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Zusammenfassung Der antimikrobielle Effekt von Pflanzenextrakten aus Hopfen (Humulus lupulus) und
Rooibos (Aspalathus linearis) auf Listeria monocytogenes auf Weichkase Limburger
Art wurde wéhrend einer 24-tdgigen Reifung evaluiert.

Die in Hohe von 102-10° Listeria/g Kése kunstlich kontaminierte Oberflache wurde
beginnend am Tag nach dem Salzbad und dann taglich mit hopfenextrakthaltiger
(30 pg/ml Schmierelésung bzw. 30 pg/g Kése) und rooibosextrakthaltigen Lésung
(0,5 g/100 g Kéase) bestrichen bzw. geschmiert. Die Probennahmen erfolgten am Tag
1,2,3,7,10, 17 und 24, um die Listeria-Zahl zu bestimmen. Zusatzlich wurde der
Einfluss der Pflanzenextrakte auf den pH-Wert, den Reifungsverlauf sowie die senso-
rischen Eigenschaften der Kase gepruift.

Waurde der Extrakt aus Hopfen direkt auf den Kase aufgetragen, war eine signi-
fikante Wachstumshemmung von Listeria monocytogenes festzustellen, wahrend er
als Zugabe in der Schmiereldsung wirkungslos blieb. Rooibosextrakt zeigte keinen
hemmenden Effekt auf Listeria monocytogenes. Beide Pflanzenextrakte beein-
flussten leicht die sensorischen Eigenschaften der Kése, die Késereifung nicht.

Schliisselworter: Hopfen, Rooibos, Listeria monocytogenes, Kasereifung,
Sensorik

Summary The antimicrobial effect of extracts of hop (Humulus lupulus) and rooibos (Aspalathus
linearis) on Listeria monocytogenes in manufactured red smear-ripened cheese over
a period of 24 days was evaluated.

The surface of the cheeses was contaminated with 2-3 log Listeria monocyto-
genes/g cheese. Initiating with the brine bath the cheeses were daily smeared with
a solution containing hop (30 ug/ml smear solution or 30 ug/g cheese) or rooibos
(0.5 g/100g cheese). During cheese ripening the growth of Listeria monocytogenes
was monitored at day 1, 2, 3, 7, 10, 17 und 24 after brine bath. Additional the influen-
ce on pH, cheese maturation including the organoleptic quality was evaluated.

Hop extract, directly smeared on the surface of the cheese, showed a statistically
significant antimicrobial activity on Listeria monocytogenes, whereas the extract as
additive in the smear solution was ineffective. Rooibos extract had no antilisterial ef-
fect. Both extracts had a slight impact on the organoleptic quality but the maturation
was unaffected.

Keywords: hop, rooibos, Listeria monocytogenes, cheese ripening,
organoleptic quality

Ausgabe fur imr:livelyzachary Die Inhalte sind urheberrechtlich geschitzt. Eine Weitergabe an unberechtigte Dritte ist untersagt.



Ausgabe flr imr:livelyzachary

Journal of Food Safety and Food Quality 64, Heft 6 (2013), Seiten 157-188

Die Inhalte sind urheberrechtlich geschitzt. Eine Weitergabe an unberechtigte Dritte ist untersagt.

169

Ausgabe fur imr:livelyzachary

Einleitung

Im Zusammenhang mit Listeria monocytogenes-Infektio-
nen des Menschen durch den Verzehr von Lebensmitteln
wurden Weichkise bereits hdufiger als Ausloser bekannt
(Robert Koch Institut, 2010; Becker und Holzapfel, 2000).
Ein Ansatzpunkt zur Zuriickdringung von Zoonoseer-
regern in Lebensmitteln ist, neben der strikten Einhaltung
der guten Herstellungspraxis, der Zusatz von Pflanzen-
extrakten mit antibakterieller Aktivitt.

Der siidafrikanische Rooibos wird aufgrund seiner
gesundheitsfordernden Eigenschaften als koffeinfreier und
tanninarmer Kréutertee weltweit getrunken. Als wirksame
Bestandteile wurden die Dihydrochalcone Aspalathin und
Nothofagin sowie die Flavonoide Luteolin, Orientin,
Isoorientin, Vitexin, Isovitexin, Rutin, Quercentin und
Isoquercentin vor allem als Antioxidativum bei kardio-
vaskuldren, tumorosen und allergischen Erkrankungen be-
stdtigt (Wang und Mazza, 2002; Joubert und de Beer, 2011).

