mzuriCh ETH Library

Die Anwendung einer Bacillus
subtilis-Protease als Labersatzstoff

Doctoral Thesis

Author(s):
Puhan, Zdenko

Publication date:
1966

Permanent link:
https://doi.org/https://doi.org/10.3929/ethz-a-000133455

Rights / license:
In Copyright - Non-Commercial Use Permitted

This page was generated automatically upon download from the ETH Zurich Research Collection.
For more information, please consult the Terms of use.



https://doi.org/https://doi.org/10.3929/ethz-a-000133455
http://rightsstatements.org/page/InC-NC/1.0/
https://www.research-collection.ethz.ch
https://www.research-collection.ethz.ch/terms-of-use

Diss. Nr. 3861

Die Anwendung
einer Bacillus subtilis-Protease
als Labersatzstoff

ABHANDLUNG

zur Erlangung
der Wiirde eines Doktors der technischen Wissenschaften

der
EIDGENOSSISCHEN TECHNISCHEN
HOCHSCHULE ZURICH

vorgelegt von

ZDENKO PUHAN
dipl. Ing.-Agr. Universitit Beograd
geboren am 6. Dezember 1935

jugoslawischer Staatsangehoriger

Angenommen auf Antrag von

Prof. Dr. E. Zollikofer, Referent
Prof. Dr. L. Ettlinger, Korreferent

Juris Druck + Verlag Ziirich
1966



Seite Leer /
Blank leaf




Meiner lieben Mutter in Dankbarkeit gewidmet




Seite Leer/
Blank leaf




Die vorliegende Arbeit wurde am Milchtechnischen Institut der Eidgenss-

sischen Technischen Hochschule, Zirich, ausgefuhrt., Meinem verehrten Lehrer,
Herrn Prof. Dr. E. ZOLLIKOFER

spreche ich meinen aufrichtigen Dank fur seine stetige Hilfsbereitschaft und

Unterstutzung aus.




Seite Leer /
Blank leaf




.

INHALTSVERZEICHNIS

EINLEITUNG
LITERATURUEBERSICHT

1. Die Labersatzstoffe
a. Labersatzstoffe von hsheren Tieren
b. Labersatzstoffe aus hsheren Pflanzen
c. Labersatzstoffe von Mikroorganismen
2. Bisheriger Erfolg mit den Labersatzstoffen
in der Praxis
a. Die Milchgerinnung mit Labersatzstoffen

b. Physikalische Eigenschaften der Gallerte und des Kise-
korns

c. Reifung und Qualitat der hergestellten Kise

d. Ausbeute und Fettverlust
EIGENE VERSUCHE

1. Die Herkunft des milchgerinnenden Enzyms
a. Wahl des Mikroorganismus
b. Optimale Wachstumsbedingungen fur die Bacillus subtilis

-Protease Bildung

Die Enzymreinigung

3. Eigenschaften der Bacillus subtilis-Protease
a. Die Milchgerinnung
b. Kinetik der Enzym-Wirkung

. Syneresis (Molkenlassigkeit)

(2]

d. Warmeinaktivierung
e. Proteolytische Wirkung

4, Kuaseherstellung mit der Bacillus subtilis-
Protease

a. Hartkdsefabrikation

12

12
12
13
15

17
18

22
23
27

30

35
47
47
54
73
77

81
81



b. Versuche zur Regulierung des Wassergehaltes (Mol-
kengehaltes) im Bacillus subtilis-Protease-Kase

c. Beobachtungen an Hartkisen wihrend der Reifung
d. Molkenanalyse
e. Weichkdsefabrikation

IV. ZUSAMMENFASSUNG

V. LITERATURVERZEICHNIS

83
88
100
102

105

112



I. EINLEITUNG

Das Kasein ist im polydispersen System Milch kolloidal dispergiert.

Bei der Kasefabrikation wird dieses Phosphoproteid entweder durch Sdure
beim isoelekirischen Punkt ausgefdllt oder durch milchgerinnende Enzyme zur
Koagulation gebracht.

Die Hartkdise und die meisten Weichkdse sind das Produkt einer enzyma-
tischen Milchgerinnung. Dazu dient das Chymosin (Lab), das aus dem Labmagen
von mit Milch gendhrten Kdlbern stammt.

Die heutige Theorie der Labgerinnung unterteilt den Gerinnungsvorgang
in 2 Phasen. Die erste Phase umfasst den Enzymangriff auf das Kasein. Aus
der Kasein-Mizelle soll von der Kappo-Kasein-Fraktion ein Glykomakropeptid
abgespalten werden. Die Schutzwirkung des Kappa-Kaseins wird aufgehoben,
Die anderen Kaseine zeigen dadurch eine erhthte Gerinnungsbereitschaft. Un-
ter dem Einfluss des vorhandenen Calciums koaguliert dieser Kasein-Komplex
(zweite Phase). Es besteht die Auffassung, dass die Abspaltung des Glykomakro-
peptids aus dem Kappa-Kasein keine Proteolyse darstellt, sondern als Spaltung
einer Art von Ester-Bindung betrachtet werden muss (471 .

