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Reviews

Vitaminbildung durch
milchwirtschaftlich relevante
Fermentationsmikroorganismen

Robert Sieber und Ueli Biitikofer, Agroscope Liebefeld-Posieux, Eidgendssische
Forschungsanstalt fiir Nutztiere und Milchwirtschaft (ALP), Bern

Eingegangen 23. Dezember 2003, angenommen 24. Juni 2004

Vitamine sind fiir den Menschen unentbehrliche Verbindungen, auf deren
Zufuhr er iiber die Nahrung angewiesen ist. Das gleiche gilt zum Teil ebenfalls fur
Tiere. Die Pflanzen sind dagegen in der Lage, Vitamine selber zu synthetisieren.
Auch von einzelnen Mikroorganismen ist eine Vitaminsynthese bekannt. Bereits in
den 50er Jahren wurde der Frage nachgegangen, ob die im Darm vorhandenen
Mikroorganismen Vitaminlieferanten sind. Dabei war man im speziellen an der
beim Saugling vorherrschenden Bifidustlora interessiert (1, 2).

Die Moglichkeit, durch den Einsatz vitaminbildender Mikroorganismen bei der
Herstellung den Wert fermentierter Lebensmittel wie Fleisch, Kohl, Soja, Wein zu
erhohen, ist deshalb nicht ausser Acht zu lassen. In Sauerkraut, Randensaft (Roter
Riibensaft) und Salaten, denen neben den Milchsdure- auch Propionsiurebakterien
zugefiigt wurden, erhohte sich der Gehalt an Cobalamin und Folsdure (3). In einem
Sojadrink-Medium bildeten Laktobazillen unterschiedliche Mengen an Vitamin K
(4). Auch Bifidobakterien wie B. infantis und B. longum konnten in Sojadrink die
Vitamine Niacin, Riboflavin (Vitamin B,) und Thiamin (Vitamin B;) beeinflussen
(5). Bei der Vergirung von Tempeh waren Stimme von Rhizopus sp., Citrobacter
freundii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens und Streptococcus ssp. in
der Lage, Cobalamin (Vitamin By,), Nikotinsiure, Thiamin, B-Carotin, Ergosterol,
nicht aber Tocopherol, Vitamin K, und Pyridoxin (Vitamin Bs) zu bilden (6, 7).

Bereits mehrfach wurde auch in fermentierten Milchprodukten im Vergleich zur
Milch ein erhohter Gehalt an einigen Vitaminen festgestellt. So berichtete Blanc (8)
tiber einen hoheren Gehalt an Thiamin und Riboflavin sowie Niacin in Jogurt
gegeniiber Milch. A/m (9) untersuchte verschiedene fermentierte Milchprodukte auf
deren Vitamingehalt. In diesen Milchprodukten war im Vergleich zur Ausgangs-
milch der Gehalt an einigen Vitaminen wie Folsdure und Thiamin erhéht und an
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anderen wie Pyridoxin, Biotin und Cobalamin erniedrigt (Tabelle 1). Reddy et al.
(10) hatten bereits frither in Jogurt einen héheren Gehalt an den Vitaminen Folsdure
und Niacin und einen tieferen fiir Biotin, Pantothensidure und Cobalamin festge-
stellt, was Hoppner und Lampi (11) in Jogurt fiir Folsiure, Pantothensiure und Bio-
tin bestatigten. Nach einer kiirzlich publizierten Arbeit sank in fermentierter Milch
der Cobalamingehalt wiahrend der Vergirung bis zum Zeitpunkt des Abfillens um
15 (Filmjolk) bis 25% (Jogurt) ab (12). Zudem nahm im Verlaufe der Lagerung
fermentierter Milchprodukte der Gehalt an Vitaminen sukzessive ab (9, 10, 12). So
war der Cobalamingehalt beim Verfallsdatum bei Filmjolk um 26 % und bei Jogurt
um 33 % vermindert (12). In Kefir aus Kuh-, Schaf- und Ziegenmilch war der
Gehalt an Pyridoxin und Folsdure im Vergleich zur Ausgangsmilch erhoht, Thiamin
aber nur in Kefir aus Schafmilch. Dagegen nahm der Gehalt an Riboflavin, Cobala-
min, Niacin, Panthothensiure und Biotin wihrend der Siuerung ab (13).

Tabelle 1
Verianderungen des Vitamingehaltes in fermentierten Milchprodukten gegeniiber der
Ausgangsmilch (9)
Vit. Milch  Jogurt Kefir Butter- Ropy- Saure Acido- Bifidus-
milch ~ Milch Butter- philus-  Milch
milch — Milch

pro L Prozentuale Verinderungen

Verinderungen

nach Tag 11 11 11 13 1 1 13
Thiamin (B,) 0,34mg =+ + + + T20 T30 +
Riboflavin (B,) Llbmg + - + + - - —
Pyridoxin (By) 0,38 mg  + L15 115 & + ¥ +
Pantothens. 26mg 430 + + + + + +
Biotin 4,0ug =420 15 115 + = - +
Folsdure 37 0mg--1120... T40:: T140. . F200." F100 + T100
Cobalamin (By) 3,1pg 20 115 115 120 + + +
Niacinaq. 58mg -~ # % # + + + +

TZunahme; ! Abnahme; +geringe Zu- oder Abnahme

Diese Beobachtungen zum Vitamingehalt in fermentierten Milchprodukten
missen auf die Wirkung der verwendeten Mikroorganismen zurlickgefithrt werden,
die aber die Vitamine nicht nur neu bilden, sondern auch fiir ihr Wachstum verwen-
den (14). Im Folgenden soll deshalb abgeklirt werden, welche milchwirtschaftlich
relevanten Mikroorganismen in der Lage sind, Vitamine zu bilden. Uber die ver-
schiedenen Faktoren, welche die Vitaminbildung fermentierter Milch beeintlussen,
hat bereits Kneifel berichtet (15). In diesem Zusammenhang ist noch zu erwihnen,
dass sich altere Publikationen vornehmlich auf mikrobiologische Vitaminanalysen
abstiitzten, wobei dies eher mit der Vitaminverfiigbarkeit und -verwertung zu tun
hat. In neuerer Zeit werden zur Vitaminbestimmung HPLC- und Radioisotopen-
methoden verwendet.
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Laktobazillen
Laktobazillen kommen in der Milchwirtschaft bei der Herstellung von Sauer-
milchprodukten und von Kise zum Einsatz.