Verschiedene In-vitro-Studien belegen, dass der unfer-
mentierte aspalathinreiche Extrakt wachstumshemmende
Effekte auf FEscherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeroginosa, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Streptococcus mutans, Saccharomyces cervisiae und
Aspergillus niger zeigt (Griiner-Richter et al., 2008; Alma-
jano et al., 2008; Coetzee et al., 2008). Der fermentierte
aspalathinarme Rooibosextrakt erwies sich in In-vitro-
Studien ebenfalls wirksam auf Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Streptococcus mutans und Saccharomyces cervisiae
(Schepers, 2001; Sandasi et al., 2010). Eigene Ergebnisse
zur Wirkung eines fermentierten Rooibosextraktes in /n-
vitro-Kultur konnten nach einmaliger Zugabe (Konzen-
tration: 5 mg/ml) bei einer Ausgangskeimzahl von 10°-103
KbE/ml einen bakteriostatischen Effekt auf Listeria mono-
cytogenes liber 14 Tage bei 10 °C belegen. Der Extrakt
hatte keine darstellbare antibakterielle Wirkung auf die
getesteten Milchsdurebildner, Bacillus spp., Brochothrix
spp., Pseudomonas fluorescens und Salmonella Enteritidis
(Kuehnast und Braun, 2013a). Zur antimikrobiellen Wir-
kung von Rooibosextrakten nach Zusatz zum Lebensmittel
liegen bisher keine Daten vor.

Hopfen (Humulus lupulus), eine auf der Nordhalbkugel
seit dem Mittelalter kultivierte Kletterpflanze, besitzt als
antibakterielle Bestandteile «- und B-Sduren (Humulon
und Lupulon) sowie deren Derivate. Die Hopfensduren
sind gut vertrdglich und zeigen eine hohe Bioverfiigbarkeit
(Hanske et al., 2005). Die antibakterielle Wirkung der
Hopfenbestandeteile richtet sich vor allem auf grampositive
Mikroorganismen (Shimwell, 1937; Lewis et al., 1949).
Neuere Ergebnisse belegen allerdings auch antibakterielle
Effekte auf den gramnegativen Helicobacter pylori
(Ohsugi, 1997). Hopfen stabilisiert den Bierbrauprozess
durch seine hemmende Wirkung auf Lactobacillen (Haas
und Barsoumian, 1994). Hansen (1947) konnte antibak-
terielle Effekte der Hopfenbestandteile auf Staphylococcus
aureus, Bacillus mesentericus und Bacillus subtilis nach-
weisen. Keinerlei Hemmeffekte konnte Gerhauser (2005)
in Versuchen mit Hefen und E. coli feststellen. Eigene In-
vitro-Studien bewiesen nach einmaliger Zugabe eines
Extraktes aus Hopfen (Konzentration: 30 ug/ml) eine anti-
bakterielle Wirkung auf Milchsdurebildner und Brocho-
thrix spp. sowohl bei 10 °C als auch bei 25 °C iiber 28 Tage.
Bei Listeria monocytogenes war bei 10 °C eine verldangerte
lag-Phase mit anschlieBendem bakteriostatischem Effekt

nachweislich. Auf gramnegative Teststimme (Pseudomo-
nas fluorescens und Salmonella Enteritidis) hatte dieser
Extrakt keine Wirkung (Kuehnast und Braun, 2013b).

Larson (1996) verglich die Effekte verschiedener
Extrakte aus Hopfen auf Listeria monocytogenes (Konzen-
tration: 10°-10° KbE/g bzw. ml) in Néhrbouillon und in
Weillkrautsalat, Milch, Cottage Cheese und Camembert.
In Nidhrbouillon war im Vergleich zum Lebensmittel
deutlich weniger Hopfenextrakt fiir eine vergleichbare
antibakterielle Wirkung erforderlich. Die antilisterielle
Wirkung lie3 nach 14 Tagen Lagerung nach, was mit einer
Resistenzbildung erldutert wurde. Shen (2009) untersuchte
die Wirkung der Hopfensduren auf Listeria monocytogenes
(Ausgangskonzentration: 10> KbE/cm?) auf der Oberfldche
von ,Frankfurter Wiirstchen“. Bei Lagerungsversuchen
konnte eine Reduktion von 1,3-1,6 log-Stufen dargestellt
werden. Eine vollstdndige Inaktivierung der Testkeime
wurde nicht erreicht. Qualitdtseinschrankungen durch den
Zusatz in Lebensmitteln aufgrund verdnderter Sensorik
bzw. 6konomischer Gesichtspunkte fiihrten zu festgelegten
Hochstmengen. 2001 bestétigten die U.S. Food and Drug
Administration und das U.S. Department of Agriculture
Food Safety and Inspection Service (FSIS) die B-Hopfen-
siuren (Lupulon, Colupulon, Adlupulon) in einer Konzen-
tration von 4,0 mg/kg als antimikrobielles Agens fiir ge-
kochtes Fleisch und in einer Konzentration von 5,0 mg/kg
als antimikrobieller Verpackungszusatz fiir Fleischproduk-
te (U.S. Department of Agriculture, 2012).