Der Jahresbedarf an Labstoff (Labstirke 1:100 000) durfte in den wichtig-
sten milchwirtschaftlichen Léndern uberschlagsmassig 300 000 kg ausmachen und
gegenwirtig einen Wert von ca. 30-40 Millionen Franken reprdsentieren.

Das Chymosin als Bestandteil des Labmagens ist nicht identisch mit den
Ubrigen in der Natur vorkommenden proteolytischen Enzymen, die zumeist eben-
falls eine milchgerinnende Wirkung haben.

Da das Chymosin nur in beschrinkten Mengen zur Verfugung steht und bei
zunehmender Weltproduktion an Kise ein Mangelartikel werden kann, fehlt es
nicht an Versuchen, es durch andere Enzyme zu ersefzen.

Wegweisend durften dafur schon. die Hinweise aus dem Altertum sein, wo
u.a. Enzyme gewisser Pflanzenextrakte zur Milchgerinnung benttzt wurden,

Die Griechen haben z.B. gewusst, dass Safte von verschiedenen Pflanzen
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die Milch zur Gerinnung bringen ksnnen. Bei einigen Vslkern durften es sehr
oft religitse Gruinde gewesen sein, die sie veranlasst haben, Pflanzenextrakte
fur die Kaseherstellung zu gebrauchen. Bekanntlich ist nach Auffassung der
Hindureligion die Kuh ein heiliges Tier, das nicht getstet werden darf. Das
Kdlberlab wird fur die Kdseherstellung abgelehnt. Eine @hnliche Situation be-
steht auch bei den orthodoxen Juden. Die Kalber mussen koscher geschlachtet
werden, damit ihr Lab gebraucht werden darf. Es gibt deshalb Koscherkase, die
mit Pflanzenlab hergestelit werden.

Diese Probleme zdhlen mit bei der Suche nach Labersatzstoffen. Indische
Wissenschaftler arbeiten intensiv an der Gewinnung pflanzlicher Labersatzstoffe.
In diesem Zusammenhang schrieben SRINIVASAN et al. [61] : ™A suitable
substitute for calf rennet either from plant or microbial source would render
the important dairy product, cheese, acceptable to all without any sentimental
reservation in India and thereby the cheese industry would make such headway
in this country. There have been earlier attempts in India and in few other
countries in this direction,”

MAASS [38] begann seine Versuche, weil in den Kriegs- und Nach-
kriegsjahren ein Mangel an Kdlbern die Labherstellung eingeschrénkt hat.
EMANUILOFF [15] begrundet die Intensivierung der Forschung auf dem Ge-
biete der Labersatzstoffe mit dem zunehmenden Mangel an Kalberlab und der
Labpreiserhshung. Allerdings behaupteten DAVIS und BERRIDGE [10] im Jah-
re 1940, dass ein Labersatzstoff von Bakterien das 10-fache des Ublichen Kil-
berlabs kosten wurde.

Um die Jahrhundertwende findet man die ersten systematischen Versuche
Uber milchgerinnende Enzyme bei GORINI [23] , CONN [6] , LOEB [37]
und anderen Forschern. GERBER [21] gelang es, ein solches Enzympraparat
aus Ficus carica zu gewinnen. Es wurden in der Folge immer neue milchgerin-
nende Enzyme gefunden.

Die Bezeichnungen fur Enzyme mit milchgerinnender Eigenschaft waren

vorerst von verwirrender Vielfalt. GORINI [23] nannte sein Enzym Chymase;
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CONN [6] , LOEB [37] und WAHLIN [73] Labferment; MAASS [38]
Labaustauschstoff; EMANUILOFF [16] , TSUGO und YAMAUCHI [69]
Protease; ROTINI [51] Zymase. Bei der Milchgerinnung mit allen diesen En-
zymen handelt es sich vermutlich um einen ghnlichen Vorgang wie bei der
Wirkung des Chymosins (Kdlbermagenlab).

In der Enzymklassifikation nach DIXON und WEBB [12] ist das Lab
unter den Peptidasen eingeordnet, wihrend man es friuher als Protease bezeich-
net hat [29] . Wir mochten uns an die letztere Einteilung halten und die
milchgerinnenden Enzyme als Proteasen bezeichnen, wobei die Quelle, aus
welcher das Enzym gewonnen wird, zu erwdhnen ist. (z.B. Ficus carica-Protea-

se; Bacillus subtilis-Protease, u.s.w.)



I, LITERATURUEBERSICHT

1. Die Labersatzstoffe

Proteolytische Enzyme sind in der Natur weit verbreitet. Es wurden milch-
gerinnende Enzyme in den MagenauszUgen von Schweinen, Truthahn, Haifisch,
ferner in vielen Pflanzen, und schliesslich bei Mikroorganismen gefunden. Na-
turlich kénnen bei weitem nicht alle als Labersatzstoffe betrachtet werden.