Folsaure

Laktobazillenstimme bilden Folsiure in unterschiedlichen Konzentrationen
(16). Unter diesen fiel ein L. helveticus-Stamm besonders auf, wihrend ein anderer
L. helveticus-Stamm wie auch ein L. acidophilus-Stamm praktisch keine Folsiure
bildeten. L. casei und L. casei ssp. bulgaricus-Stimme brauchen dieses Vitamin fiir
ihr Wachstum (Tabelle 2). Nach Crittenden et al. (18) waren die traditionellen
Jogurtstarterkulturen wie L. helveticus biotyp jugurti CSCC 2815 und 2810, L. del-
brueckii ssp. bulgaricus CSCC 5212, 5168 und 2505 und auch probiotische Lakto-
bazillen wie L. rhamnosus CSCC 5277 und GG, L. reuteri CSCC 5242, L. fermen-
tum CSCC 5366, L. caset CSCC 5203, L. johnsonii La-1 und L. acidophilus La-5 in
rekonstituierter Magermilch und nach Friend et al. (19) drei L. bulgaricus-Stimme
in Magermilch nicht in der Lage, Folsaure zu bilden, sondern verwendeten wie L.
delbrueckii ssp. bulgaricus CSCC 5168 und die probiotischen Laktobazillen die in
der Milch vorhandene Folsdure fiir thr Wachstum (18). Einzig L. delbrueckii ssp.
bulgaricus CSCC 2505 vermochte etwas Folsaure zu bilden, was mit den Resultaten
von Sybesma et al. (16) iibereinstimmt (Tabelle 2). Nach Rao et al. (14) war in
Magermilch eine Folsdurebildung durch L. bulgaricus nur am Anfang der Inkuba-
tion feststellbar, nach einer Inkubation wihrend 48 Stunden sank der Folsiuregehalt
deutlich ab. Dagegen hatten diese Autoren fiir L. acidophilus ATCC 4356 in Mager-
milch eine Folsiurebildung nach einer Inkubation von bis zu 48 Stunden (18,8
gegentiber 7,1 pg/l in der Kontrolle) festgestellt.

Uber den Einfluss verschiedener Kultivierungsbedingungen auf die Folsiurebil-
dung durch Laktobazillen sind einige Daten vorhanden. Nach sechsstiindiger
Bebriitung mit den Stimmen von L. delbrueckii ssp. bulgaricus 448 und 449 sowie
L. acidophilus N1 und ATCC 4356 im MRS-Medium erhohte sich die Folsaure-
menge von etwa 5 auf 20 bis 25 pg/l. Danach fiel sie bis zum Ende der Bebriitung
(18 h) langsam ab. Auch in rekonstituierter Magermilch bildeten diese Stimme Fol-
saure (Tabelle 3). Wie im Medium nahm der Gehalt dieses Vitamins wihrend der
Lagerung der fermentierten Milch von drei Wochen ab (20). Die gleichen Autoren
untersuchten sodann den Einfluss von Laktose (20 g/kg) und Kalziumchlorid
(0,2 g/kg) in rekonstituierter Milch auf die Folsaurebildung mit zwei L. bulgaricus-
Keimen (21). Sie fanden nach sechs Stunden Inkubation mit dem Laktosezusatz eine
vergleichbare Folsiuremenge wie mit der Kontrolle. Nach 18 Stunden Bebriitung
sank diese in der Laktosegruppe um bis zu 20 %, in der Kontrolle jedoch deutlich.

Mit Kalziumchlorid war die Vitaminbildung mit der Kontrolle vergleichbar
(Tabelle 4).
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Tabelle 2

Folatbildung durch verschiedene Laktobazillen- und Propionsiurebakterienstimme

Stamm WB!  Ursprung extra- intra- Total Lit.

zellul.  zellul.

: Folat

1g/l
Lc. lactis ssp. cremoris A HP 14 81 95. .(16)
Le. lactis ssp. cremoris A ES8 9 99 108 (16)
Lc. lactis ssp. cremoris A SK110 46 69 116 (16)
Lc. lactis ssp. lactis A MG1363 8 87 94 (16)
Le. lactis ssp. lactis A KB23 6 84 90 (16)
Lc. lactis ssp. lactis AC KB23 11 245 2256 (16)
Lc. lactis ssp. lactis AC NZ 9000 9 106 116 (16)
Lc. lactis ssp. lactis AC NZ 9010 22 269 5 291:(16)
Lc. lactis ssp. lactis A Silage 14 47 62 (16)
Lc. lactis ssp. lactis A Silage 10 53 63 (16)
Lec. lactis ssp. lactis A Silage 5 52 57 -(16)
Lc. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis A Ci17 21 77 98 (16)
Lc. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis A Ru4 16 84 100 (16)
Lc. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis A ZK 14 65 79 (16)
L. plantarum B WCFS-1 27 18 45 (16)
L. helveticus B ATCC 10797 -1 90 89 (16)
L. helveticus B Kise 3 -1 2 2i(t6)
L. acidophilus B Ki 0 1 1-- {16}
L. casei B Rise Coids 32 % 1% a(16)
L. casei ssp. rhamnosus B ATCC7469 -98 34 63 (16)
L. delbrueckii ssp. bulgaricus B Rb 12 41 54 (16)
S. thermophilus A Jogurt 25 4 29 3(16)
S. thermophilus A Jogurt 23 179 202 (16)
S. thermophilus A Sprithtrockner 40 80 120 . (16)
Leuconostoc lactis B B911 37 7 45 (16)
Leunconostoc paramesenteroides B B629 33 10 44  (16)
P. freudenreichii ssp. shermanii B360 25 18 43 (17)
P, freudenreichii ssp. shermanii B363 82 -20 61 ..(17)
P. freudenreichii ssp. shermanii B365 0 41 41 - {17)
P. freudenreichii ssp. shermanii B367 73 -2 7617
P. freudenreichii ssp. shermanii B369 78 7 22 =17)
P. freudenreichii ssp. shermanii B370 24 -6 17 (7
P. freudenreichii ssp. shermanii B371 73 —6 67: (17)
P. freudenreichii ssp. shermanii B372 79 -14 64 (17)
P. freudenreichii ssp. shermanii B373 93 -27 787 (1 7)
Propionibacterium sp. B359 31 -22 9= @7
Propionibacterium sp. B366 13 16 29 (17)