Ziel dieser Arbeit ist eine vergleichende Darstellung der
antimikrobiellen Wirkung von Pflanzenextrakten (Rooi-
bos und Hopfen) auf Listeria monocytogenes wihrend der
Reifung eines Weichkéses. Eine mogliche Anwendbarkeit
in Weichkise soll sowohl in Hinsicht auf Produktreifung,
sensorische Qualitit als auch auf eine mégliche Reduktion
des Zoonoserisikos validiert werden.

Material und Methoden

Mikroorganismen

Zur Untersuchung wurde der Listeria monocytogenes-
Stamm Li 589, Serovar 2c¢, vom Max-Rubner-Institut
Kulmbach, isoliert aus Lebensmitteln, herangezogen. Der
Bakterienstamm wurde bis zur Untersuchung bei —86 °C
gelagert.

Zur Rekultivierung wurde Listeria monocytogenes in
Nahrbouillon (SIFIN TN 1172) iiberfiihrt und 24 Stunden
bei 37 °C bebriitet, auf Columbia-Agar mit Schafblut™s
(5 %) (Oxoid Art.-Nr.: PB5S039A) tiberimpft und wiede-
rum 24 Stunden bei 37 °C aerob inkubiert, um ausreichend
Koloniematerial zu erhalten. Fiir die weitere Verwendung
wurde alle vier Wochen eine gut entwickelte Einzelkolonie
passagiert.

Pflanzenextrakte (PE)

Die Pflanzenextrakte wurden von der Adalbert-Raps
Lebensmittelforschung gem. GmbH Kulmbach zur Ver-
fligung gestellt.

Der fermentierte und getrocknete Extrakt aus Rooibos
(RE) wurde mittels eines ethanolisch-wéssrigen Extrak-
tionsverfahrens (80:20) bei Raumtemperatur fiir 1,5 bis
3 Stunden mit einem nachgeschalteten Ethylacetat-Wasch-
schritt zur Entfernung des Chlorophylls gewonnen. Der
Aspalathingehalt betrdgt 15-20 % und der Anteil der
Gesamtphenole mindestens 40 %.
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Die Stammlosung des RE wurde durch Losen des
Pulvers in destilliertem Wasser hergestellt und in einer
Konzentration von 0,5 g/100 g mit Hilfe eines sterilen Glas-
spatels auf dem Kise verteilt.

Der zihflussige Extrakt aus Hopfen (HE) wurde mittels
CO,-Extraktion gewonnen. Die Hauptbestandteile sind
B-Sduren (40 %) und Kaliumsalze, welche in Propylen-
glykol gelost vorliegen. Der Gehalt an Propylenglykol
betrigt 27 % +/- 8 %. Aus dem Hopfenpflanzenextrakt
wurde eine HE-Stammldsung mit einer Konzentration von
3 mg/ml, gelost in einer sterilen Natriumchloridlosung,
hergestellt. Wihrend des Versuchsablaufs wurde sie in
einer Konzentration von 30 pg/ml zur Schmiere gegeben
bzw. in 30 pg/g auf den Kise aufgetragen.