Die bis jetzt mit mehr oder weniger Erfolg angewandten Labersatzstoffe
stammen von:

a. Hsheren Tieren

b. Hoheren Pflanzen

c. Mikroorganismen

a. Labersatzstoffe von hsheren Tieren

Das Lab (Chymosin) wird aus den Labmigen der jungen Kilber (nicht &l-
ter als 3-4 Wochen) gewonnen. Es ist selbstverstandlich, dass man auch Labmigen
anderer Wiederkduer fur den gleichen Zweck zu brauchen versucht hat. So be-
richten RIVAS und LAURIDSEN [49] , dass Ziegenlab fur die Einlabung von
Ziegenmilch bei der Herstellung italienischer Kasesorten wie Provolone und Pe-
corino gebraucht werden kann. Fur die Herstellung von Fiore Sardo (Schafmilch-
kdse) hat man mit gutem Erfolgt das Lab von Lémmern verwendet (0] .

Milchgerinnende Enzyme wurden ebenfalls aus anderen Korperteilen iso-
liert, z.B. aus Herz, Pankreas und aus Magen von Nichtwiederksuern.

Das am meisten gebrauchte Ersatz-Enzym fur das Lab ist in den nichtasia-
tischen Ldndern das Pepsin. Es wird aus Schweinemagen isoliert. Fruher bestand
die Auffassung, dass Lab und Pepsin identisch seien, wobei die milchgerinnende

Aktivitat bei pH 6.4 und die proteolytische Aktivitdt bei pH 2.0 ihr Optimum
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haben [10] . In den Vereinigten Staaten ist das Préiparat “"Metroclot", das
auschliesslich aus Pepsin besteht, mit Erfolg in der Cheddar-Fabrikation einge-
setzt worden [41] . Die Einlabungstemperatur ist gleich wie beim Lab. Es
ist jedoch zu betonen, dass die Milchgerinnungsaktivitat des Pepsins im pH-Be-
reich 6.0 - 6.8 H-lonen-empfindlicher ist als diejenige des Labes. Bei pH 6.8
hat das Pepsin keine milchgerinnende Wirkung mehr [187] .

Fur die Kaseherstellung kann Pepsin allein oder im Gemisch mit Lab ver-
wendet werden. Nach Empfehlungen des "Research Committee of the National
Cheese Institute USA™, soll Pepsin nicht der volle Ersatz fur Lab sein. Die An-
wendung sollte nur dort erfolgen, wo die hergesteliten Kdse nicht lange gelagert
werden [727 .

Ein weiteres Enzym ist das Trypsin aus dem Pankreas. Trypsin bringt die
Milch zum Gerinnen, die Gallerte ist aber weich und ungeeignet fur die Ver-
arbeitung. Das Kasein wird vor oder wiahrend der Gerinnung abgebaut. Versuche
zur Kdseherstellung haben zu keinem Erfolg gefuhrt. Die Kuse wurden bitter
und seifig im Geschmack [72, 74] .

Chymotrypsin besitzt ebenfalls milchgerinnende Eigenschaften. Das pH-
Optimum fur die Milchgerinnung liegt bei pH 7.0.

Nach den bisherigen Erfahrungen vermochte sich als Labersatz tierischen

Ursprungs nur das Pepsin mit einem gewissen Erfolg durchzusetzen.

b. Labersatzstoffe aus hsheren Pflanzen

Die gebrsuchlichsten Labersatzstoffe in den asiatischen Léndern werden
aus hoheren Pflanzen gewonnen. Wie PEJIC [43] berichtet, braucht man
solche Labersatzstoffe auch in manchen Berggegenden.

Bei pflanzlichen Labersatzstoffen liegt die optimale Gerinnungstempera-
tur viel hoher als beim Lab, z.B. beim Latex von Ficus carica zwischen 50
und 60°C. Sehr interessant ist die Feststellung von KRISHNAMURT! und SUB-
RAHMANYAN [31] , wonach mit pflanzlichen Labersatzstoffen Kuh- und
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Pflanzenmilch (Sojabohnen- und Erdnussmilch) gerinnen kann, Dagegen bringt
dos Lab (Chymosin) Pflanzenmilch auch dann nicht zur Koagulation, wenn der
Calcium~-Gehalt demjenigen der Kuhmilch angeglichen wird. DASTUR [8]
stellt fest, dass grosse Mengen von pflanzlichen Enzymen nétig sind, um die
Milch zum Gerinnen zu bringen. Durch Zugabe von 0,1 % Calcium verviel-
facht sich die Wirkung des Enzyms. DASTUR verspricht sich von der kombinier-
ten Verwendung mehrerer pflanzlicher Enzyme fur die Kdseherstellung grosseren
Erfolg.

Tabelle 1 gibt eine Uebersicht Uber Pflanzen, aus denen die Labersatz-

stoffe gewonnen wurden:

Tabelle 1

Pflanzen aus denen Labersatzstoffe gewonnen wurden

Name der Pflanze Enzym gewonnen aus Literatur
Ficus carica [8] [31]
religiosa [34] [35]
bengalensis Latex  (Ficin)
glomerata [75] (o]
krishna
macrophy!la
Withania coagulans Beeren [8] [9]
[10]
Carica papaya Blatter, Fruchte [8] T[10]
(Papain)
Solanum elaeagnifolium [8]
Streblus asper Blutter (8] [10]
(32] [e4]
Cynara cardunculus Blutenkopf [10] [51]
[74]
Datura stramonium [43]
Euphorbia lathyris [10]
Galium mollugo [43]




c. Labersatzstoffe von Mikroorganismen

Mikroorganismen werden in Zukunft vielleicht die wichtigste Quelle fur
die Gewinnung von Labersatzstoffen sein. Ihre milchgerinnenden Enzyme sind
erst in neuerer Zeit eingehender erfasst worden.