'WB =Wachstumsbedingungen: A inkubiert im M17-Medium; B inkubiert im MRS-Medium; C aerob gewachsen
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Tabelle 3

Folsiureakkumulierung durch Milchsiaurebakterien nach 6 Stunden Inkubation bei
37°C und Folsiurestabilitit in fermentierter Milch nach dreiwochiger Lagerung bei

4°C (20)
Stamm Folsiuregehalt (mg/l)
am Anfang nach 6 Std. frisch nach 3 W.
Wachstum Lagerung
L. acidophilus N1 20,7 £0,4 63,952 63,5+4,3 41,8+£1,2
L. acidophilus 4356 22,4+1,8 53,9+4,6 52.8+2.5 46,5+1,5
L. bulgaricus 449 22.8+1,4 62,8+2,1 65,2+2.4 39,8+1,6
L. bulgaricus 448 22.9+39 68,5+1,8 71,6+3,9 53,2+3,1
S. thermophilus 573 22.8+1,5 46,7+5.,0 47,8447 38,7+2,1
S. thermophilus MC 23321 59,625 58,2+£1,0 5131 +£0,1
B. longum B6 22 2817 99,2438 98,0+5,8 743+1,5
B. longum ATCC 15708 225439 75,8465 77.143,0 57,5+2,9
Tabelle 4

Einfluss von Laktose und Kalziumchlorid auf die Folsaurebildung von Laktobazillen
und Streptokokken in rekonstituierter Magermilch (21)

Stamm Inkubation 6 b
Kontrolle + Laktose + CaCl,

Inkubation 18 b
Kontrolle + Laktose + CaCl,

g/l
L.bulgaricus 449 62,8 64,5 56,1 22,8 55,0 14,9
L.bulgczrz'cm 448 68,5 70.7 53,8 22,8 58,8 21,2
L0 tbermop/ailus 19258 46,7 50,1 48,6 19,4 579 271
S.thermophilus MC 59,6 62,2 52,1 45,2 50,4 29,6
Vitamin K

In einer neueren Arbeit von japanischen Forschern (4) wurde tber die Synthese
von Vitamin K durch Laktobazillen berichtet. Diese Stimme wurden in rekonstitu-

ierter Magermilch inkubiert und waren praktisch nicht in der Lage, Vitamin K zu

bilden (Tabelle 5).
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Tabelle 5
Vitamin-K,-Bildung durch Milchsiaurebakterien (4)

Spezies oder Subspezies Stamm!  Ky/g lyophil. K,/g Milch’>  K)/g
Zellen? Sojadrink?
nmol
L. acidophilus YIT 0168 nn
L. case: Shirota nn
L. mali YIT 0243 11
Lc. lactis ssp. cremoris YIT 2002 110
YIT 2007 362/348 .99
YIT 2011 297/534 2,19 2,58
YIT 2012 600/467 0,70 1,51
Lc. lactis ssp. lactis YIT 2003 53
YIT 2008 150
YIT 2016 259
YIT 2027 230/717 0,75
YIT 2052 125
Le. plantarum YIT 2061 30
Lc. raffinolactis YIT 2062 648
S. thermophilus YIT 2001 nn
B. bifidum Yakult nn
B. breve Yakult nn
Leuc. lactis YIT 3001 44/173 2,60
Leuc. mesenteroides ssp. cremoris YIT 3003 123
Leuc. mesenteroides ssp. dextranicum  YIT 3028 nn
Ent. faecalis YIT 2031 194

'Registrierungsnummer der Kulturensammlung des Yakult Central Institute for Microbial Research, Tokyo
*TLC-/HPLC-Bestimmung; nn=nicht nachgewiesen

*fermentierte, rekonstituierte Magermilch-Kultur

*Hermentierte Sojadrink-Medium-Kultur

Cobalamin

Ein L. reuteri-Stamm (CRL 1098), der aus Sauerteig isoliert wurde — L. reuteri
wurde auch schon zur Herstellung fermentierter Milchprodukte eingesetzt — ist in
der Lage, Cobalamin zu bilden. Dies konnte aus dem Wachstum von L. delbrueckii
ssp. lactis (ATCC 7830) in einem Cobalamin-freien Medium, das mit einem Zellex-
trakt von L. reuteri supplementiert wurde, beobachtet werden. Letzterer bildete
etwa 0,5 mg Cobalamin pro Liter (22). Fir die Biosynthese dieses Vitamins sind in
L. reuteri mindestens fiinf Gene verantwortlich (23). Rao et al. (14) stellten zwar
fest, dass L. acidophilus nicht in der Lage ist, Cobalamin zu bilden, doch zeigte sich
nach einer Inkubation von 24 und 48 Stunden in Magermilch eine Cobalamingehalt
von 5,3 und 4,6 pg/l im Vergleich zur Kontrolle von 3,7 und 3,0 pg/l. Dagegen ver-
brauchte L. bulgaricus das Cobalamin fiir sein Wachstum, was auch von Friend et al.
(19) beobachtet wurde. Nach Sato et al. (24, 25) sank der Cobalamingehalt wihrend
der Fermentation von Milch und Molke durch die Wirkung von L. belveticus B-1
ab, wobei eine unidentifizierte Cobalaminverbindung aus den Zellen nicht extra-
hiert werden konnte.
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Andere Vitamine

