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Uber die Benzoesiurebildung und -verteilung
wihrend der Herstellung und Reifung von geschmierten
Kisen

Formation and Distribution of Benzoic Acid during Fabrication and Ripening
of Smeared Cheese

R. Sieber, U. Biititkofer, E. Baumann und J. O. Bosset
Eidg. Forschungsanstalt fiur Milchwirtschaft, Liebefeld-Bern

Einleitung

Benzoesidure ist ein natiirlicher Bestandteil verschiedener Lebensmittel. Auch
in Milchprodukten, vor allem in fermentierten, ist mit deren Vorkommen zu
rechnen. Als erste haben Nishimoto et al. (1, 2) in den Jahren 1968 und 1969 darauf
hingewiesen, dass die Benzoesdure einen natiirlichen Bestandteil von fermentier-
ten Milchprodukten darstellt (3). Gebildet wird diese Sidure durch die Aktivitit
der Milchsiurebakterien aus der in der Milch vorhandenen Hippursdure. Auf-
grund der in der Literatur vorhandenen Angaben konnen in Sauermilchproduk-
ten Benzoesiurekonzentrationen von bis zu 50 mg/kg vorhanden sein (3). In ge-
schmierten Kisen muss jedoch mit einem bis Faktor 10 erhéhten Gehalt an Ben-
zoesiure in der Randzone gerechnet werden (4). Das Vorkommen dieser hohen
Mengen kann nicht allein mit der Umwandlung der Hippur- in die Benzoesdure
begriindet werden. Es wurde deshalb als weiterer moglicher, natiirlicher Stoff-
wechselweg der Abbau aus der aromatischen Aminosiure Phenylalanin vorge-
schlagen (5).

Ziele dieser Arbeit waren es, mit Hilfe einer Stufenkontrolle eine vollstindige
und exakte Bilanz iiber das Verhalten der Hippur- und Benzoesiure wahrend der
Kisefabrikation und -reifung zu erstellen sowie ihre Verteilung zwischen Kiseteig
(Bruch) und Molke zu bestimmen. Mit bekannten Zugaben von Hippur- wie
auch Benzoesiure in die Kessimilch sollte zudem die noch hochstmégliche Ben-
zoesiurekonzentration im reifen Kise abgeschitzt werden. In letzterem wurde
gleichzeitig der Gehalt an Hydrozimt- und Zimtsidure ermittelt. Diese Substan-
zen kommen als Stoffwechselzwischenprodukte bei der Bildung von Benzoesaure
aus dem Phenylalanin in Frage (5).
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Experimenteller Teil
Kiseberstellung

Nach der iiblichen Technologie wurde ein Halbhartkise mit einem Gewicht

von ca. 7 kg hergestellt.
Als Ausgangsprodukt wurde pasteurisierte Milch des Vortages verwendet, die
vier Varianten aufgeteilt wurde:
Lagerung der Milch iiber Nacht zwischen 3 und 7 °C (langsame Erwirmung).
wie A, aber nach einer Anreicherung mit Natriumbenzoat von 100 mg Ben-
zoesdure/l Milch.
: Lagerung der Milch iiber Nacht ber Raumtemperatur nach einer Beimpfung
mit einer Rohmischkultur (RMK).
: wie C, aber nach einer Anreicherung mit Natriumhippurat von 100 mg Hip-

pursidure/l Milch.

O O, Wy

Untersuchungsmethoden

Die Benzoesiure wurde mit einer bereits beschriebenen HPLC-Methode be-
stimmt, die fiir den Nachweis der Sorbinsidure entwickelt wurde (4, 6). Mit dieser
Analysenmethode kdnnen gleichzeitig auch die Hippursiure wie auch die Hy-
drozimt- und Zimtsiure nachgewiesen werden. Ausserdem wurden die Massen
von Milch, Bruch, Molke und Kise sowie deren Wasser- und Fettgehalt be-
stimmt, um die Bilanz herstellen zu kénnen. Gleichzeitig wurde der pH-Wert ge-
messen.