Kasen

Fiir die Versuche wurden je Durchgang 15 oberfldchen-
gereifte Weichkdse nach Art eines Rotschmierekdses im
LabormaBstab aus pasteurisierter Kuhvollmilch mit 3,5 %
Fett hergestellt. Die Produktionsbedingungen wurden so-
weit wie moglich der industriellen Késefertigung ange-
passt. Als Siduerungskulturen wurden CHOOZIT™
MM100 LYO der Firma DANISCO eingesetzt (0,03 g/1, bis
pH 6,4 erreicht). Des Weiteren wurden Calciumchlorid
(34 %ig, 0,25 ml/l) sowie zum Einlaben Kilberlab (Natur-
lab 1:15000, Chymosin iiber 80 %, Fa. Hunsbichler GmbH,
0,24 ml/1) zugesetzt. Das Schneiden und Verziehen des dik-
kgelegten Bruches erfolgte 60 +/— 5 Minuten nach Zugabe
der Kilberlabs. Im Anschluss wurde die Molke abgefiihrt
und der Bruch in gelochte Kunststoffformen (@ 8,5 cm) ab-
gefiillt. Bei Raumtemperatur (22-24 °C) tropfte der Bruch
ab und wurde dabei zum Ausformen 3x gewendet. Die
Kise wurden im Anschluss im Klimaschrank (Binder KBF
240) bei 15 °C und 90 % relativer Luftfeuchte auf einem
gelochten Kunststoffbrett 12 Tage gelagert. Am Tag 2 wur-
den die Kunststoffformen entfernt und die Késerohlinge
kamen 30 Minuten in ein Salzbad (16 % NaCl, 15 °C, pH
4,8-5,0). Ab Tag 3 (Start der Challengeversuche) wurden
sie tdglich mit 2,5 ml Rotschmierekultur (CHOOZIT™
PLA LYO Ripening Mix, Firma DANISCO + 3,5 % NaCl)
je Seite geschmiert und gewendet. Nach 12 Tagen wurden
die Kise in Pergamentpapier (Pely FRESH) und Alumini-
umfolie einzeln verpackt und bei 8-10 °C weitere 14 Tage
zur Weiterreifung aufbewahrt. Die Késerohlinge hatten ein
Gewicht zwischen 176 g und 221 g (GroBe ca. 8,5 x 3 cm)
zu Herstellungsbeginn, am Ende der Lagerung zwischen
168 g und 191 g (Grofe ca. 8,0 x 2,7 cm).

Versuchsablauf Challengeversuche

Die Challengeversuche mit Listeria monocytogenes und
Zugabe der Pflanzenextrakte zum Kése begannen ab Tag 3
des Kédsens mit dem Schmieren.

Challengeversuch 1 wurde 3x, Challengeversuch 2 5x
und Challengeversuch 3 3x durchgefiihrt.

Eine gut entwickelte Einzelkolonie des Listeria
monocytogenes-Stammes wurde in Nahrbouillon (SIFIN
TN 1172) verbracht und bei 37 °C 24 h bebriitet. Die
Ausgangskeimzahl wurde durch eine Keimzdhlung mit
Hilfe des Oberflichenverfahrens (Spatelverfahren) nach
dem amtliche Untersuchungsverfahren § 64 LFGB be-
stimmt.

Um die Ausgangskeimzahl von circa 10>-10° KbE/mg
auf der Kidseoberfldche zu erreichen, wurde eine Dezimal-
verdiinnungsreihe in NaCl-Pepton (8,5 g NaCl, 1 g Pepton
aus Casein gelost in 1 1 Aqua dest.) bis zu einer Ver-

diinnungskonzentration von 10° KbE/ml hergestellt. Aus
dieser Verdiinnungsstufe wurden jeweils 100 pl entnom-
men und davon je 50 pl auf die Ober- und Unterseite des
Késes einmalig verteilt. Die erreichte Ausgangskonzen-
tration im Kése wurde durch eine anschlieBende Proben-
nahme (Kise 1) und quantitative Bestimmung der Listeria
monocytogenes nach dem amtlichen Untersuchungsverfah-
ren § 64 LFGB kontrolliert.

Challenge 1 (Hopfenextraktzugabe

direkt in der Schmierelésung)

Fiir diese Versuchsdurchgiange wurde der HE ab Tag 3 des
Kiésens in einer Konzentration von 30 pg/ml direkt in die
Schmierlosung eingebracht und téglich beim Schmieren
des Kisens beidseitig mit je 2,5 ml Schmiere durch eine
Pipette auf 7 Kése aufgetragen. Die Fliissigkeit wurde mit
einem rauen, nichtsaugenden Tuch in die Késeoberflache
eingerieben, und die Kése dabei gewendet. Parallel dienten
7 Kése als Kontrolle und wurden mit Schmierelésung ohne
HE-Zusatz in gleicher Weise behandelt.

Challenge 2 (Hopfenextraktzugabe

direkt auf die Kaseoberfldche)

Hierfiir wurden alle 14 Kése ab Tag 3 des Késens téglich
beidseitig mit je 2,5 ml Schmierelosung mit einem rauen,
nichtsaugenden Tuch eingerieben und gewendet. Im
Anschluss daran wurde auf 7 Kése der flissige HE tédglich
in einer Konzentration von 30 pg/g Kise mittels einer
Pipette aufgetragen und beidseits mit einem Glasspatel
verteilt. Die restlichen 7 Kise (geschmiert, aber ohne
Zugabe von HE) dienten als Kontrolle.