Die Inkubation dreier L. bulgaricus- wie auch von S. thermophilus-Stimmen in
Magermilch verminderte den Gehalt an Biotin und Niacin im Vergleich zu unfer-
mentierter Milch (19).

Streptokokken
Streptokokken werden bei der Herstellung von Sauermilchprodukten und Kise
verwendet.

Folséure

Wie bei den Laktobazillen existieren auch bei den Streptokokken Stimme mit
unterschiedlicher Folsdurebildung (16, 20). So unterschied sich bei zwei aus Jogurt
isolierten Streptokokkenstimmen die totale Folsiuremenge um den Faktor sechs
(Tabelle 2). In der Studie von Lin und Young (20) wurden neben den Laktobazillen-
noch zwei Streptokokkenstimme untersucht, jedoch in einem anderen Medium
(M17-Medium). Auch in diesem Falle erhohte sich nach sechsstiindiger Inkubation
der Folsduregehalt von etwa 5 auf 16 bis 18 pg/l und fiel dann nach 18 Stunden auf
etwa 10 bis 12 pg/l ab. Ebenso konnte in rekonstituierter Milch eine deutliche Fol-
saurebildung und wihrend der dreiwochigen Lagerung eine Verminderung nachge-
wiesen werden (Tabelle 3). Zu einer deutlichen Folsdurebildung von bis zu iiber
100% im Vergleich zu unfermentierter Magermilch waren drei L. bulgaricus-
Stimme in der Lage (19). Wie bei den Laktobazillen wurde auch bei den Strepto-
kokken der Einfluss von Laktose und Kalziumchlorid auf die Folsiurebildung
untersucht (21). Wiederum war mit dem Laktosezusatz die Abnahme der Folsiure
nach 18stiindiger Bebriitung geringer als bei der Kontrolle oder mit dem Kalzium-
chloridzusatz (Tabelle 4). In Magermilch erhdhte sich der Folsiuregehalt nach einer
Inkubation mit S. thermophilus (17,7 pg/l) um mehr als das Doppelte im Vergleich
zur Kontrolle (7,1 pg/l) und schwankte im Verlauf von finf Tagen zwischen 15,4
und 25,0 pg/l (14).

Vitamin K

Auch Streptokokken wurden in bezug auf eine Synthese von Vitamin K iiber-
prift (4). Diese Stimme wurden in rekonstituierter Magermilch oder in einem
Sojadrink-Medium gehalten und es zeigte sich je nach Stamm eine unterschiedliche

Vitamin-K-Bildung (Tabelle 5).

Cobalamin

Wie mit L. acidophilus stellten Rao et al. (14) auch bei S. thermophilus fest, dass die-
ser Keim nicht in der Lage ist, in Magermilch Cobalamin zu bilden, doch zeigte sich
nach einer Inkubation von 24 und 48 Stunden ein Cobalamingehalt von 6,0 und 3,7 pg/1
im Vergleich zur Kontrolle von 3,7 und 3,0 pg/l. Nach Friend et al. (19) verminderte sich
der Cobalamingehalt in mit S. thermophilus inkubierter Magermilch um tiber 30 %.
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Lactococcus und Leuconostoc

Nach Sybesma et al. (26) erwiesen sich verschiedene Lactococcus (Lc.) lactis ssp.
cremoris- und Le. lactis ssp. lactis-Stimme als wirkungsvolle Folsiurebildner
(Tabelle 2). Die hochste Menge bildete ein anaerob wachsender Lc. lactis-Stamm,
dessen Laktatdehydrogenase-System defekt war. Leuconostoc lactis B911 und Leu-
conostoc paramesenteroides B629 bildeten vor allem extrazellulire Folsiure (16). Bei
einem gentechnisch modifizierten Lc. lactis-Stamm konnte die Folsiurebildung
erhoht werden (siehe unten) (26, 27). Eine Einzelkultur von Lc. lactis ssp. lactis bio-
var diacetylactis wie auch von Lec. lactis ssp. cremoris bildeten in fermentierter Milch
und Rahm sowie Buttermilch teilweise Thiamin, Pyridoxin, Fol- und Pantothen-
saure, wahrend Riboflavin und Cobalamin reduziert wurden (28).

Nach Morishita et al. (4) bildeten Laktobazillen, Streptokokken und Bifidobak-
terien in rekonstituierter Magermilch oder in einem Sojadrink-Medium praktisch
kein Vitamin K im Gegensatz zu Laktokokken und Leuconostoc, die dazu in der
Lage waren. Dabei zeigte sich je nach Stamm eine unterschiedliche Vitamin-K-
Bildung. Unter den untersuchten Mikroorganismen bildeten ein Lc. lactis ssp.
cremoris- und ein Lc. raffinolactis-Stamm am meisten Vitamin K (Tabelle 5).

Bifidobakterien

Bifidobakterien gelangen bei der Herstellung von Sauermilchprodukten wie
auch von Kise zum Finsatz.

