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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 Zellen verbreiten.
Phageninfektionen sind eine der haufigsten Ur-
sachen fur Fermentationsstérungen in Molkerei-
en, aber auch ein bekanntes Problem bei ande-
ren Fermentationen in der Lebensmittelindustrie
und haben erhebliche finanzielle Einbul3en zur
Folge. Die Stoérung kann unterschiedliche Aus-
mafle annehmen und sowohl die Aktivitat der
Sauerungs- als auch der Aromakulturen betref-
fen.

Wichtige Aromakulturen sind Leuconostoc-
Starterbakterien. Sie sind stets mit Laktokokken
in mesophilen  komplexen  Starterkulturen
assoziiert, stellen aber die Minorkomponente dar
(1-10 %). Das Okologische Habitat der Leuco-
nostoc-Stamme ist z.B. Futtergras. Daher kann
Uber die Rohmilch aus den milcherzeugenden
Betrieben ein Eintrag von Leuconostoc-Bakterio-
phagen erfolgen, die dann die Hirde der Milch-

pasteurisierung Uberspringen. Die Folge kann
eine Minderung der Produktqualitdt sein. Leuco-
nostoc-Stamme  (bernehmen  unverzichtbare
Funktionen in der Milchfermentation, die im Falle
einer Phageninfektion teilweise entfallen, wie
z.B. die Bildung von Aromastoffen, wie Diacetyl,
Abbau von Acetaldehyd bei hoher Konzen-
tration, Ausbilden kleiner Rundlécher in
Schnittkdse und Schaffung einer offenen Textur
in Edelschimmelkase. Zur thermischen Resistenz
der Leuconostoc-Phagen und zur Kinetik ihrer
Inaktivierung liegen keine vergleichbaren Daten
vor wie sie in einem Vorlauferprojekt fiir Lakto-
kokken-Phagen erarbeitet wurden.

Im Rahmen eines IGF-Vorlauferprojekts des FEI
(AiF 14339 N) wurden bereits die phagen-
bedingten Sauerungsstérungen bei Starter-
kulturen untersucht. Dabei blieb unberick-
sichtigt, dass aus Phageninfektionen der aroma-
bildenden Leuconostoc-Starterkulturen insbe-
sondere in Kaseprodukten unerwiinschte
Schwankungen im organoleptischen Profil und in
der Textur und Lochung resultieren kdnnen.
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Allerdings bleiben Leuconostoc-Phagen-
infektionen im Prozessablauf meist unbemerkt
und werden erst im Endprodukt festgestellt.

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher,
aufbauend auf den Ergebnissen dieses Vorha-
bens fir die Wirtsspecies Leuconostoc-Phagen-
isolate mit hoher Hitzeresistenz zu identifizieren,
far zwei herausragende Phagen die thermische
Inaktivierungskinetik zu bestimmen und den Ein-
fluss des Mediums auf die Stabilitdt und Infekti-
ositat der Phagen zu analysieren.

Forschungsergebnis:

Fir das Leuconostoc-Phagenmonitoring wurden
127 Proben (Molke-, Produkt-, und Salzbadpro-
ben) aus 26 deutschen Molkereien (15 GroRbe-
triecbe und 11 kleinere Betriebe) bezogen. Es
wurden 54 Leuconostoc-Phagen aus Proben von
4 Grof3- und 7 kleineren Betrieben isoliert. Die
Leuconostoc-Phagentiter schwankten in den
Molkeproben zwischen 1 x 10?2 und 7 x 10°
Plaquebildende-Einheiten (PbE) pro ml, in den
Produktproben zwischen 6 x 10" und 6 x 108
PbE/ml und in den Salzbadproben zwischen
2 x 102 und 5 x 10° PbE/ml. Damit liegen die
maximalen Titer der Leuconostoc-Phagen deut-
lich unter den Hoéchstwerten fir Phagen der Lac-
tococcus-lactis-Sauerungskulturen (mit bis zu
10° PbE/ml). Die unterschiedlichen maximalen
Phagentiter korrelieren somit gut mit den unter-
schiedlichen Keimzahlen der Sduerungs- und der
Aromabakterien in den komplexen D- und DL-
Kulturen. Dieses Leuconostoc-Phagenmonitoring
dokumentiert zum ersten Mal, dass auch mit
phagenbedingten Stérungen der Aktivitat der
Aromakulturen in Molkereien zu rechnen ist.

Insgesamt wurden aus den Betriebskulturen 150
Leuconostoc-Stamme  isoliert, weitere 101
Stdmme wurden Stammsammlungen entnom-
men. Die Stdmme waren Ln.-mesenteroides- und
Ln.-pseudomesenteroides-Kulturen.  Fur 177
Leuconostoc-Kulturen wurde eine Lysogenierate
von ca. 23 % ermittelt. Fir die temperenten
Phagen wurden keine Wirte gefunden.

Die 54 Betriebsphagen und weitere 35 Phagen
wurden in 2 Genotypen (Ln.-mesenteroides- und
Ln.-pseudomesenteroides-Phagen) typisiert, flr
die ein universelles PCR-Nachweissystem entwi-
ckelt wurde. Dieses PCR-,Tool” zur Detektion
der Leuconostoc-Phagen wurde auch hinsichtlich
seiner Praxistauglichkeit Gberprift.

