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LYSOZYM ZUR VERMEIDUNG DER SPATBLAHUNG IN KASE

U. Krusch und M. Teuber

Institut für Mikrobiologie der Bundesanstalt für Milchforschung Kiel

SUMMARY

Milk for cheese manufacture is naturally contaminated with spores,

for instance with those of Clostridium tyrobutyricum, especially

during silage feeding of dairy cattle. In cheese, these bacteria

produce the "late blowing" defect during ripening and impair the

quality to unacceptability. Since nitrate as an preservative is to

be replaced for as it may give rise to the formation of nitro-

samines, hen egg lysozyme could be able to take its position. The

estimation of the necessary amount of lysozyme, however, is diffi-

cult since a suspension of Micrococcus lysodeicticus cells is to be

used as a substrate to measure its activity in photometrical

reading.

The Federation Internationale de Pharmacie has given a definition of

activity for hen egg lysozyme and offers standard lysozyme to over-

come this problem. On short basis, a general definition of the

empirically estimated quantity of hen egg lysozyme for use in cheese

manufacture can be presented reliable for a secure dosing.

The use of lysozyme in cheese making is legally permitted in the

Federal Republic of Germany for the production of semihard cheese

only. It must not be mixed with nitrate.
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Enzyme konnen bei der industriellen Herstellung von Lebensmit-

teln auch wegen ihrer konservierenden Wirkung Anwendung finden.

Hühnereiklarlysozym wird so bei der Herstellung von Schnittkäse

eingesetzt, um Fehlproduktionen in Form des Produktverderbs

durch den Produktionsfehler Spätblähung zu vermeiden. Ursache

dieses Problems sind Sporen des anaeroben, lactatvergärenden

Clostridium tyrobutyricum, die als fäkale Kontaminationen in die

Milch gelangen. Eiklarlysozym, in geeigneter Konzentration und

im richtigen Milieu eingesetzt, hemmt im reifenden Käse die

auskeimenden Sporen.

Mit 'Lysozym' werden die Zellwände Gram-positiver Bakterien auf-

lösende Enzyme bezeichnet, die in fast allen menschlichen und

tierischen Geweben und Sekreten, in Pflanzen und in Mikroorga-

nismen gefunden werden. Diese Enzyme weisen unterschiedliche

Substratspezifitäten auf, Muraminidase- und/oder Chtinaseaktivi-

tät. Innerhalb einer Substratspezifität existieren verschiedene

Subspezifitäten, bezogen auf das Substrat Bakterienzellwände.

Sie unterscheiden sich zudem in ihren physikalisch-chemischen

Eigenschaften und ihrer Beständigkeit. Hühnereiklarlysozym

stellt bisher das optimale Enzym für die Milchwirtschaft dar.

Probleme bereitet die Enzym-Aktivitätsbestimmung und damit die

Dosierung des Enzyms. Bisher müssen Mikrokokkensuspensionen,

eventuell sedimentierende Suspensionen ohne Substratüberschuß,

eingesetzt werden, um die Muraminidaseaktivität photometrisch zu

bestimmen. Dazu existieren verschiedene Verfahren. Folgen sind

sehr unterschiedliche Aktivitätsangaben verschiedener Hühner-

eiklarlysozymhersteller.

Gereinigtes Lysozym ist trocken und kühl gelagert sehr gut halt-

bar. Es ist leicht löslich, kann bei der Käseherstellung ohne

Änderung der betriebseigenen Produktionstechnik eingesetzt wer-

den und wird mit Erfolg verwendet. Es hemmt nicht Kontamina-

tionskeime wie Escherichia coli. Es hemmt die normale Reifungs-

flora nur bei zu hoher Dosierung.
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EINLEITUNG