Nach Liebscher (1) bildeten die damals noch als Lactobacillus (L.) bifidus (heute
Bifidobacterium) bezeichneten Stimme Thiamin, Riboflavin, Nikotinsiure, Panto-
thensdure, Pyridoxin, Folsaure und Cobalamin, wihrend nach Peter (2) von L. bifi-
dus nur Thiamin, Nikotinsiure, Pyridoxin und Folsiure extrazellulir nachgewiesen
werden konnte. Auch fehlte es nicht an Versuchen, bei Versuchstieren durch die
Verabreichung von Humanmilch und bei Menschen durch Oligosaccharide die Bifi-
dobakterienflora im Darm zu beeinflussen (29-31). Im ersten Falle gelang es, den
Folsaurestatus zu erhohen (29). Mit der Vitaminbildung verschiedener Bifidobakte-
rien-Stimme beschaftigten sich bereits mehrere Arbeitsgruppen (4, 5, 18, 20, 32, 33).

Folsaure

24 Bifidobakterien-Stimme menschlichen Ursprungs (vier B. bifidum, finf B.
infanti, funt B. breve, finf B. adolescentis und fiinf B. longum) zeigten in einem
Hefeextrakt-Medium eine unterschiedliche Folsaurebildung: deutlich mehr Fol-
saure durch die B. bifidum- und B. infantis- als durch die B. breve-, B. longum- und
B. adolescentis-Stamme (32). Probiotische Bifidobakterien wie Bifidobacterium sp.
CSCC 5128, B. lactis CSCC 5127, 5123 und Lafti B94, B. animalis CSCC 1941,
B. infantis CSCC 5187, B. breve CSCC 5181 sind zu den Folsaurebildnern zu zih-
len. Der letztere Stamm bildete am meisten Folsdure, B. animalis und lactis verdop-
pelten den Folsduregehalt in Magermilch (18). Im MRS-Medium bildeten nach
sechsstiindiger Inkubation B. longum B6 und ATCC 15708 mehr Folsdure (30 bis
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35 pg/l) als die bereits erwdhnten Laktobazillen- und Streptokokken-Stimme. Auch
in rekonstituierter Magermilch war das gleiche festzustellen, aber die Bifidobakte-
rien-Stimme bildeten darin nach 6 Stunden mit 70 bis 100 pg/l deutlich mehr Fol-
saure als im MRS- oder M17- Medium. In fermentierter Milch war der Folsaurege-
halt nach sechsstiindiger Bebriitung mit den Bifidobakterien etwa gleich wie in
rekonstituierter Milch. Wihrend einer daran anschliessenden Lagerung bei 4°C ver-
ringerte er sich kontinuierlich (Tabelle 3). Im Vergleich zu den anderen verwendeten
Bakterien bildeten die Bifidobakterien am meisten Folsaure (20).

Thiamin, Pyridoxin, Nikotinsdure

In der Arbeit von Deguchi et al. (32) wurde neben der Folsaure auch die Bildung
von Thiamin, Pyridoxin und Nikotinsiure durch Bifidobakterien-Stimme unter-
sucht. Die B. bifidum- und B. infantis-Stimme wiesen eine deutlich hohere Thia-
minbildung auf als die B. breve und B. longum-Stamme, wahrend die B. adolescen-
tis-Stamme praktisch kein Thiamin bildeten. Pyridoxin wurde von allen erwihnten
Bifidobakterien-Stimme akkumuliert, einzig bei den B. breve-Stimmen war es nur
etwa die Halfte wie bei den anderen Bifidobakterien-Stimmen. Bei der Bildung von
Nicotinsaure unterschieden sich die B. bifidum- und B. infantis-Stimme von den
tibrigen Bifidobakterien-Stimmen (B. breve, longum, adolescentis). Die ersteren
bildeten mehr als 1 mg/kg Nicotinsaure, wahrend die iibrigen etwa 0,2 bis
0,6 mg/kg bildeten.

Vitamin K
Nach einer Arbeit von japanischen Forschern (4) konnten B. bifidum und breve
kein Vitamin K synthetisieren (Tabelle 5).

Biotin

Funf verschiedene Bifidobakterien-Stimme (B. bifidum A234-4, B. adolescentis
M101-4, B. longum M101-2, B. breve 1-53-8, B. infantis 1-10-5) zeigten nach Noda
et al. (33) ein starkes Wachstum auf einem modifizierten BL-Medium und eine Bio-
tinbildung von 0,13 bis 0,33 pg/l. In einem Hefeextrakt-Medium war das Wachstum
reduziert und die Biotinbildung betrug nur 0,03 bis 0,07 pg/l. Mit diesem Medium
wurde der Einfluss von tiber 50 verschiedenen Kohlenstoffquellen auf das Wachs-
tum und die Biotinbildung des Stammes B. bifidum untersucht. Dabei zeigten vor
allem der Einsatz von Glukose, Laktulose, Isomalto- und Fruktooligosacchariden
eine vermehrte Biotinbildung (Tabelle 6). Im weiteren wurden die oben erwihnten
tinf Bifidobakterien-Stimme auf den Einfluss verschiedener Oligosaccharide
untersucht. Dabei zeigte wiederum der Stamm B. bifidum mit dem Isomaltooligo-
saccharid die starkste Biotinbildung (Tabelle 7).
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Tabelle 6

Biotinbildung durch Bifidobacterium bifidum A234-4 in Abhingigkeit der verwendeten

Kohlenstoffquelle (33)