Tabelle 2 zeigt eine Uebersicht derjenigen Mikroorganismen, deren pro-
teolytische Enzyme bis heute als eventuelle Labersatzstoffe in der Literatur

beschrieben worden sind:
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Tabelle 2

Mikroorganismen, die milchgerinnende Enzyme bilden

Name des Mikroorganismus

Literatur

Bacillus brevis

cereus

*
fusiformis ) (cf.Fusobacterium
fusiforme)

liquefaciens (cf.Achromobacter
liquefaciens)

mesentericus (cf.B.subtilis)

prodigiosus (cf.Serratia marces-

subtilis

cens)

Bacterium synxanthum {cf.Pseudomonas
synxantha)

Pseudomonas myxogenes
Serratia marcescens
Streptomyces griseus
Aspergillus flavus
oryzae
parasiticus
terricola
Ascochyta pisi
Colletotrichum atramentarium
Mucor Rouxii
Rhizopus delemar
niveus
nodosus
peka
pseudochinensis

Sclerotium oryzae-sativae

[72]
(617 [62]

[72]
[72]

[2] [ws] [e] [h7]
[23] [73]

[46] [61] [62] [69]
(72]

(66]

[69] [72]

[72]

[69] [72]

[2]

(2] [e9] [72]
[2]

[(13]

[1]

(1]

[72]

(1]

(1]

[1]

(1]

(1]

(1]
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*) Die Mikroorganismen sind mit den gleichen Namen wie in der
Literaturangabe aufgefuhrt. Sie stimmen mit der heutigen Klassi-
fikation nichi mehr in allen Fallen Uberein. Die von uns in Klam-
mer aufgefuhrten Bezeichnungen entsprechen den Synonymen nach
nach Bergey [3] .

Es ist festzustellen, dass die aeroben Sporenbildner einen wichtigen Platz
einnehmen. Auch mit Schimmelpilzen fuhrten besonders japanische [1, 69]
und sowijetische [2, 13] Forscher zahlreiche Studien durch.

Die milchgerinnenden Enzyme werden aus dem Nahrsubstrat, in welchem
der entsprechende Mikroorganismus gewachsen ist, gewonnen. Nach der Fest-
stellung von BARKAN et al. [2] ist das Enzym von Bacillus mesentericus
in der Aktivitat dem Lab am dhnlichsten. Es sind von EMANUILOFF [15]
auch vielversprechende Ergebnisse bei der Anwendung von Bacillus mesenteri-

cus—Protease zur Kaseherstellung erzielt worden.

2. Bisheriger Erfolg mit den Labersatzstoffen in der Praxis

Bevor die Labersatzstoffe bei der Kdseherstellung tberhaupt mit Erfolg
angewendet werden ksnnen, mussen sie einige Bedingungen erfullen, TSUGO
und YAMAUCH! [70] stellen folgende Anforderungen an ein “"milchgerinnen-
des Enzym, das nicht Lab ist™:

1. Die Ausbeute an Kdasemasse soll nicht kleiner sein als bei An-
wendung von Lab;

2. Das Kéasegel (Kasebruch) soll die gleichen physikalischen Eigen-
schaften besitzen;

3. Der Fettverlust soll niedrig sein;

4. Aromaunterschiede durfen nicht auftreten,

VERINGA [72] ist ebenfalls der Meinung, dass der Kasebruch, gewon-
nen mit einem Labersatzstoff, vergleichbare physikalische Eigenschaften mit dem

durch Lab hergestellten Gel aufweisen soll.
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Unser nachstehendes Literaturstudium berUcksichtigte deshalb vor allem
folgende Punkte:

a. Die Milchgerinnung mit Labersatzstoffen

b. Physikalische Eigenschaften der Gallerte und des Kasekorns

c. Reifung und Qualitidt der hergestellten Kuse

d. Ausbeute und Fettverlust

a. Die Milchgerinnung mit Labersatzstoffen

Da die milchgerinnenden Enzyme Proteolyten sind, ist es sehr wichtig,
das Mass ihrer proteolytischen Wirkung zu kennen. Dieses hat einen entschei-
denden Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften der Gallerte, Bei star-
ker Proteolyse wird das Kasein rasch abgebaut. Es entsteht eine zu weiche
Gallerte, die sich noch weitgehender auflssen kann [72]

TSUGO und YAMAUCHI [70] haben die proteolytische Wirkung
mehrerer milchgerinnender Enzyme bei 35°C geprUft. Sie bestimmten den An-
teil geronnenen Eiweisses in der Molke nach der Milchgerinnung, und zwar 15
und 120 Min. nach Zugabe des Enzyms. Die Gerinnungszeit war bei allen
Versuchen ungefishr gleich lang. Als Substrat diente rohe Magermilch mit ei-
nem pH-Wert von 6.7. Die Resultate sind in Tabelle 3 festgehalten.