Ein Aspekt von vielen für die Nutzung von Enzymen in der Lebensmit-

teltechnologie ist die Absicherung eines Lebensmittelproduktions-

oder -reifungsvorganges gegen störende mikrobielle Einflüsse und da-

mit die Steigerung der Qualität und der Haltbarkeit dieses Produk-

tes-

Ein Beispiel für diese Art des Einsatzes von Enzymen ist die Nutzung

von Hühnereiklarlysozym bei der Produktion von Schnittkäse. Probleme

bei der Produktion von Schnittkäse aller Art stellen milchsäurever-

gärende Sporenbildner dar, die eine Fehlgärung verursachen. Sind

Sporen des anaeroben Clostridium tyrobutyricum als Kontaminanten in

der Milch in ausreichender Zahl vorhanden, dann keimen sie im jungen

Käse aus, sobald sich ausreichend anaerobe Verhältnisse eingestellt

haben. Die vegetativen Bakterien vergären die durch die Reifungskul-

tur erwünschterweise produzierte Milchsäure weiter zu Kohlendioxid,

Wasserstoff und Buttersäure. Durch die Gase wird der Käse gebläht

und durch Buttersäure und weitere Stoffwechselprodukte wird die or-

ganoleptische Qualität schwer beeinträchtigt bis zur Ungenießbarkeit

des Produktes. Dieser typische Käsefehler trägt die Bezeichnung

"Spätblähung". Wird aber der Milch vor der Dicklegung Lysozym aus

Hühnerei in ausreichender Konzentration zugesetzt, unterbindet die-

ses Enzym unter geeigneten Bedingungen die Auskeimung der Sporen und

verhindert damit die Fehlgärung.

LYSOZYME, IHRE SUBSTRATE UND WIRKUNGEN

Sir Alexander Fleming entdeckte in den Jahren 1921/22 in Nasensekret

und Tränenflüssigkeit ein Wirkprinzip, das Bakterien am Wachstum

hinderte und zum Teil auflöste. Das zugrundeliegende Protein, das in

der Lage ist, Bakterienzellwände aufzulösen, erhielt den Namen "Ly-

sozym". Danach in vielen Körpergeweben und -sekreten von Mensch und

Tier, auch in Pflanzen und Mikroorganismen gefundene Enzyme ähnli-

cher Wirkung werden alle als Lysozyme bezeichnet, obwohl sie sich Je

nach ihrer Herkunft in ihren molekularen Eigenschaften, den physika-

lisch/chemischen Eigenschaften wie auch ihren enzymatischen Aktivi-

täten und Spezifitäten zum Teil stark unterscheiden. Die Lysozyme

weisen hauptsächlich zwei Substratspezifitäten auf. Eine richtet

sich gegen die Zellwandsubstanz der Bakterien, die Muraminsäure, die

andere greift Chitin an, die Zellwandsubstanz der meisten PiLtze C795
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Bezüglich dieser Spezifitäten lassen sich die Lysozyme in 3 Gruppen

einteilen:

I. Enzyme mit starker Muraminidase- und schwacher Chitinaseaktivität

wie Lysozym aus Hühnerei und Lysozym aus menschlicher Milch.

2. Enzyme mit ausschließlich Muraminidaseaktivität wie das Lysozym

aus Gänseei.

3. Enzyme mit starker Chitinase- und schwacher Muraminidaseaktivität

wie die meisten Pflanzenlysozyme.