Challenge 3 (Rooiboszusatz

direkt auf die Kaseoberflache)

Der RE-Extrakt wurde aufgrund der Ergebnisse der /n-
vitro-Versuche (Kuehnast und Braun, 2013a; Kuehnast und
Braun, 2013b) bzw. nach Feststellen der Wirkungslosigkeit
von HE in der Schmierlosung nur direkt auf die Kédseober-
fliche aufgetragen.

Fiir diesen Versuch wurden je 2,5 ml Schmierelosung ab
Tag 3 des Késens tdglich beidseits in die Késeoberflache
der 14 Kise mittels eines rauen, nichtsaugenden Lappens
eingerieben. AnschlieBend wurde auf 7 Kése der RE tig-
lich in einer Konzentration von 0,5 g/100 g Kise durch eine
Pipette auf die Ober- und Unterseite der Kise aufgetragen
und mit einem Glasspatel gleichméBig verteilt. Gleichzeitig
wurden die Kédse gewendet. Die restlichen 7 Kédse ohne
RE-Behandlung dienten wiederum als Kontrolle.

Die weiteren Probennahmen erfolgten bei allen Késen am
Tag1,2,3,7,10 vor dem erneuten Aufbringen des PE sowie
am Tag 17 und 24 der Lagerung. Dafiir wurden jeweils ein
Kése mit PE-Zusatz und ein Kontrollkédse herangezogen.
Es wurde jeweils eine quantitative und qualitative Bestim-
mung von Listeria monocytogenes nach dem amtlichen
Untersuchungsverfahren § 64 LFGB durchgefiihrt. Zur
Bestdtigung der Listerien wurde die Katalase-Reaktion
(Bactident® Katalase, Fa. MERCK), der Beleuchtungstest
nach Henry, die Gram-Férbung, der CAMP-Test (Colum-
bia-Agar mit Schafblut™ (5 %) (Oxoid Art.-Nr.:
PB5039A)) und der Kohlenhydratabbau in Rhamnose-
bzw. Xylose-Bouillon (10 g/l Fleischpepton, 1 g/l Fleischex-
trakt, 5 g/l Natriumchlorid, 0,02 g/l, Zusatz von 5 % Rham-
nose bzw. Xylose) durchgefiihrt.

Einfluss der Pflanzenextrakte auf das Kasen
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Am Tag 3 (vor Beginn des Schmierens), Tag 10 (Ende des
Schmierens und Verpackung) und Tag 24 (Ende der Lage-
rung) des Késens wurden bei allen hergestellten Késen die
pH-Werte (pH-Stick OMNI EASY pH) auf der Rinde und
im Teig gemessen sowie die Gesamtkeimzahl, Lactobacil-
len und Hefen und Schimmelpilze nach den amtlichen
Untersuchungsverfahren § 64 LFGB bestimmt. Zusitzlich
wurde an den Tagen 10 und 24 Brevibacterium (B.) linens
(Plate-Count-Agar (SIFIN TN 1189) + 3 % NaCl, 24 °C,
aerob, > 1 Woche) als Nachweis fiir die Rotschmierekultur
angeziichtet. Zusitzlich wurden die sensorischen Eigen-
schaften (Farbung, Geruch, Konsistenz) der selbstpro-
duzierten Kise sowie eines gekauften (Limburger, Fa.
Goldsteig) Kises festgehalten.

Statistik

Die erfassten Listeria monocytogenes-Daten wurden loga-
rithmiert. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde eine Normal-
verteilungspriifung bestétigt. Die deskriptive Statistik
erfolgte durch die Berechnung der Mittelwerte und der
Standardabweichung. Durch die Zwei-faktorielle Varianz-
anlayse, die ANOVA und den Post-Hoc-Test mit dem
Bonferroni- und dem T-Test wurde auf signifikante Mittel-
wertsdifferenzen gepriift. Als Signifikanzniveau sollte
p = 0,05 erreicht werden. Die statistischen Berechnungen
erfolgten mit dem Softwareprogramm SPSS 20 (IBM
Miinchen).

Ergebnisse

Die Abbildungen 1-3 stellen den Wachstumsverlauf der
Listeria monocytogenes mit und ohne PE-Zusatz wéhrend
der Challengeversuche dar.