Lab und Pepsin haben bei pH 6.7 annthernd die gleiche proteolytische
Wirkung. Bacillus subtilis-Protease und Chymotrypsin zeigen eine starke Proteo-
lyse, die sich nicht nur auf die Milchgerinnung beschrankt, sondern auch nach
der Gerinnung intensiv weitergeht. Die gleiche Feststellung bezuglich Pepsin
machten auch MELACHOURIS und TUCKEY [41] . Sie bewiesen, dass Pep-
sin im pH-Bereich 6,5-5,3 eine schwiichere proteolytische Wirkung als das Lab
aufweist. Allerdings waren ihre Untersuchungen nicht auf den Zeitpunkt von
120 Minuten nach der Enzymzugabe begrenzt, sondern erstreckten sich uber

30 Tage.
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Tabelle 3

Proteolytische Wirkung einiger milchgerinnender Enzyme [70]

Gerinnungs- :Anf:il geronnenen E.iwe'isses
Enzym Jeit in in % des Gesamt-Eiweisses
Minuten nach 15 Min. | nach 120 Min.
Lab 7,7 69,8 69,7
Pepsin 7,0 69,8 69,8
Chymotrypsin 7,0 54,7 32,8
Ficin 7,5 66,6 64,3
Aspergillus-Protease 7,3 60,6 41,0
Streptomy ces-Protease 8,0 62,9 44,7
B.subtilis-Protease 8,0 62,9 44,7
Ps.myxogenes-Protease 8,0 67,1 62,2

Stickstoff-Gehalt der Magermilch = 4,64 mg/ml

DYACHENKO und SLAVYANOVA [13] bestimmten die milchgerinnen-
de und proteolytische Aktivitit eines Enzymprdparates von Aspergillus terricola.
Sie konnten keine Gesetzesmissigkeit in der Beziehung Milchgerinnung : Pro-
teolyse feststellen und kamen zum Schluss, dass nicht das gleiche Enzym fur
die Milchgerinnung und die Proteolyse verantwortlich sei.

Beachtenswert sind die Ergebnisse der elektrophoretischen Untersuchungen
an Milch, die mit verschiedenen Enzymen geronnen wurde [70] . Mit zuneh-
mender Proteolyse dndert sich das elektrophoretische Bild, Lab und Pepsin ver=
ndern nur leicht den ot -Kasein-Komplex. Andere Enzyme verursachen eine
deutliche Verdnderung des o-Kasein-Komplexes und des [3-Kaseins. Pseudo-
monas-Protease weist eine spezifische destruktive Wirkung auf das (3 -Kasein
auf, wahrend der o¢ -Kasein-Komplex nur leicht verdgndert wird.

Die Temperatur spielt fur die Geschwindigkeit der enzymatischen Reak-

tionen eine wichtige Rolle. Der Bereich ist aber durch die Temperaturempfind-
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lichkeit der Enzyme begrenzt. Manche Enzyme werden schon bei 45-50°C
irreversibel geschadigt.

Bei der Kiuseherstellung ist es in der Regel erwlnscht, die Milch zwischen
25° und 45°C gerinnen zu lassen [72] . Die Labersatzstoffe weisen im all-
gemeinen eine hohere Optimumstemperatur als das Lab auf.

Tabelle 4 gibt die optimale Temperatur verschiedener Enzyme fur die

Milchgerinnung an.

Tabelle 4

Temperatur-Optima einiger milchgerinnender Enzyme

Enzym opt.Temp. Literatur
Pepsin 43°C VERINGA [72]
37°C TSUGO et al. [69]
Chymotrypsin 53°C TSUGO et al. [69]
Ficin 76°C VERINGA [72]
70°C TSUGO et al. [69]
67°C ROTINI [51]
Asp.oryzae - Profease 68°C ROTINI [51]
60°C TSUGO et al. [69]
Str.griseus - Protease 70°C TSUGO et al. [69]
B.subtilis - Protease 70°¢C TSUGO et al. [69]
B.mesentericus - Protease 65°C EMANUILOFF [17]
Ps.myxogenes - Protease 70°C TSUGO et al. [69]
Lab (als Vergleich) 40-42°C JENNESS et al. [27]

Wie aus der Literatur festzustellen war, hat sich EMANUILOFE [17]
am intensivsten mit dem Problem der Temperaturabhingigkeit der Gerinnung be-
fasst,

Entscheidend fur den Ablauf einer enzymatischen Reaktion ist auch die
Konzentration der H-lonen. Bei der Milchgerinnung beeinflusst das pH nicht

nur die Wirkung der milchgerinnenden Enzyme, sondern auch die Stabilitdt des




Substrates Kasein. [27] .

Mit dem Sinken des pH-Wertes steigt die Menge der Calcium-lonen.
Die Stabilitat des Kaseins ist dadurch gefshrdet.