Hier sollen nur Lysozyme der ersten Gruppe berücksichtigt werden,

die über die bakterielle Zellwand wirken, vor allem das Lysozym aus

Hühnerei. Der Zellwand der Bakterien verleiht das Zellwandmucopeptid

Festigkeit, bestehend aus Polysaccharidsträngen, die durch Polypep-

tidketten quervernetzt sind. Die Lysozyme lösen die Polysaccharid-

stränge auf, die aus alternierend angeordneten ß-1,4-glycosidisch

gebundenen N-Acetylglucosamin- und N-Acetylmuraminsäuremolekülen be-

stehen (7). Dieser Muraminsäureanteil kann am Zellwandmaterial mit 5

bis 10 % beteiligt sein, wie bei den Gram-negativen Bakterien, die

gegen die lytische Aktivität des Hühnereiklarlysozyms weitgehend

beständig sind. Bei den nach Gram-positiven Bakterien beträgt der

Muraminsäureanteil 10 bis 50 %. Diese sind, wenn auch unterschied-

lich, deutlich empfindlicher gegen Lysozym. Muraminidaselysozyme un-

terschiedlicher Herkunft weisen gegen verschiedene Zellwandtypen von

Bakterien unterschiedliche Aktivitäten auf,

Micrococcus lysodeicticus besitzt mit 90 % den höchsten Muraminsäu-

reanteil in der Zellwand, gleichzeitig die höchste Empfindlichkeit

gegen Lysozym aus Hühnerei, teilweise auch gegen andere Lysozyme,

und wurde so zum Substrat für qualitative und quantitative Aktivi-

tätsbestimmungen. Lysozym aus Hühnerei hat einen Anteil an der Trok-

kenmasse des Eiklars von 3,5 %. Mittels Tonenaustauschchromatogra-

phie ist es leicht in hoher Reinheit zu isolieren. Es hat ein Mole-

kulargewicht von 14 000 Dalton (13) und basischen Charakter. Als

kristalline Substanz ist es trocken und kühl gelagert über Jahre be-

ständig. Es ist leichtwasserlöslich und in saurer Lösung und bei

Temperaturen, die beim Verkäsungsvorgang eingesetzt werden, bestän-

dig. In alkalischer Lösung ist es unbeständig (6). Lysozym aus Hüh-

nerei ist im Gegensatz zu anderen Lysozymen gegen Clostridien deut -

lich aktiver als gegen Milchsäurestreptokokken. Nach Wasserfall

können vegetative Zellen des Clostridium tyrobutyricum Resistenz

erlangen. Die Sporen dieser Organismen sind jedoch wieder lysozym-

empfindlich. (17, 18),
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500 bis höchstens 1.000 Einheiten/ml Milch verhindern nach Wasser-

fall die Spätblähung in Käse (14). Sie hemmen das Wachstum der Käse-

reibakterien geringfügig mit Ausnahme mancher Stämme von Lactobacil-

lus helveticus. Coliforme Keime und Propionsäurebakterien werden

nicht beeinflußt. Wird Lysozym aus Hühnerei der Milch vor der Labge-

rinnung zugesetzt, verbleibt es zu mindestens 80 % fest gebunden im

Käsebruch (15). Andere Autoren sprechen von höheren Anteilen im Käse

(2). Das Enzym behält im Käse über Monate seine Aktivität und ist

mit verdünnter Säure extrahierbar.

AKTIVITÄTSBESTIMMUNG

Zur Vermeidung von Fehldosierungen beim Einsatz von Lysozym aus Hüh-

nerei sind verläßliche Aktivitätsangaben für das Enzym erforderlich.

Die Angaben in Katalogen und auf den Packungen verschiedener Her-

steller variieren aber erheblich, wie Tabelle I ausweist.

Tabelle 1: Lysozymaktivität nach Herstellerangabe in u/mg

 

Wertangabe

 

Hersteller pH Katalogwert auf Packung

Boehringer, 270 Gay. 22.000 Cais 22.000

Mannheim Ca 419.000

(Ang. 1986)

SERVA Cpe ca. 22.000

7,0 Cai oiit? 5...0:00 Ca. 20.000

FLUKA 7,0 ia‘. 010)80.0:0 ca. 20.000

CALBIOCHEM 2,0 ca. 100.000 car. 222000

SIGMA 6,24 ca. (2350.00 3, 0727,00,0,0

 

pH-Wert für die eingesetzte Methode der Aktivitätsbestimmung

Zur Bestimmung der Enzymaktivität wurden und werden vor allem Vari-

anten einer Methode eingesetzt, und zwar der nach Shugar (10). Diese

Messungen wurden bei uns unter Verwendung der verschiedenen Verfah-

ren nach Angabe der Enzymhersteller an einem Lysozym nachvollzogen

und die Werte in Tabelle 2 wiedergegeben (4).
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Tabelle 2: Lysozymaktivität in Abhängigkeit der Enzymeinwaage
und des pH-Wertes