Die Bestimmung der verschiedenen in Frage kommenden Messgrossen wurde
bei den 7 folgenden Stufen des Herstellungs- und Reifungsverfahrens (Stufenkon-
trolle) ausgefiihrt:

1) in der Milch am Vortag,

2) in der Milch vor der Kisefabrikation,
3) in Kessimilch mit RMK und Lab,

4) in Bruch und Molke,

5) in Kise und Molke nach dem Pressen,
6) im Kise nach 1 Monat Reifung,

7) im Kise nach 3 Monaten Reifung.

Resultate und Diskussion

Die in einem Vorversuch erhaltenen Resultate fiir die Varianten A und C sind
in Abbildung 1, diejenigen des Hauptversuches in Tabelle 1 zusammengestellt.
Im letzteren wurden im ein und drei Monate gereiften Kise noch zusitzlich die
Hydrozimt- und die Zimtsidure im Zentrum, in der Rinde der beiden Flachseiten
und der Jirbseite bestimmt.
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Gesamtmenge der Sauren [mmol]
T [ [] T t [ ! T T
1) Milch am Vortag -
2) Milch vor der |
Kasefabrikation
3) Milch ber der
Fabrikation ]
(mit RMK und Lab)
4) Bruch und Molke [ -
5) Kase nach I
der Presse }
7 Kise 3 Moratc |—
T |
(J Hippursaure ;% § =
B Benzoesaure :En’ o

Abb. 1. Verhalten der Hippur- und Benzoesidure wihrend der Kiseherstellung und -rei-
fung (Vorversuch)
Legende Der erste Balken entspricht der Variante A, der zweite der Variante C

fur die Beschreibung der Varianten siehe Legende der Tabelle 1

Verteilung der Hippur- und Benzoesdure zwischen dem Bruch und der Molke bei der
Kiseberstellung

Bis zum Kisepressen (Stufe 1 bis und mit 4) fand man praktisch keine Benzoe-
siure, wohl aber Hippursiure, deren Konzentration praktisch konstant blieb.
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Tabelle 1. Verhalten der Stoffmengen (mmol) von Hippur- und Benzoesiure
wihrend der Kaseherstellung und -reifung nach unterschiedlichen Be-

dingungen

Verarbeitungs- Variante Al Variante B! Variante C! Variante D!
Reifungsstufe Benzoes. BilanzZ  Benzoes. Bilanz? Benzoes. Bilanz? Benzoes. Bilanz?
Milch 0 6,7 63,9 70,7 0 78| 0,3 50,1
Kessimilch (KM) 0 6 7t thed i Sy 3 67" 0 50,4
KM+Lab+RMK 0,6 7,4 62,4 69,0 0 6,7 0 50,4
Bruch/Molke 9/0.5. 72 5.1/56. L 67,7 0/0 6,5 QAL 9
nach Presse:

Kise/Molke 0,4/0 7,2 8,770,3.66,5 0,4/0 6,6 2,8/0,1 49,1
Kise 1 Mt.? 0,5 7,4 3,5 66,1 0,6 6,7 2.8 49,1
Kise: 3 M¢t’° 0,5 7,4 6,7 693 6,7 12.9 9,6 999

I Variante A: gelagert bei 3-7 °C iber Nacht
Variante B: wie A, Anreicherung mit Natriumbenzoat von 0,82 mmol Benzoesaure/l
Milch
Variante C: gelagert bei Raumtemperatur tiber Nacht, nach Beimpfung mit einer Roh-
mischkultur
Variante D: wie C, Anreicherung mit Natriumhippurat von 0,56 mmol Hippursiure/I
Milch.

2 Bilanz = Benzoesiure + Hippursdure.

* In den Werten der Bilanz sind auch die Anteile der Molke nach der Bruchbereitung
und nach dem Pressen enthalten.

Uber die Verteilung der Benzoesiure bei der Kiseherstellung haben einzig
Chandan et al. (7) am Beispiel des Cottage cheese berichtet. Dabei stellten sie in
der gesduerten Magermilch wie auch im Bruch etwa die gleichen kleinen Konzen-
trationen an Benzoesdure fest. Die hier durchgefithrten Untersuchungen zeigten
am Beispiel des vorliegenden Halbhartkises die folgende Verteilung: 9% im
Bruch und 91% in der Molke fiir die Benzoesiure sowie 7% im Bruch und 93% in
der Molke fiir die noch verbleibende Hippursiure. Diese Zahlen geben an, dass
der grosste Anteil der Hippursidure wegen ihrer relativen hohen Wasserloslichkeit
wihrend der Kiseherstellung mit der Molke eliminiert wird.