Das Problem des pH-Optimums fur die einzelnen milchgerinnenden En-
zyme ist nicht eingehend studiert worden. Nach Arbeiten von EMANUILOFF
[17] , ROTINI [51] und DAVIS [10] sind die pH-Optima fur Pepsin
6.4, Ficin 6.5, Asp.-Frotease 5.7 und B.mesentericus-Protease 6.5. Auch hier
stammen die eingehendsten Untersuchungen von EMANUILOFF [17] . TSUGO
und YAMAUCHI [69] , die diese Fragen ebenfalls bearbeitet haben, geben
keine Zahlen an, stellen jedoch fest, dass Pepsin am stdrksten, Lab weniger,
Chymotrypsin und die mikrobiellen Enzyme am wenigsten bei der Gerinnung
der Milch durch das pH beeinflusst werden.

Ueber den Einfluss des Calciums auf die Milchgerinnung informiert die
Literatur im Zusammenhang mit Labersatzstoffen noch mangelhaft. TSUGO und
YAMAUCHI [69] stellen fest, dass die Gerinnungszeit durch Zugabe von
Calciumchlorid herabgesetzt wird. Den grsssten Einfluss merkten sie bei Pepsin
und Ficin, den kleinsten bei den mikrobiellen Proteasen.

Als Grundregel bei der Milchgerinnung mit Lab (Chymosin) gilt das Storch-
Segelcke'sche Gesetz [48]

E.t = konstant
E = Enzymkonzentration; t = Gerinnungszeit

VERINGA [72]bemerkt in seiner Literaturzusammenfassung, dass diese Regel
auch bei der Anwendung der Labersatzstoffe Geltung haben soll. Hier stimmen
die Angaben der einzelnen Forscher nicht tberein. SRINIVASAN et al. [63]
haben eine grossere Anzah! von Bakterien und Schimmelpilzen (ohne Angaben
welche) auf ihre milchgerinnenden Enzyme gepruft. Sie behaupten, dass in
allen Fallen (ausser wenn die Enzymlssung mehr als 5-fach verdunnt wurde)
die Gerinnungszeit umgekehrt proportional zu der Enzymaktivitst war. Sie ver-

wendeten pasteurisierte Milch, Die angewendeten Gerinnungszeiten sollen stets
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kurz gewesen sein. Demgegentber haben TSUGO und YAMAUCHI [69] be-
obachtet, dass nur bei Lab und bei der Pseudomonas-Protease E.t = konstant
ist. Bei anderen Enzymen wie Pepsin, Chymotrypsin, Ficin, Aspergillus-, Strep-
tomyces~ und Bacillus-Protease traf dies in ihren Versuchen nicht zu. Es zeig-
ten sich betrdchtliche Abweichungen. Fur alle diese Versuche wurde rohe Milch

verwendet.

b. Physikalische Eigenschaften der Gallerte und des Késekorns

Nach der Gerinnung der Milch liegt eine Gallerte vor. Der weitere Ar-
beitsgang in der Kaseherstellung wird so geleitet, dass je nach Art des Kdses
aus dem Kisebruch mehr oder weniger Molke austritt, Wihrend der Bearbeitung
der Gallerte muss eine bestimmte Festigkeit und Elastizitdt vorhanden sein. Ei-
ne weiche und zarte Gallerte zerfdllt durch die mechanischen Eingriffe. Es bil-
det sich viel Kasestaub.,

Die Labersatzstoffe ergeben nach DAVIS [10] fast immer eine zarte
Gallerte mit physikalischen Eigenschaften, die denjenigen der Labgallerte nicht
gleich sind. Diese Beobachtungen bestitigen auch SCHWARZ und MUMM [56],
die bei der Herstellung von Tilsiterktise mit einem bakteriellem Enzympriparat
eine Gallerte erhalten haben, die nicht so elastisch wie die Labgallerte und
etwas brockelig war. Bei deren Weiterverarbeitung bildete sich trotz aller Vor-
sicht ein zu feiner Bruch. ARIMA und IWASAK! [ 1] haben dagegen mit milch-
gerinnenden Enzymen von Rhizopus-Arten einen Bruch von befriedigender Kon-
sistenz erhalten. EMANUILOFF [15] erreichte mit Bacillus mesentericus-Pro-
tease eine Gallerte von festerer Konsistenz als mit Lab.

Die mit Labersatzstoff hergestelite Gallerte weist im Vergleich zur Lab~
gallerte eine schwichere Syneresis auf. Das Késekorn bleibt feuchter und ist we-
niger elastisch. Nach SCHWARZ und MUMM [56] gab ein Gemisch von
Lab + Labersatzstoff ein Kasekorn, das am Ende der Fabrikation im Griff dem

Labkorn entsprach.
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Genau erfasste Daten Uber den unterschiedlichen Verlauf der Syneresis
fehlen in der Literatur. Als einziges Beispiel dient nur der Trockenmassegehalt
von zwei 17-wschigen Tilsitern [56] . Der Labkdse hatte 49,57 %, der Lab-

ersatzstoffkdse 53,0 % Wasser.

c. Reifung und Qualitst der hergestellten Kase

Wahrend der Reifung eines Kases, (u.a. enzymatischer Abbau von Kasein)
wird die Kasemasse in einen geschmeidigen, fur jede Kdsesorte typischen Zustand
ubergefuhrt. Die Teigbeschaffenheit und der Geschmack sind weitgehend von
der Intensitat des Eiweissabbaus abhéngig und fur jede Kasesorte charakteristisch.