C-Quelle Wachstum Biotin
(ODs10nm) /"g/ [
Ohne Zusatz 0,065 =
Polysaccharide Starke 0,163 5,9
Methylcellulose 0,150 31,9
Oligosaccharide Isomaltooligosaccharid 0,590 66,7
Fruktooligosaccharid 0,530 437
Disaccharide D-Saccharose 0,460 -
D-Laktose 0,445 ~
Laktulose 0,400 50,4
Hexosen D-Glukose 0,453 80,6
D-Mannose 0,389 20,3
Zuckeralkohole Glycerin 0,260 9.4
D-Arabitol 0,112 11,4
Inositol 0,152 9,6
Sorbitol 0,114 9.7
Maltitol 0,207 8,5
Uronsauren D-Glukuronsaure 0,197 8,7
L-Galakturonsaure 0,127 9.5
Glykoside Amygdalin 0,166 59
Salicin 0,202 8,5
Tabelle 7

Biotinbildung durch verschiedene Bifidobakterien-Stimme in Abhingigkeit der ver-
wendeten Oligosaccharide (33)

Oligosaccharide B.bifidum  B.adolescentis  B.longum  B.infantis B.breve
mg/l

Maltotriose 9.1 - 19,4 1.7 0,9

Maltotetraose 16,0 7,4 259 135 23,8

Isomaltooligosaccharid 158,0 27,4 = = =

Fruktooligosaccharid 10,8 - 434 15,4 -

Galaktooligosaccharid 9,6 37,0 3,8 13,8 36,9

Andere Vitamine

Uber die Bildung weiterer Vitamine durch Bifidobakterien sind unseres Wissens

keine Daten vorhanden.

Propionsaurebakterien

Propionsaurebakterien werden bei der Herstellung von Kase, im speziellen von

Emmentaler, eingesetzt.

Folsaure

Hugenholtz et al. (17) berichteten tiber die Folsiurebildung durch verschiedene
Propionsiurebakterien. Sie stellten bei je einem Stamm von P. thoenii, acidipropio-
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nici, jensenii sowie bei neun P. freudenreichii ssp. shermanii- und zwei Propion-
saurebakterien-Stimmen eine gesamte Folatproduktion von 9 bis 78 ug/l fest. Dabei
bildeten diese Stamme intrazellulir zwischen 0 und 93 pg/l und extrazellulir zwi-
schen —27 und 41 pg/l. (Tabelle 2). Dies deutet darauthin, dass die Mehrzahl dieser
Stimme Folsdure aus dem Medium aufnehmen. Durch die Verwendung von Pro-
pionsaurebakterien in rekonstituierter Milch, Kefirmilch, Streptokokken-fermen-
tierter und Acidophilus-Milch erhohte sich der gesamte Folsauregehalt von 20 auf
38, von 50 auf 274, von 38 auf 66 und von 42 auf 65 ng/1 (34).

Cobalamin

Von den drei Mikroorganismen Psexdomonas denitrificans, Bacillus megaterium
und Propionibacterium ist bekannt, dass sie fiir die kommerzielle Herstellung von
Cobalamin verwendet werden (35, 36). Die ersten Beobachtungen zur Cobalamin-
bildung durch Propionsiurebakterien gehen auf russische Forscher zuriick (zitiert
nach 34) und wurden durch Arbeiten von Karlin (37, 38) bestitigt. In Kefir, dem
nach 24 Stunden eine P. shermanii-Kultur zugegeben wurde, erhohte sich nach
zweitagiger Inkubation der Cobalamingehalt von 1,1 auf 64 pg/l (37). In rekonstitu-
terter Vollmilch und Kefirmilch, die beide mit P shermanii fermentiert wurden,
konnte eine 54 resp. 28fache Anreicherung des Cobalamins festgestellt werden,
wahrend in mit Streptokokken fermentierter Milch, Jogurt, Acidophilus- und Bifi-
dus-Milch unter gleichzeitiger Verwendung von Propionsiurebakterien nur drei-
bis sechsmal mehr Cobalamin gefunden wurde (34). Der Einsatz von Propionibacte-
rium shermanii-Stammen bei der Herstellung von Edamer und Tilsiter Kisen (39)
wie auch von Edamer-dhnlichen Kisen (40) erhéhte den Cobalamingehalt im ersten
Falle um tiber 80 % (Tabelle 8) und im zweiten um etwa das Doppelte. Dabei zeigte
sich einmal mehr, dass sich die eingesetzten Stimme in threm Vermogen unterschie-
den, Cobalamin zu bilden.

Tabelle 8
Beeinflussung des Cobalamingehaltes von Edamer und Tilsiter Kise durch den Einsatz
von Propionsiurebakterien (39)

Kiise Zeitpunkt  Edamer Tilsiter
(Mt) mg/kg Zunahme mg/kg Zunahme
in % in %
Kontrolle 0 15,0 17,4
3 22.8 41,0 24.6 535
P shermanii 1 0 16,1 18,0
3 28,8 49.5 2Lt 45,0
P. frendenreichii 3 0 12,4 15,7
3 27,0 87,7 25.9 47,4
P, freudenreichii 13 0 13,8 17,6
3 25,8 51,2 26,7 36,1
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Propionsdurebakterien bildeten Cobalamin intrazelluldr und unter anaeroben
Bedingungen und schieden dabei Propion- und Essigsdure aus, wobei speziell die
Propionsdure deren Wachstum hemmte. Sie konnten aber unter Sauerstoftbedin-
gungen ohne die Bildung von Propionsdure wachsen. So bildete P. frendenreichii
IFO 12424 unter anaeroben Bedingungen 4,64 mg Cobalamin/l und bei Sauerstoff-
konzentrationen von 1, 2 und 5 mg/l praktisch die gleiche Cobalaminkonzentra-
tion, wahrend sich der Vitamingehalt bei unterschiedlicher Sauerstoffzufuhr auf
9,54 mg/l erhohte (41).

Enterokokken

Enterococcus faecalis war in der Lage, Vitamin K zu bilden (Tabelle 5) (4) und
Enterococcus faecium CSCC 5140 Folsdure (18). Nach Sybesma et al. (16) waren
Enterokokken, die aus Termitendarm 1soliert wurden, auf Folsiaure angewiesen.