 

 

Verfahren pH-Wert Lysozymkonzentration Aktivität
nach ug/ml U/mg

Hoechst 7,0 0, 83 36.000
0,42 26.000

0,21 24.000

Sigma 6,2 0,24 18.000

Boehringer, 7,0 0,067 120.000
Mannheim 0,042 80.000

 

Dabei wird eine starke Abhängigkeit der Werte von dem pH-Wert und

der Enzymeinwaage im Meßansatz erkennbar.

Das große Problem besteht in dem bisher einzigen einsetzbaren Sub-

strat, der Suspension abgetöteter Zellen von Micrococcus lysodeicti-

cus. Wegen der starken Trübung einer Bakteriensuspension kann deren

Dichte für die photometrische Messung nicht beliebig erhöht werden.

Die Ermittlung der Enzymaktivität muß mit Substratunterschuß erfol-

gen. Dann ist die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr allein von der

eingesetzten Enzymmenge abhängig, sondern andere Faktoren gewinnen

Einfluß.

Drei Methoden zur Messung der Lysozymaktivität wurden ausführlich

beschrieben und eingesetzt:

1. Das Verfahren nach Smolelis und Hartsell Cine

Es handelt sich um eine Reaktionsendpunktbestimmung. Das Verfah-

ren wurde von Wasserfall benutzt.

2. Das Verfahren nach Shugar (10).

Die Aktivität wird über die Abnahme der Trübung pro Zeiteinheit

ermittelt. Von diesem Verfahren existieren Varianten.

3. Das Verfahren nach Ruyssen und Lauwers (9), F.J.P. Methode.

(Federation Internationale de Pharmacie)

Das Verfahren .ist sehr gut beschrieben. Die Aktivitätseinheit ist

definiert. Materialstandards sind erhältlich, so daß nach der

F.I.P. Methode ständig kontrolliert sicheres Arbeiten möglich

gemacht wurde (4). Dieses Verfahren sollte zur Vereinheitlichung

der Angaben allen Enzymherstellern empfohlen werden.

Wasserfall ermittelte die zur Unterdrückung der Spätblähung erfor-

derliche Menge Lysozym aus Hühnerei empirisch. Ursprünglich irrtüm-

lich der Meinung, das Enzympräparat sei unbeständig, folgerte er,
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daß die Mengenangaben in Aktivitäts- und nicht in Gewichtseinheiten

erfolgen müsse. Er bestimmte die Aktivität seines Enzympräparates

unter Verwendung der Methode nach Smolelis und Hartsell (11, 15).

Ein Enzympräparat der Firma Roth und deren Aktivitätsangabe, die

eventuell nach der Shugar-Methode festgestellt worden war, dienten

ihm als Standard. So bestehen Unsicherheiten über den Begriff "Akti-

vitätseinheit" für Lysozym aus Hühnerei.

Ermittelt man an einem Enzympräparat die Aktivität nach Wasserfall

(13), so ergeben sich für die in der Käserei einsetzbare Menge Werte

von 500 bis 1 000 Einheiten/ml Milch. Stellt man an der gleichen ce-

wichtsmenge des Enzyms die Aktivität mittels des Verfahrens nach

Ruyssen und Lauwers fest, dann erhält man die Werte 875 bis 1750

Einheiten/ml. Da nachgewiesen wurde, daß meßbare Aktivitäten der Ly-

sozyme aus Hühnerei verschiedener Hersteller bei exakter Messung

nach Ruyssen und Lauwers sehr dicht beieinander liegen, die Präpa-

rate also fast gleichwertig sind (4) - wie in Tabelle 3 erkennbar -,

erscheint es zweckmäßig, daß dies auch in Katalogen und Packungen

zum Ausdruck kommt. Damit wären irrtümliche Fehldosierungen sowohl

auf Herstellerseite als auch auf der Seite des Nutzers zu vermeiden.

