliert aus Sauerrahm) gefunden, die der 936-
Hauptphagengruppe zuzuordnen sind. Die unter-
suchten S.-thermophilus- und Lactobacillus-
delbrueckii-Phagen erwiesen sich als weniger
hitzestabil, und die Inaktivierung wurde durch
80 °C (1 min) erreicht.

Im Folgenden wurde die Inaktivierungskinetik
(Reaktionsordnung n, Aktivierungsenergie Ea,
Geschwindigkeitskonstante krref) sowohl fir die
zwei thermoresistenten Phagen (P680 und
P1532) als auch fir den Referenzphagen P0O08
experimentell ermittelt. Die Inaktivierung in ver-
schiedenen Suspensionsmedien zeigte, dass
Milch einen schiitzenden Effekt besitzt. Weitere
Experimente mit einzelnen Milchbestandteilen
lassen vermuten, dass das Casein aufgrund sei-
ner hohen Pufferwirkung diesen Effekt indirekt
hervorruft. In weiteren Experimenten wurde der
Frage nachgegangen, ob Phagen in Reinigungs-
I6sungen aktiv bleiben. Auch bei einer simulier-
ten Schutzlast von 10 % Magermilch waren
nach 10 min bei Raumtemperatur bei pH 2 (Sal-
petersaure) oder pH 12 (Natronlauge) keine akti-
ven Phagen nachweisbar.

Aus den experimentellen Daten der Inaktivie-
rungskinetik fir die thermoresistenten Phagen
(P680 und P1532) wurden Linien gleichen Ef-
fekts fir Milch (Basis: Reduktion 3-log und 9-
log) berechnet. Aus Infektionsexperimenten mit
Phagen wahrend einer Fermentation kann abge-
schatzt werden, dass Sauerungsstérungen be-
reits auftreten, wenn aktive Phagen in einer
Konzentration von 10? Phagen/ml zu Beginn
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vorhanden sind. In Rohmilch kénnen 10? Pha-
gen/ml enthalten sein. Erhitzungsbedingungen
sind damit fir Milch und Kulturenmedium (auf
Basis Magermilch) oberhalb der 3-log-Linien zu
wahlen. Fir die Rackfihrung von Molkenrahm
oder Molkenkonzentrat in der Kéaseherstellung
sollte man sich, sofern besonders hitzeresistente
Phagen vorhanden sind und da die Molke we-
sentlich hoher mit Phagen belastet sein kann,
bezliglich der Erhitzungsbedingungen an der 9-
log-Phageninaktivierungslinie orientieren.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Milchwirtschaft nimmt innerhalb der deut-
schen Erndhrungsindustrie eine Spitzenstellung
ein. Besonders die Produktion von Kése und Jo-
ghurt wachst stetig an. Mit einer jahrlichen Ka-
seproduktion von 1.941.000 t ist Deutschland
EU-weit an erster Stelle. Auch im Export von
Milchprodukten steht Deutschland an der Spitze
Europas. Der Kasemarkt ist allerdings dem inter-
nationalen Wettbewerb sehr stark ausgesetzt,
so dass erhebliche Anstrengungen fir seine Ver-
teidigung notwendig sind.

Sauerungsstoérungen durch Bakteriophagen
kommen meist Uberraschend, und viele KMU
haben ein- bis zweimal im Monat mit phagenbe-
dingten Problemen zu kdmpfen. Qualitatsverlust,
Verzégerungen des Prozesses bis hin zum Ver-
lust einer kompletten Charge mit entsprechen-
den zeitlichen und finanziellen EinbulRen sind die
Folge. Unter der Annahme, dass 0,5 % der
Chargen stoérungsbehaftet sind, lasst sich die
GroRenordnung des finanziellen Verlusts grob
abschatzen: Bei einer jahrlichen Kaseproduktion
in Deutschland von 2 Mio. t wéaren 10.000 t be-
troffen. Bei einem Mindererlés (bzw. zuséatzli-
chen Kosten) von 1 € je kg Kéase betragt der
Verlust fur die deutsche Milchwirtschaft 10 Mio.
€ pro Jahr.

Durch die im Forschungsprojekt erarbeiteten Er-
kenntnisse bezlglich Verbreitung und Identitat
problematischer Phagen und ihres thermischen
Inaktivierungsverhaltens liegen nunmehr Daten
vor, aus denen Erhitzungsbedingungen fiir Roh-
milch sowie zurlickgefiihrter Molkenrahm und
zurlckgefiihrte Molkenkonzentrate abgeleitet
werden koénnen. Damit kann die Produktions-
sicherheit in KMU erhoht sowie Qualitatsprob-
leme minimiert und schlieRlich Kosten eingespart
werden.
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