Gleich wie die Hippursidure verhielt sich auch die Benzoesiure beim Uber-
gang aus der Milch in den Kise (Variante B). Wiederum gingen weniger als ein
Zehntel der in die Milch zugegebenen Benzoesiuremenge in den Bruch iber.
Aber auch bei dieser Variante traten im Verlaufe der Kisereifung zunehmende
Benzoesiuremengen auf, die ausserhalb der Bilanz liegen (Tabelle 1) (siehe auch
Abschnitt Bildung von Benzoesiure aus dem Abbau von Phenylalanin).

Bildung von Benzoesdure aus der Umwandlung der Hippursdure bei der Kdseherstellung

Nishimoto et al. (1, 2) haben aufgezeigt, dass die Milchsdaurebakterien in der
Lage sind, die in der Milch vorhandene Hippur- in Benzoesiure umzuwandeln.
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Es wurde deshalb Milch bei niedrigen Temperaturen (Variante A = Kontrolle)
wie auch nach der Beimpfung mit einer Rohmischkultur bei Raumtemperatur
(Variante C) uber Nacht gelagert und daraus Kise hergestellt.

Abbildung 1 wie Tabelle 1 bestitigen die stochiometrische Umwandlung der
Hippursdure. Zusitzlich konnte betreffend diesen Stoffwechsel kein Unterschied
zwischen den beiden Varianten A und C festgestellt werden. Auch liess sich in
beiden Fillen eine Bezoesdurebildung weder in der Ausgangsmilch noch in der
Kessimilch noch im Bruch nachweisen. In Variante A enthielt jedoch bereits die
mit Lab und Rohmischkultur versetzte Kessimilch geringe Mengen an Benzoe-
sdure (Tabelle 1 fiir Variante A). In Variante C trat erst nach dem Pressen 1m Kise
Benzoesiure auf. Bei dieser Stufe war in den Varianten A und C keine Hippur-
sdure mehr vorhanden.

Um abzukliren, ob ein hohes Hippursdureangebot in der Milch die Milchsidu-
rebakterien zu einer verstirkten Benzoesiurebildung veranlasste, wurde Milch
neben einer Rohmischkultur noch mit Hippursdure versetzt und bei Raumtem-
peratur vorgereift (Variante D).

Dieses Vorgehen hatte nur eine geringe Benzoesiurebildung in der gelagerten
Milch zur Folge. Erst im Kise nach dem Pressen erhdhte sich im Vergleich zu
den unsupplementierten Varianten A und C die Benzoesiuremenge. Der grosste
Teil der Hippursdure ging in die Molke und weniger als ein Zehntel der vorhan-
denen (natiirlichen oder zugesetzten) Hippursdure in den frischen Bruch iiber.
Aber auch in dieser Variante wurden im reifen Kise erhchte Benzoesiurekonzen-

trationen festgestellt, die nicht auf den Hippursdurezusatz zuriickgefiihrt werden
konnen (Tabelle 1) (siehe nichsten Abschnitt).

Bildung von Benzoesiure aus dem Abbau von Phenylalanin

Im Verlaufe der Kisereifung (1 und 3 Monate) musste eine zusitzliche Ben-
zoesiurebildung festgestellt werden. Nachdem bereits im Kise nach der Presse
praktisch keine Hippursaure mehr (stdchiometrische Umwandlung) vorhanden war,
wurden in Variante C in drei Monate altem Kise signifikant erhchte Benzoesiu-
rekonzentrationen gefunden, was sich auch in einer unausgeglichenen Bilanz
zeigte (Tabelle 1). In Variante A stieg der Benzoesduregehalt im Zentrum der Ki-
“se zwar nicht an, wohl aber in der Rinde der Flachseiten und in geringerem Um-
fange auch in derjenigen der Jirbseite (Tabelle 2). Damit wurde die im Vorver-
such gemachte Beobachtung einer erhéhten Benzoesiurekonzentration in der
Rinde bestitigt.