Starterkulturen

Zum Einfluss von zwei und mehr Mikroorganismen in einer Kultur, Vitamine
zu bilden, liegen nur einige Angaben vor (12, 14, 28, 42, 43). Mit acht Starterkultu-
ren wurde Jogurt hergestellt und das Vorkommen der Vitamine Thiamin, Ribofla-
vin, Pyridoxin, Cobalamin, Nikotin-, Fol-, Pantothensdure und Biotin erfasst. Zwei
Kulturen bildeten zwischen 30 und 40 % mehr Thiamin als in der entsprechenden
Milch, von vier Kulturen eine etwa 60 % und drei tiber 120 % mehr Pyridoxin, eine
Kultur zwischen 70 und 80 % mehr Folsaure und zwei Kulturen etwa 30 und gegen
80 % mehr Biotin. Eine Inkubation der Milch mit zwei Kulturen bei 42 °C wihrend
drei bis vier Stunden fithrte zu einer hoheren Folsaurebildung und zu einer geringe-
ren an Thiamin und Nikotinsdure als eine solche bei 30°C wihrend 14 bis 16 Stun-
den (42). Die gleiche Arbeitsgruppe (43) uberpriifte 47 verschiedene handelsiiblich
erhiltliche Starterkulturen zur Herstellung von Jogurt, jogurtihnlichen Produkten
(enthaltend L. acidophilus und/oder Bifidobakterien) und Kefir auf deren Fihigkeit,
Vitamine zu bilden. Bei etwa drei Viertel der Starterkulturen reicherten sich das
Thiamin um 20 bis 60% und das Pyridoxin um 20 bis 75 % an. Dagegen wurden
Cobalamin von allen Kulturen, Riboflavin und Folsiure von zwe1 Drittel der Kul-
turen verbraucht. Nicotinsaure blieb praktisch unberiihrt. Eine Kultur bildete bei-
nahe 200 % Thiamin, zwei Kulturen zwischen 50 und 75 % Riboflavin, eine unge-
fahr 50% Nicotinsiure, zwei andere mehr als 100% und vier Kulturen vom
gleichen Hersteller zwischen 75 und 85 % Folsaure. 14 mesophile Misch-Starterkul-
turen, bestehend aus Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris, Le. lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis oder Lenconostoc mesenteroides ssp. cremoris, wurden zur Her-
stellung fermentierter Milch und Rahm sowie Buttermilch eingesetzt. Im Vergleich
zur Milch wurden die Vitamine B, By, Folsdure und Panthothensdure gebildet,
wiahrend Riboflavin und Nikotinsaure konstant blieben und Cobalamin reduziert
wurde (28). Diese Beobachtung des Abbaus von Cobalamin wurde auch bei der
Herstellung von Jogurt resp. Filmjolk mit L. bulgaricus und S. thermophilus wie
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auch eine Mischung von Lactococcus-Stimmen bestatigt (12). Im Verlaufe der Inku-
bation von L. bulgaricus und S. thermophilus in Magermilch sank der Folsiurege-
halt sukzessive ab und war nach fiinf Tagen Lagerung nicht mehr nachweisbar. Mit
diesen beiden Mikroorganismen konnte Cobalamin bereits nach einer Inkubation
von 8 Stunden nicht mehr gefunden werden (14).

Zusatzkulturen

Untersuchungen an Schweizer Kise ergaben in handelsreifem Tilsiter, Gruyere
und Sbrinz Thiaminkonzentrationen im Bereich von 0,17 bis 0,21 mg/kg und in
Emmentaler unterhalb von 0,02 mg/kg (unpublizierte Daten). Die Vermutung lag
deshalb nahe, dass die bei der Herstellung von Emmentaler Kise zugesetzten Pro-
pionsaurebakterien fiir die Verminderung von Thiamin verantwortlich seien. In
einem Kisereiversuch wurden bei Appenzeller-Kise vier Varianten (ohne Zusatz-
kultur, mit L. casei, mit Propionsiurebakterien und mit einem Gemisch der beiden
Kulturen) hergestellt. In allen vier Varianten nahm der Gehalt an Thiamin bis zum
Alter von 49 Tagen konstant zu (Abbildung 1). In den beiden Varianten ohne und
mit Zusatz von L. caset blieb der Gehalt an Thiamin bis zum Alter von 90 Tagen
nahezu konstant. In den beiden Varianten mit Propionsdurebakterien nahm dage-
gen der Gehalt bis zu 90 Tagen kontinuierlich ab.

00T I T T
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Fs)
=
m 0.10F -
£
=
3
= 005 -

000 1 1 1 1 1 1 1 | 1

"0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100
Alter [Tage]

Abbildung 1 Verinderung des Thiamingehaltes von Appenzeller Kise wihrend der
Reifung mit verschiedenen Zusatzkulturen; A=ohne Zusatzkultur;
® =mit L. casei; +=mit Propionsiurebakterien; x=mit Propionsiurebak-
terien und L. casei