Fur den Kaseinabbau sind proteolytische Enzyme verschiedener Herkunft
verantwortlich: 1. Enzyme von in der Rohmilch vorkommenden Mikroorganismen;
2. Enzyme der zugesetzten Milchsiurebakterienkulturen; 3. Die milchgerinnen-
den Enzyme.

Wenige Sorten von Kase sind bisher versuchsweise mit Labersatzstoffen
hergestellt worden. Hauptséichlich waren es Schnittkdase wie Tilsiter [56] ,
Cheddar [ 31, 40, 41, 60, 62, 76] , Holldnderkdse [2, 39] , Brinza

[14, 15] , Kachkaval [14] und Weichkédsesorten wie Limburger [38]
und Camembert [4] . Ausser bei Kachkaval und Brinza (aus Schafmilch) brauchte
man zur Herstellung der Kase Kuhmilch.

Als Vergleich bei der Beurteilung von mit Labersatzstoff hergestelltem K-
se dienten stets die entsprechenden mit Lab (Chymosin) fabrizierten Produkte.

Es wurden betrachtliche Unterschiede im Eiweissabbau und in der Qualitét der
Kdse festgestellt.

Amerikanische Autoren [40, 41] berichten Uber den Verlauf der Rei-
fung von Cheddar-Kise, hergestelit mit Pepsin. MELACHOURIS und TUCKEY
[41] fabrizierten mehrere Paare Cheddarkdse (mit Lab und Pepsin). Die Ka-
se wurden auf den Gehalt an eiweissfreiem N und Amino-N untersucht, sowie

organoleptisch beurteilt. Der Gehalt an eiweissfreiem N war beim Labkise ef-
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was hoher. Bei den freien Aminosturen konnte ausser in der Konzentration kein
Unterschied festgestellt werden. In Zahl und Art waren es nach 130 Tagen Rei-
fezeit die gleichen. Die organoleptische Beurteilung der Kise ergab weder im
Teig noch im Aroma deutliche Unterschiede zwischen den beiden Kusen. Der
Pepsinkdse blieb im Teig wdhrend der Reifung lingere Zeit kdrnig, der Ge-
schmack war rein, aber im Vergleich zum Labkidse etwas milder. Bitterer Ge-
schmack konnte bei keinem der Kuse festgestellt werden, Die Autoren kamen
zur Ueberzeugung, dass Pepsin in der Cheddarfabrikation mit Erfolg angewendet
werden kann. Die Reifung nimmt aber eher einen langsameren Verlauf als beim
Labkése.

Diese Ergebnisse stimmen mit denjenigen von MARAGOUDAKIS et al.
[407] uberein. Sie stellten fest, dass der Labkdse nach 30, 60 und 90 Tagen
einen typischeren Teig und ein kréftigeres Aroma hat, und im allgemeinen bes-
ser beurteilt werden konnte als der Pepsinkise. Nach 150 Tagen hatte aber der
Pepsinkdse ein gutes Aroma.

Mit den pflanzlichen Labersatzstoffen hatte man bisher weniger Gluck.

Bei fast allen Versuchen trat ein mehr oder weniger ausgepragter bitterer Ge-
schmack und ein weicher, manchmal sogar pappiger Teig auf. Die milchgerin-
nenden Enzyme von Pflanzen besitzen eine starke proteolytische Wirkung; der
Kaseinabbau geht weiter als beim Lab. Es werden Polypeptide gebildet, von
denen einige fur den bitteren Geschmack verantwortlich sind. Auch die uner-
winschten Teigeigenschaften sind auf die tiefgreifende Proteolyse zurtickzufuhren.

WINDLAN und KOSIKOWSKY [76] pruften neben anderen Labersatz~
stoffen auch die Eignung von Papain fur die Cheddarfabrikation. Das Ergebnis
befriedigte nicht. Die Kdse waren ungeniessbar bitter.

Ficin, das meistgebrauchte Pflanzenenzym, wurde von KRISHNAMURT! und
SUBRAHMANYAN [33] fur die Cheddarfabrikation gebraucht, Nach 8-monatiger
Reifung hatte der Kise eine gute Qualitst. Die gleichen Autoren fuhrten auch
mit Blatterauszgen von Streblus asper Versuche durch. Diese Cheddarkése wie-

sen eine geringere Haltbarkeit als die Kontrollkdse auf.
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KOTHAVALLA und KHUBCHANDANI [72] bereiteten Cheddarkdse mit
AuszUgen aus den Beeren von Withania coagulans. Nach 3-monatiger Reifung
zeigte der Teig zwar eine Abweichung von den Labkasen, der Geschmack und
das Aroma waren aber normal. Mit dem gleichen Enzym stellte auch DASTUR
[9] Hartkase her. Die Ergebnisse waren nicht befriedigend., Die Kdse wurden
leicht bitter.