Tabelle 3: Aktivitäten verschiedener Lysozyme, ermittelt mit dem

Verfahren der Federation Internationale de Pharmacie

Lysozymstandard: Angabe der F.I.P. 37.600 E/mg

Laborwerte:

 

L.-Hersteller Aktivität in E/mg Mittelwert

I. F.I.P.-Stangaarda 34.930 - 35.080 35.000

2. Boehringer, Mannheim 34:23 0.0: 3— 635:57.0.0 34.2990

3:..8,P.A., Mi tango 33080 541660 33.400

4. sAfiLakt 32.080 - 34.680 322230

 

Das Alter der Lysozympräparate war unterschiedlich.

LYSOZYMEINSATZ GEGEN PROBLEME IN DER KÄSEREI

Bei der Schnittkäseherstellung entstehen Probleme durch die Sporen

des Clostridium tyrobutyricum, die aus verfütterter Silage schlech-

terer Qualität in die Milch geraten. Diese Sporen werden im Erdreich

mit 500 - 87.000 pro g Trockenmasse gefunden. Bei der Mahd für die

Silageherstellung gelangen die Sporen in das Pflanzenmaterial. Bei

ungünstigem Verlauf der Silierung (Säuerung) vermehren sich die Clo-

stridien, so daß in der Silage in inselartigen Fehlgärungszonen bis

 



 

 

176 U. Krusch, M. Teuber

zu einer Million Sporen/g Trockenmasse zu finden sind. Gute Silage
kann fast sporenfrei sein. Die Sporen passieren den Verdauungstrakt

des Rindes ungeschädigt. Die Zahl der Sporen im Kot ist direkt pro-

portional der Zahl in der Silage. Die Zahl der Sporen am Euter ist

der Zahl im Dung proportional und die Zahl in der Milch entspricht

der Zahl am Euter. Bisher konnte noch keine entscheidende Besserung

dieser Situation erreicht werden.

Zur Vermeidung der Fehlgärung im Käse, für die schon 0,2 Sporen/ml

Milch ausreichen (12), wurde seit über 100 Jahren Salpeter, also

Natrium- oder Kaliumchlorid eingesetzt. Das durch Enzymreduktion im

Käse entstandene Nitrit hemmt die Sporenauskeimung. Aus gesundheits-

politischen und handelspolitischen Gründen soll der Nitrateinsatz

reduziert oder eingestellt werden, ähnlich wie in Italien der Ein-

satz von Formaldehyd. Echte Alternativen zum Nitrat sind rar.

In den Alpenländern ist in Einzugsgebieten der Emmentaler-Käserei

die Silagefütterung verboten. In Finnland mit einem hohen Anteil an

silageverfütternden Milcherzeugern wird die Käsereimilch ausgewählt.

Holland führte einen Milchpreisabzug für sporenreiche Milch ein. Bei

uns gibt es ähnliche Erwägungen.

Ein Verfahren zur Teilbeseitigung von Sporen aus der Milch ist die

Entkeimungszentrifugation, deren Reinigungsleistung vor allem bei

langen Laufzeiten weit unter den oft genannten 95 - 99 % liegen

kann. Diese kostenträchtige Methode sichert die Käseproduktion nur

bei Einsatz einer sehr sporenarmen Milch mit Sporenzahlen um 4/ml

und geringer. Entkeimungszentrifuge und reduzierte Nitratmenge und

eventuell tiefere Reifungstemperaturen schaffen zur Zeit Sicherheit.

Lysozym aus Hühnerei wurde in Testprodukten von Käse der Sorten

Edamer, Gouda und Tilsiter in industriellem Maßstab mit gutem Erfolg

eingesetzt. In Frankreich wird seit einiger Zeit auch Hartkäse unter

Einsatz von Lysozym aus Hühnerei produziert. Weitere Länder, in

denen Lysozym eingesetzt wird, sind Italien und Dänemark.
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