526 Mitt. Lebensm. Hyg. 95 (2004)



Erhohte Vitaminbildung durch gentechnologisch modifizierte
Mikroorganismen

Gentechnisch modifizierte Mikroorganismen lassen sich einsetzen, damit der
Vitamingehalt eines fermentierten Lebensmittels erhoht werden kann, sofern die fiir
die Vitaminbildung verantwortlichen Gene bekannt sind. Dass dies moglich ist,
wurde kiirzlich am Beispiel der Folsiaurebildung durch Lc. lactis aufgezeigt (26). Im
Stamm MG1363 wurden die funf Gene gefunden, die an der Folsaurebiosynthese,
vom GTP ausgehend, in folgender Reihenfolge beteiligt sind!: folE kodiert
die GTP-Cyclohydrolase I, fo/B die Neopterinaldolase, folKE die 2-Amino-4-
hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridin Pyrophosphokinase, folP die Dihy-
dropteroatsynthase, fo/C die Folatsynthase, folA die Dihydrofolatreduktase und
folC die Folylpolyglutamatsynthetase. Von diesen wurde das Gen fo/KE im Lc. lac-
tis iberexprimiert und damit eine beinahe zehnfach erhéhte extrazellulire und eine
dreifach erhdhte gesamte Folatproduktion festgestellt, wihrend sich letztere durch
die Uberexprimierung von folA um das Zweifache verminderte. Wurden fo/KE und
folC kombiniert, fithrte dies zu einer intrazelluliren Akkumulierung der Folsdure
(26). Dabei wurden durch die Uberexprimierung von fol/C die Polyglutamylfolat-
Enden von normalerweise 4, 5 und 6 auf maximal 12 Glutamatreste erhoht (27). Der
extrazellulire Teil zeichnet sich durch kurze Polyglutamylfolat-Enden, also Mono-
glutamylfolat, aus (26). Die Bioverfiigbarkeit dieser letzteren Substanz ist hoher als
diejenige von Polyglutamylfolaten (44).

Schlussfolgerungen

Die verschiedenen durchgefithrten Arbeiten zeigen auf, dass eine Bildung ver-
schiedener Vitamine durch in der Milchwirtschaft eingesetzte Mikroorganismen
moglich ist. Bei den davon betroffenen Vitaminen handelt es sich hauptsichlich um
Folsiure und Cobalamin, in geringerem Masse auch um Vitamin K. Die dafiir ver-
antwortlichen Mikroorganismen sind Laktobazillen, Laktokokken, Bifido- und
Propionsaurebakterien. Am vielversprechendsten ist die Folsdurebildung durch Le
lactis ssp. cremoris- und lactis-Stimme wie auch die Folsdure- und Cobalaminbil-
dung durch Propionsiurebakterien. Von Sybesma et al. (16) wird festgehalten, dass
durch die Verwendung spezifisch ausgewahlter hoch-folat-produzierender Stimme
als Teil von Starterkulturen und in Kombination mit spezifischen Wachstumsbedin-
gungen und mit den Methoden des «metabolic engineering» der gegenwirtige Fol-
siureanteil von Jogurt von 10 bis 20 % an der taglichen mittleren Zufuhr substantiell
erhoht werden konnte. Von Hugenholtz und Smid (17) wird in diesem Zusammen-
hang von einer Folsiurezufuhr von 100% gesprochen, die durch die Anwendung
solcher Starterbakterien bei der Herstellung neuartiger fermentierter Milchpro-
dukte erreicht werden kénnten.

Der grosse Vorteil der Verwendung solcher vitaminbildender Mikroorganismen
bei der Herstellung fermentierter Lebensmittel liegt darin, dass es sich dabei um
lebensmittelunbedenkliche, sog. food-grade Stimme handelt und dass diese Mikro-
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organismen Vitamine im Lebensmittel selber produzieren kénnen. Eine ausrei-
chende Versorgung an Folsdure hat fiir die Erndhrungswissenschaft insofern eine
grosse Bedeutung (45), weil dadurch dem Auftreten von Neuralrohrdefekten bei
Neugeborenen vorgebeugt werden kann (46). Im weiteren wird der Folsdure auch
ein Schutz gegentiber verschiedenen Krebsformen zugesprochen (47). Auch kann
dieses Vitamin einen hohen Homocysteingehalt im Blut beeinflussen (48) und damit
auch koronaren Herzkrankheiten vorbeugen (49, 50).

Diese Ubersicht zeigt, dass es durchaus moglich ist, in fermentierten Lebensmit-
teln durch den Einsatz ausgewihlter Mikroorganismen den Gehalt an gewissen
Vitaminen zu erhohen. Nach Untersuchungen von Eldmadfa et al. (51) wurde
jedoch bei erwachsenen gesunden Menschen durch den Verzehr eines probiotischen
Jogurt der Vitamin-B;-, B,- und B¢-Status nicht veridndert.

Zusammenfassung

Vitamine sind essentielle Nihrstoffe in der menschlichen Erndhrung. Zu einer
verbesserten Versorgung konnen auch Lebensmittel, die mit Mikroorganismen her-
gestellt wurden, beitragen. Am Beispiel der fermentierten Milch wird hier gezeigt,
welche Mikroorganismen an einer Bildung von Vitaminen beteiligt sind. Lc. lactis
ssp. cremoris- und lactis-Staimme konnen in fermentierten Lebensmitteln den
Gehalt an Folsiure und Propionsdurebakterien an Folsiure und Cobalamin erhé-
hen.

Résumé

Les vitamines sont des nutriments essentiels dans la nutrition humaine. Les ali-
ments qui sont produits avec des microorganismes peuvent contribuer a un ravi-
taillement amélioré. Lexemple du lait fermenté montre quels microorganismes par-
ticipent a une formation des vitamines. Des souches du Lc. lactis ssp. cremoris et
lactis peuvent élever le contenu de I’acide folique dans les aliments fermentés et les
bactéries propioniques celui-ci de ’acide folique et du cobalamine.

Summary “Vitamin formation through microorganisms used in fermented
dairy products”

Vitamins are essentiel nutrients in the human diet. Foods fermented with
microorganisms may contribute to an improved supply. The example of fermented
milk shows which microorganisms are capable of producing vitamins. Strains of Lc.
lactis ssp. cremoris and lactis can increase the content of folic acid and propionibac-
teria that of folic acid and cobalamin.

Key words

Fermented milk, vitamin, formation, microorganism, Lactobacillus, Streptococcus,
bifidobacteria, propionibacteria, Lactococcus, Lenconostoc
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