AiF 15886 N

In einem Temperaturbereich von 65 bis 85°C
wurden insgesamt 77 Leuconostoc-Phagen auf
ihre Thermostabilitat Gberprift. Eine lytische Ak-
tivitdt der 32 Phagen (42 %) konnte noch nach
der Hitzebehandlung bei 85°C nachgewiesen
werden. Aus diesen stabilen Phagen wurde der
Phage P793, der aus Molke eines kleineren Be-
triebes isoliert worden war, fir weitere Untersu-
chungen als ,Testphage” ausgewahlt. Fir die-
sen thermostabilsten Phagen P793 wurde die
Inaktivierungskinetik mit den Parametern Reakti-
onsordnung (n), Geschwindigkeitskonstante
(kTref) und Aktivierungsenergie (Ea) bestimmt. Die
Temperatur-Zeit-Kombination einer Kurzzeiterhit-
zung oder Dauererhitzung ist nicht ausreichend
fur die Inaktivierung des Phagen P793 in Molke
um 9 log-Stufen und in Milch um 3 log-Stufen.
Nur eine Hocherhitzung liefert bei entsprechen-
der Auslegung die notwendige Sicherheit.

Im Vergleich zu den Inaktivierungsversuchen in
Wasser wiesen die Phagen in Milch eine hdéhere
Thermostabilitdt auf. Die Erhitzungsversuche
wurden mit verschiedenen Suspensionsmedien
far den Modellphagen P793 durchgefiihrt, um
den Einfluss der Milchkomponenten auf die
thermische Inaktivierung zu untersuchen. Die
Ergebnisse der durchgefihrten Versuche ver-
deutlichen, dass die thermische Inaktivierung
des Modellphagen P793 vom Suspensionsmedi-
um abhéngt. Die héchste thermische Resistenz
zeigte der Phage P793 in UHT-Milch
(< 0,3 % Fett), in Mikrofiltration-Retentat und
in Casein (2,8 % Protein). Die Inaktivierungsver-
suche der Phagen in Molkenproteinsuspension
und in Molkenrahm zeigten, dass ein hdherer
Molkenproteingehalt und Molkenrahm keine we-
sentliche Auswirkung auf die Hitzebestandigkeit
des Phagen hatten.

Die Vermehrungsparameter der beiden ausge-
wahlten Modellphagen P793 und P832 wurden
mit Hilfe von Einstufen-Wachstumsexperimenten
und Phagenadsorptions-Experimenten bestimmt.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Forschungsergebnisse kénnen in diversen
Fachgebieten und Wirtschaftszweigen zur Ver-
besserung der Prozesssicherheit in der Produkti-
on genutzt werden, denn bakterielle (potentiell
phagensensible) Fermentationen finden sich so-
wohl in der Lebensmittel-, Bio- und Gentechnik
als auch in der Mikrobiologie und Hygiene.
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Die Milchwirtschaft nimmt in der deutschen Le-
bensmittelindustrie mit 37.000 Beschéaftigten in
101 Unternehmen eine Spitzenstellung ein. Der
Késemarkt, auf dem Deutschland EU-weit an
erster Stelle liegt, ist ein dem internationalen
Wettbewerb stark ausgesetzter Markt. 2006 be-
trug die Kaseproduktion in Deutschland ca. 2
Mio Tonnen. Deutschland liegt EU-weit an erster
Stelle bei der Kaseproduktion. Der Kéaseexport
konnte bei guter Marktlage von 2005 auf 2006
in EU-Lander um 15 % und in andere Drittlander
um 20 % ausgeweitet werden.

Phagenbedingte S&auerungsstdérungen treten un-
vorhergesehen auf (bei bis zu 5 % der Produkt-
chargen). Wenn Leuconostoc-Phagen nur 1 %
der Produktion beeintrachtigen, dann waren be-
reits 3.000 t (Wert ca. 9 Mio €) Gouda und
Edamerkase (Schatzwert) betroffen. Bei einer
Reduktion des Werts um lediglich 10 % wdrde
dieses einen Verlust von 900.000 € p.a. bedeu-
ten. Kleinere Betriebe sind besonders betroffen,
da sie kaum in der Lage sind, Chargen minderer
Qualitdt in anderen Produktionslinien weiter zu
verarbeiten oder unter anderer Bezeichnung zu
vermarkten. Marktanalysen zeigen, dass bereits
geringe sensorische Abweichungen vom Ver-
braucher wahrgenommen werden und sich nega-
tiv auf den potentiellen Wiederkauf des Produk-
tes auswirken. Da Leuconostoc-Stamme kaum
zur Sauerung beitragen, wird ein Phagenbefall
zunachst haufig nicht bemerkt. Allerdings fihrt
dieser haufig zu Qualitatsschwankungen im End-
produkt, z.B. zu Texturfehlern und/oder einem
Aromadefizit. Die Ergebnisse des Vorhabens und
eine bessere Kenntnis der problemverur-
sachenden Phagen und ihrer inaktivierungskine-
tischen Daten werden dazu beitragen, schwan-
kende Produktqualitaten kiinftig zu reduzieren.

Das im Projekt erarbeitete universelle PCR-
Detektionssystem fir alle virulenten Leuconos-
toc-mesenteroides- und Leuconostoc-pseudo-
mesenteroides-Phagen ist ein wichtiges Werk-
zeug die Phagensicherheit insbesondere in
kleineren Betrieben zu verbessern.
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