Die Versuche von CHRISTEN und VIRASORO [4] sind deswegen in-
teressant, weil erstmals Camembert, also ein Weichkdse, auf diese Art herge-
stellt wurde. Ein leicht bitterer Geschmack war am Anfang feststelibar, der
aber nach vollendeter Reifung verschwand. Die Autoren sind mit ihren Ergeb-
nissen zufrieden. Die Qualittt der Kdse war in jeder Beziehung gut.

Mehrere Forscher befassten sich mit der Verwendung bakterieller Proteasen.
EMANUILOFF [14,15] isolierte das milchgerinnende Enzym von Bacillus mesen-
tericus. Er stellte in seinen Versuchen [157] einen weissen Schafmilchkase her.
Zur Kldrung der Frage, ob die bakterielle Protease fur eine Anwendung in der
Praxis geeignet sei, wurden die freien Aminosduren wiahrend der Reifung erfasst,
Die papierchromatographischen Bestimmungen ergaben folgendes Resultat:

Die Zahl der freien Aminosduren im frischen Kdse ab der Presse betrigt
bei Bacillus mesentericus-Kdse 8, beim Labkise 5. Der Autor schliesst daraus,
dass die bakterielle Protease schon wihrend der Gerinnung eine tiefgreifende
Proteolyse des Milcheiweisses verursacht. Nach 6 Tagen erhsht sich die Zahl
der freien Aminosduren in beiden Kdsen. Wiahrend der weiteren Reifung schwank-
te die Zahl der freien Aminosduren. Nach 25 Tagen wies der Bacillus mesente-
ricus-Kése 12, der Labkdse 9 freie Aminosturen auf.

In einer fruheren Arbeit [147] berichtete EMANUILOFF uber die Her-
stellung von Brinza und Kachkavalkdse mit bakterieller Protease, Die Ergebnis-
se fuhrten den Autor zur Feststellung, dass die bakteriellen Proteasen das Lab in
der Kaseherstellung ersetzen ksnnen.

Eingehende Versuche wurden auch von SCHWARZ und MUMM [56] durch-
gefuhrt. Die Autoren stellten Tilsiterkdse mit dem von MAASS entwickelten
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bakteriellen Labersatzstoff "Azolon M" her. Nach einer Lagerungszeit von 17
Wochen war der Trockenmassegehalt des Labkases um 3,43 % hsher als derje-
nige des Labersatzstoffkiises, Ein unterschiedlicher Wassergehalt war schon beim
Abfullen der Kise deutlich erkennbar. Der Bruch mit Labersatzstoff war feucht
und weich. Der Gehalt an wasserlsslichem N, phosphorwolframsdurefillbarem N
und Ammoniak-N zeigte hshere Werte beim Labersatzstoffkdse.

In einem gewissen Widerspruch zu diesem Befund stehen die Ergebnisse
eines zweiten Versuches der gleichen Autoren. Ein Vergleich von Kdsen mit
Lab, Lab + Labersatzstoff und Labersatzstoff ergab nach 12-wéchiger Reifung
einen Trockenmassegehalt, der in allen 3 Fallen fast gleich hoch war. Der Ge-
halt an wasserlsslichem N zeigte auch keine deutlichen Unterschiede.

Demgegenuber fiel die organoleptische Beurteilung eindeutig nachteilig
fur den Labersatzstoff aus. Nach 7-wschiger Reifung hatte der Labersatzstoffkise
einen leicht bitteren Geschmack und der Teig war leicht kreidig und brockelig.
Nach 17-wiéchiger Lagerung ging die Qualitdt der Kdse noch stirker zurtick.
Der Geschmack war stark bitter, der Teig ausgesprochen kreidig. Der zweite Versuch
bestdtigte den ersten bezuglich organoleptischen Eigenschaften. Der Kse, her-
gestellt mit einem Gemisch von Lab + Labersatzstoff, stand qualitatsmdssig zwi-
schen Labkdse und Labersatzstoffkase.

MAASS  [39] versuchte mit seinem Préparat "Azolon M" Gouda-Kise
herzustellen, Nach 5-wochiger Reifung konnte kein bitterer Geschmack fest-
gestellt werden, Sehr gute Erfolge hatte der Autor auch bei der Herstellung von
Limburgerkdse [38)

Eine der neuesten Versuche stammt von BARKAN et al. [2]. Hollander-
kdse wurden mit milchgerinnendem Enzym von Bacillus mesentericus gemacht,
Auch hier wurde nach 3-monatiger Reifung ein schneller Eiweissabbau, d.h.
ein 50-100 % hoherer Gehalt an wasserlsslichem N gegentber dem Labkise
festgestellt. In diesem Versuch zeigte sich wiederum ein bitterer Geschmack
bei den B.mesentericus-Kasen.

SREENIVASAN et al. [60, 62] fabrizierten Cheddarkdse, wobei die