Hydrozimt- wie auch Zimtsaure sind als Stoffwechselzwischenprodukte beim
Phenylalaninabbau anzusehen (5). Bei allen Varianten liess sich vor allem in der
Rinde der beiden Flachseiten und Jarbseite von ein wie auch drei Monate altem
Kise eine Hydrozimtsiurekonzentration nachweisen, die etwa der Benzoesdure-
konzentration vergleichbar war. Im Zentrum von drei Monate altem Kise war sie
in Variante A hoher, in den drei anderen Varianten tiefer. Die Zimtsaure konnte
praktisch nur in der Rinde der Flachseiten in geringeren Mengen festgestellt wer-
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den (Tabelle 2). Diese Angaben unterstiitzen den in einer anderen Arbeit ge-
machten Vorschlag des Phenylalaninabbaus als weitere Quelle der Benzoesdure
bei geschmierten Kisen (5).

Tabelle 2. Vorkommen von Benzoe-, Hydrozimt- und Zimtsdure in 1 und 3 Mo-
nate gereiftem Kise nach unterschiedlichen Lagerungsbedingungen der
Kessimilch und nach Zugabe von Hippur- und Benzoesiure (mg/kg)

Variante . Kise 1 Monat Kise 3 Monate
Rinde Rinde Rinde Rinde
Zentrum Flachseite Jarbseite Zentrum Flachseite Jarbseite

A

Benzoesaure 9 39 10 9 126 39
Hydrozimtsiure nn 54 45 41 202 53
Zimtsdure nn 7 nn nn 12 nn
B

Benzoesaure 62 160 41 119 h72 62
Hydrozimtsiure nn 122 13 29 226 48
Zimtsaure nn 7 nn nn 13 nn
C

Benzoesdure 10 144 18 114 2412 55
Hydrozimtsiure nn 97 10 41 323 46
Zimtsaure nn 28 nn nn 20 nn
D

Benzoesaure 46 133 44 159 247 S
Hydrozimtsiure nn 93 8 69 292 54
Zimtsaure nn 8 nn nn 19 nn

nn = nicht nachweisbar
Varianten A-D siehe Legende in Tabelle 1.

Schlussfolgerung

Benzoesiure wurde weder wihrend der Lagerung der Milch bei tiefen Tempe-
raturen (Variante A) noch bei einer solchen unter Zusatz einer Rohmischkultur
bei Raumtemperatur (Variante C) gebildet. Erst nach dem Pressen konnte im Ki-
se wie auch in der Molke diese Siure festgestellt werden. An dieser Tatsache an-
derte auch ein Hippursiurezusatz zur Milch vor der Lagerung bei Raumtempera-
tur nichts (Variante D). Angesichts der Tatsache, dass in den ersten paar Stunden
der Kisefabrikation vor allem die Streptokokken im Kessi sich vermehren und
erst in einer spateren Phase, wihrend dem Pressen, die Laktobazillen (8), muss
scheinbar die Umwandlung der Hippursiure eher den Laktobazillen als den
Streptokokken zugeschrieben werden.
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Die durch die stochiometrische Umwandlung der Hippursiure entstandene
Benzoesiure vermag noch nicht Bakterien zu hemmen, da die minimale hem-
mende Konzentration fiir Mikrokokken und E. coli iiber 50 mg/kg und bei den
ibrigen Bakterien iiber 200 mg/kg liegt. Bei Schimmel und Hefen liegt dieser
Schwellenwert bei 20 mg/kg (9). Die im Verlaufe der Kisereifung natiirlich gebil-
dete Benzoesiure liegt jedoch in héheren Konzentrationen vor und konnte des-
halb auf der Rinde als natiirliches Schutzmittel gegen Hefen und Schimmel wirk-
sam werden (5).