Die pH-Werte, Gesamtkeimzahlen, Zahlen fiir die
Lactobacillen, Hefen/Schimmelpilze und B. linens auf der
Oberflidche sowie im Inneren der Kése sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Challenge 1 (Hopfenextrakt)
Nach Verwendung der HE-haltigen Schmierlosung war
keine Beeinflussung des Wachstumsverhaltens des Liste-
ria-Stammes darstellbar. Ausgehend von der Ausgangs-
keimzahl (1,3 x 10> KbE/g Kise) fiel die Zahl wihrend der
ersten 3 Tage sowohl mit als auch ohne HE-Zusatz
zunichst auf < 10 KbE/g, um danach bis Ende der Lage-
rung Werte von 1,4 x 10° KbE/g mit HE-Zusatz und 5,7 x
10° KbE/g in der Kontrolle zu erreichen (Abb. 1).

Die Kisereifung wurde durch den HE nicht beeinflusst
(s. Tab. 1). Auf der Kiseoberfliche

TABELLE 1: pH-Werte und Keimzahlentwicklung wdihrend der

Lagerungsdauer.
Versuch Tag 3 (vor Tag 10 (Ende  Tag 24 (Ende
(Schmieren) Schmieren) Lagerung)
Challenge 1
pH - Rinde 484 49 524
- Teig 472 444 459
GKZinKbEg - Rinde 29108 22%108 2,7x108
- Teig 29108 20108 14x108
Lb. in KbEfg - Rinde 55x107 3,0x107 80x10
- Teig 20x107 83x107 59x 107
H/S in KbEfg - Rinde <10 18x107 85x 100
- Teig <10t 38x%10° 15x10°
B finensinKbElg > Rinde n. u. <10 <0
- Teig n. u. <10t <10t
Challenge 2
pH - Rinde 484 497 5,60
- Teig 472 442 4,68
GKZinKbEg - Rinde 29108 18x 108 23x 108
- Telg 29x10° 22x10° 45x107
Lb. in KbEfg - Rinde 55x107 12x108 70x107
- Teig 20x107 11x108 55x 107
H/S in KbEfg - Rinde <10 85x 100 15x107
- Teig <10t 18x10° 50x 10
B.finensinKbElg ~ —Rinde n. u. <10t <0
- Teig n. u. <10t <10
Challenge 3
pH - Rinde 481 535 528
- Teig 47 478 459
GKZinKbElg - Rinde 51108 3,0%108 41%108
- Teig 78x10°8 9,0x 107 16x%108
Lb. in KbEfg - Rinde 18x10° 13x108 13x%108
- Teig 16x108 40x107 1.2x 108
H/S in KbEfg - Rinde <10t <10t 83x10°
- Teig <0 <10 30104
B.finensinKbElg > Rinde n. U <10 <0
- Teig n. U, <10 <10
Kontrolle
pH - Rinde 482 498 5,24
> Teig 4 444 459
GKZ in KbE/g - Rinde 30108 20x% 108 27 %108
- Teig 45x10° 3,0x108 14x108
Lb. in KbEfg - Rinde 85x 107 80x107 80x107
- Teig 75x%107 11x108 1,1x 108
H/S in KbEfg - Rinde <10t 23x107 85x10°
- Teig <10t 27x10¢ 15x10°
B finensinKbElg > Rinde n. u. <10 <0
- Teig n. U, <10t <10
gekaufter Limburger
pH - Rinde n.u. n.u. 713
- Teig n. u. n. u. 517

Erlduterung: GKZ = Gesamtkeimzah, Lb. = Lactobacillen, H/S = Hefen/Schimmelpilze, B. finens = Brevibacterium finens, n. u. = nicht untersucht

den ersten drei Tagen reduzierte sich die Zahl des geteste-
ten Stammes (Ausgangskeimzahl 1,4 x 10> KbE/g) mit HE
auf 2,2 x 10! KbE/g und ohne HE auf 5,4 x 10! KbE/g. Ab
Probenahmetag 7 fiel die Listerienzahl auf der Késeober-

bildeten Sl?h die erwarteten Mikro- Challenge 1, Kise + L. +/- Hopfen (30 pg/ml Schmiere)
kulturen mit Ausnahme von B. linens 100E+08 ~—— — — —
leicht verzogert aus. Die Farbe von |% 1006407 +—m —r+——
Rinde und Teig war gelblich. Im An- |3 1,00E+06 e B
schnitt war eine Rindenbildung nach- é 1,00E+05 z —

weisbar. Der Geruch war kriftig-aro- | g 1.00E+04

matisch weichkésetypisch und die .E lgg:gg o ¥ 7 T 1
Konsistenz fest-elastisch. Em e \I‘??—// e vl
Challenge 2 (Hopfenextrakt) 1,00E+00 ” 1 2 3 o ? b 1'0 S 1'? S ga
Durch das Aufbringen des HE als -

separate Losung nach dem Schmie- it (Tage)

ren der Kiserinde war eine deutliche

Hemmwirkung auf Listeria monocy-
togenes statistisch nachweisbar. In

Ausgabe fur imr:livelyzachary

ABBILDUNG 1: Keimzahlentwicklung von Listeria monocytogenes (L.) auf der Kdise-
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rinde mit (+ HE) und ohne Hopfenextrakt, HE in der Schmierlosung auf
die Kiseoberfliche aufgebracht.
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ABBILDUNG 2: Keimzahlentwicklung von Listeria monocytogenes (L.) auf der Kise-

rinde mit (+ HE) und ohne Hopfenextrakt (HE), HE nach dem Schmie-
ren direkt auf die Kiseoberfliche aufgebracht, < Tage mit statistisch
signifikanten Unterschieden.

1,00E+08
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ABBILDUNG 3: Keimzahlentwicklung von Listeria monocytogenes (L.) auf der Kise-

rinde mit (+ RE) und ohne Rooibosextrakt (RE), RE nach dem Schmie-
ren direkt auf die Kiseoberfliche aufgebracht.

das Wachstum in der Gruppe mit RE-

Zusatz als auch in der Kontrollgruppe dhnlich und erreich-
te Werte von 2,0 x 10" KbE/g. Ab Tag 10 wuchsen die Li-
sterien trotz RE-Zugabe auf 4,6 x 10> KbE/g zum Ende der
Lagerung und damit auf das 10fache der Listerienanzahl in
der Kontrollgruppe (3,6 x 10' KbE/g) (Abb. 3). Dieser
Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant.

Die Reifung des Kiéses mit den erwarteten Mikro-
organismen mit Ausnahme von B. linens war darstellbar
(s. Tab. 1). Das Aussehen wird durch die intensiv orange-
rote Farbe des Rooibosextraktes, die sich von der Ober-
fliche bis ins Kiseinnere zieht, beeinflusst. Der Geruch
war leicht siilich und die Konsistenz fest-elastisch.

Diskussion

Die antilisterielle Wirkung des Extraktes aus Hopfen in
der Konzentration von 30 pg/g bei direkten, wiederholten
Aufbringen auf die Késeoberfliche war statistisch nach-
weisbar. Die von Larson (1996) dargestellte entwickelte
Resistenz der Listerien gegeniiber dem Extrakt konnte
nicht festgestellt werden. Die Anreicherung des HE auf
der Oberflache induzierte eine leichte Beeintrdchtigung
der sensorischen Merkmale, da ein schwacher Eigengeruch
des HE wahrnehmbar war. Die Ausbildung der Hefen
auf der Késeoberfliche wurde durch das wiederholte
Auftragen des HE nach dem Schmieren nicht beeinflusst,
dennoch verzogerte sich die Deacidifierung, da nur pH-
Werte von 4,5-5,2 erreicht wurden. Fiir die Weiterbesied-
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lung mit Schmierebakterien sollten die pH-Werte > 6 sein
(Bockelmann et al., 2005). Durch den sauren pH-Wert
wurden jedoch wahrscheinlich die antilisteriellen Wirk-
komponeten des Hopfenextraktes unterstiitzt. Zum Ende
der Lagerung war dennoch die produkttypische Flora
nachweisbar.

Der Nachweis von B. linens war in dieser Arbeit auf den
Késen mit PE als auch auf den Kontrollkdsen nur schwer
darstellbar. Es ist allerdings nicht von einer spezifischen
Wirkung der Pflanzenextrakte auf B. linens auszugehen,
sondern vielmehr ergaben sich Probleme der Etablierung
einer kommerziellen Starterkultur unter Laborbedin-
gungen. Die Kisereifung ist ein komplexes Mikrosystem,
abhéngig von den eingesetzten Kulturen, dem Salzbad und
den Reifungsbedingungen (Luftfeuchte, Temperatur,
Mikroorganismen in der Luft). Kommerziell verfiigbare
Starterkulturen wachsen oft nur zogerlich (Goerges et al.,
2008), so dass traditionell mit dem ,,Alt-Jung-Schmieren®
die etablierten Mikroorganismen vom gereiften auf den
neuen Kise iibertragen werden, was auch als Ausloser fiir
das Verbreiten pathogener Keime fithren kann (Bockel-
mann et al., 2005). Die Analyse der Schmierekulturen
sowie die Bedeutung der verschiedenen Komponenten
(Hefen, Schimmelpilze, Bakterien) fiir die Reifung wurden
in verschiedenen Projekten gefordert (EU-Projekt CT98-
PL 4220, FEI-Projekte AiF 12780 N und 13018 N). Hierbei
konnte nach Einsatz kommerzieller Starterkulturen das
Wachstum der typischen Mikrokulturen mit Ausbildung
der erwarteten Sensorik (Geruch, Geschmack, Farbe, Kon-
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sistenz) dargestellt werden (Bockelmann et al., 2005). Bei
Untersuchungen von Limburger Kise konnten als haupt-
farbgebende Komponenten der orange pigmentierende
Halomonas sp. und der beige-pigmentierende C. casei mit
10-30 % der Oberflichenschmiere isoliert werden, wih-
rend B. linens ebenfalls nur in variablen, meist geringen
Zellzahlen detektiert wurde (Bockelmann et al., 2005).