In geschmierten Kisen wurden hohe Benzoesiurekonzentrationen gefunden,
hoher in der Randzone als im Zentrum, wie bereits in einer vorangegangenen Ar-
beit berichtet wurde (4, 5). Diese Beobachtung wurde an aus dem Handel bezoge-
nen, geschmierten Kisen gemacht und hat sich durch die hier vorgestellten Re-
sultate bestitigt. Solche hohen Benzoesiurekonzentrationen lassen sich nicht
mehr aus der Umwandlung der Hippur- in die Benzoesdure erkliaren. Die festge-
stellten Mengen an Hydrozimt- und Zimtsdure unterstiitzen die bereits fiir ge-
schmierte Kise vorgeschlagene Entstehung aus dem Phenylalanin (5). Welche
Mikroorganismen fiir diesen Stoffwechsel verantwortlich sind, sollte in weiteren
Untersuchungen abgeklart werden.

Dank

Fiir die Herstellung der Kise bzw. die Durchfiithrung der Analysen danken wir den Mit-
arbeitern der Sektionen Kisetechnologie und Chemie.

Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit dem Ubergang der Hippursiure von der Milch in den Kise
sowie mit der Bildung der Benzoesidure wihrend der Kisefabrikation und -reifung bei ge-
schmierten Kisen. Eine Lagerung der Milch vom Vortag bei niedrigen Temperaturen (La-
gerung wihrend der Nacht bei 3-7 °C) wie auch bei Raumtemperatur, auch unter Beimp-
fung mit einer Rohmischkultur, bewirkte noch keine Bildung der Benzoesdure. Bei der Ka-
seherstellung entsteht aus der in der Milch natiirlich vorhandenen wie auch aus kiinstlich
zugegebener Hippursiure erst wihrend dem Pressen die Benzoesiure. Der Ubergang der
Hippursiure sowie der in die Milch zugegebenen Benzoesiure in den Bruch betrigt weni-
ger als 10%, der Rest wird mit der Molke eliminiert. Im Verlaufe der Kisereifung steigt die
Konzentration an Benzoesiure im Kise an, die aus dem Phenylalanin als weiterer Quelle
herstammt. Diese sekundire Bildung ist vor allem in der Rinde ausgeprigt. Durch Diffu-
sion kann die entstandene Benzoesiure auch ins Zentrum der Kise gelangen.

Résumé

Le présent travail étudie le transfert de I'acide hippurique dans le fromage, de méme
que la formation de P’acide benzoique entre le caillé et le petit-lait lors de la fabrication et
pendant I’affinage du fromage a crofite emmorgée. Quelles que soient les conditions tes-
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tées pour le stockage du lait de la veille (entreposage pendant une nuit a 3-7 °C ou i tem-
pérature ambiante, méme apreés inoculation avec une culture mixte brute), aucune conver-
sion de I'acide hippurique en acide benzoique n’a été observée. Cette derniére, pratique-
ment stoechiométrique, n’a lieu que dans le fromage frais pendant I’étape de pressage. Une
é¢tude de la répartition des acides hippurique et benzoique (ajoutés au lait) entre le caillé et
le petit-lait révele que moins de 10% de ces acides passe dans le caillé. Le reste est éliminé
avec le petit-lait. La teneur en acide benzoique des fromages i crolite emmorgée s’accroit
ensuite pendant Iaffinage par suite de la dégradation de la phénylalanine, surtout dans la
zone extérieure. On peut observer néanmoins une augmentation de la teneur en acide ben-
zoique jusqu’au coeur de la meule par suite de la diffusion de ce composé vers 'intérieur.

Summary

This paper deals with the carry-over of hippuric acid to cheese and the formation and
distribution of benzoic acid during manufacture and ripening of smeared cheese. Storage
of milk delivered the previous day did not lead to the production of benzoic acid, in spite
of different storage conditions applied (low temperatures of 3 to 7 °C, ambient temperatu-
re, inoculation of a raw mixed culture). Hippuric acid is transformed into benzoic acid du-
ring pressing of the young cheese. Less than 10% of the hippuric acid and benzoic acid na-
turally present in milk or added pass over to the curd. The rest is eliminated with whey.
During ripening of smeared cheese, an additional quantity of benzoic acid originates from
phenylalanine degradation. This other metabolic pathway only exists in the rind, but part
of the resulting benzoic acid can diffuse to the center of the cheese loaf.
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