Die Zugabe des HE direkt zur Schmiere fiithrte weder
zu einer Wirkung auf den Teststamm noch zu einer Be-
eintrdchtigung der sensorischen Merkmale, was sich mit
einem moglichen Verdiinnungseffekt erkldren lédsst. Der
Einsatz hoherer Konzentrationen des HE ist aufgrund der
sensorischen Einschrinkungen eher als problematisch
anzusehen.

Bei dem Extrakt aus fermentiertem Rooibos konnte
wiahrend der Késeversuche im Gegensatz zu den In-vitro-
Versuchen (Kuehnast und Braun, 2013a) kein antiliste-
rieller Effekt dargestellt werden. Durch die Lebensmittel-
matrix wird moglicherweise die Komplexbildung der
flavonoiden Bestandteile des Rooibosextraktes mit der
Bakterienzellwand zu sehr eingeschréankt.

Die durch den Extrakt induzierte Rotfarbung des Késes,
ausgehend von der Rinde bis in den Teig ziehend, wiirde
sicher aufgrund des positiven Images von Pflanzenex-
trakten von einem Grofiteil der Verbraucher akzeptiert
werden. Den siillichen Geruch empfindet der Verbraucher
moglicherweise als eine Beeintrachtigung.

Zusammenfassend ldsst sich aus den Versuchen schluss-
folgern, dass eine antimikrobielle Wirkung auf Listeria
monozytogenes mit Pflanzenextrakten allein nicht zu errei-
chen ist. Als zusétzliche Komponente konnten sie, wie auch
bereits etablierte Starterkulturen und deren Bakteriozine
(Eppert et al., 1997; Bockelmann et al., 2005), eingesetzt
werden. Wechselwirkungen und unterstiitzende Bedin-
gungen aufgrund der Lebensmittelmatrix (pH, Fettgehalt,
Salzgehalt, Starterkulturen) miissen jedoch vor Einsatz in
weiteren Untersuchungen gekldrt werden, da der anti-
bakterielle Effekt pflanzlicher Wirkstoffe auf Mikroorga-
nismen in /n-vitro-Studien beim Einsatz direkt im Lebens-
mittel gar nicht oder nur mit erhéhter Konzentration dieser
nachgewiesen werden konnte (Burt, 2004). Dabei spielen
auch Temperatur, Art der Verpackung (Vakuum, Luft,
Gas) und die Eigenschaften der Mikroorganismen eine
Rolle (Shelef, 1983; Tassou, 1995; Burt, 2004). So bieten
z. B. Lebensmittel mit einem hohen Fettgehalt einen
Schutz fiir Mikroorganismen (Aureli et al., 1992; Tassou,
1995). Dies wird durch die Ergebnisse von Larson (1996)
an Camembert und Halbfettmilch bestitigt. Shen (2008)
dokumentierte eine antilisterielle Hopfenwirkung bei
erhohtem Fettgehalt in ,,Frankfurter Wiirstchen® dar.

Insgesamt bieten die durchgefiihrten Reifungsversuche
an Weichkésen nach Limburger Art mit Zugabe von Pflan-
zenextrakten zur Wachstumsunterdriickung von Listeria
monocytogenes fiir eine mogliche industrielle Anwend-
barkeit erste Anhaltspunkte, wobei nur der Extrakt aus
Hopfen eine nachweisliche antilisterielle Wirkung ent-
faltet. Eine Beeintrichtigung der Kisereifung war bei den
eingesetzten Konzentrationen weder durch den Extrakt
aus Hopfen noch aus fermentiertem Rooibos gegeben.
Allerdings wurden durch beide Extrakte leichte senso-
rische Beeintriachtigungen induziert.
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