
Phänotypische und genotypische Identifizierung und Charakterisierung von Hefen aus österreichischen Milchprodukten

Das Vorkommen von Hefen in Milchprodukten ist aus mehreren Gründen von Bedeutung. Da sie sich in Umgebungen gut vermehren, wo viele Bakterien überhaupt nicht leben können (bei niedrigem pH-Wert, niedrigem aW-Wert, niedrigen Temperaturen, bei Anwesenheit von Konservierungsmittteln und höherer Salzkonzentration), kommen sie oft als Kontaminationsflora vor. Eine größere Anzahl von Hefen in Milchprodukten führt sowohl zu den hefig-gärigen Geruchs- und Geschmacksveränderungen wie auch zu Texturveränderungen und Bombagen der Packungen durch CO2-Bildung. Die Kontaminationsquellen sind vielfältig. Da in Rohmilch vorhandene Hefen überwiegend durch Hitzebehandlung eliminiert werden, ist ihre Anwesenheit im Endprodukt auf eine Rekontamination durch unsachgemäße Produktionsschritte, mikrobiologisch nicht geeignete Zusatzstoffe (Frucht-, Kräuterzusätze) und Verpackungen oder auf kontaminierte Gerätschaften zurückzuführen. Demzufolge sollten im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojekts im Auftrag des Bundesministeriums für Land- und Forstwirtschaft, Umwelt und Wasserwirtschaft folgende Fragen untersucht werden:

· Erfassung und genotypische Identifizierung potentieller Schadhefen (Kontaminanten) aus österreichischen Milch- und Käseprodukten bzw. deren Zusatzstoffen. 

· Analyse und Identifizierung der in verschiedenen Reifungsprozessen von Käseprodukten involvierten nützlichen Hefemikrobenflora über genotypische Methoden.

Es wurden 514 Hefeisolate aus 14 Milchprodukten isoliert. Den Hauptanteil der Hefenflora stellen die Ascomyceten-Hefen (461 Stämme) dar, während die Basidiomyceten-Hefen in geringem Ausmaß (53 Stämme) vorkommen. Ein polyphasischer Ansatz wurde verwendet, um die Hefeisolate zu identifizieren. Einerseits wurden die Hefen morphologisch und physiologisch charakterisiert. Andererseits wurde eine chemotaxonomische und genotypische Charakterisierung unternommen, um die Zellmakromoleküle (Zellwandzucker, Ubichinone, DNA) zu charakterisieren und die Ergebnisse mit den traditionellen Methoden zu vergleichen. In vorliegender Arbeit konnte man 473 Hefestämme (92%) auf Artebene identifizieren (448 Ascomyceten-Hefen, 26 Basidiomyceten-Hefen) und 34 (6%) Isolate wurden auf Gattungsebene (8 Ascomyceten-Hefen, 25 Basidiomyceten-Hefen) charakterisiert. Nur 7 (2%) Hefestämme konnte man nicht zuverlässig identifizieren. 

Die 448 identifizierten Ascomyceten-Hefen konnten folgenden 23 Arten zugeordnet werden: Candida catenulata, C. incospicua, C. intermedia, C. parapsilosis, C. pararugosa, C. pseudoglaebosa, C. saitoana, C. sake, C. sojae, C. zeylanoides, Clavispora lusitaniae, D. fabryi, D. hansenii, Geotrichum candidum, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces lactis, K. marxianus, Pichia fermentans, P. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, S. unisporus, Torulaspora delbrueckii und Yarrowia lipolytica. Innerhalb 25 identifizierter Basidiomyceten-Hefen konnte man Cryptococcus curvatus, Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon cutaneum und T. ovoides bestimmen. Einige Stämme wurden nur auf Gattungsebene charakterisiert. Hier sind hauptsächlich Arten der Gattungen Candida, Yarrowia, Cryptococcus, Leucosporidium, Rhodotorula und Trichosporon vertreten. 

Die Hefestämme Debaryomyces hansenii und Kluyveromyces marxianus wurden am häufigsten isoliert. Insgesamt wurden 86 (18%) Hefestämme als D. hansenii identifiziert. Diese Hefe kommt in erster Linie in Sauermilchkäse vor (52 Stämme). Von 71 (15%) Stämmen, die als K. marxianus identifiziert wurden, wurden 31 Stämme in Frischkäse und 28 in Sauermilchkäse gefunden. Mit etwas geringerer Häufigkeit kommen Geotrichum candidum, Candida zeylanoides und Yarrowia lipolytica vor. Von 56 (11%) Stämmen wurden im Sauermilchkäse 17 Hefeisolate als G. candidum identifiziert. In verschiedenen oberflächenschimmelgereiften Käsesorten wurden auch 11 Stämme als G. candidum charakterisiert. C. zeylanoides tritt am häufigsten im Frischkäse (38 von 54) auf. Von den 40 Y. lipolytica Stämmen, wurden 16 aus Frischkäse und 11 aus Butter identifiziert. Ungefähr je 20 Hefeisolate wurden als Clavispora lusitaniae, Kluyveromyces lactis, bzw. Candida catenulata charakterisiert. Vertreter von anderen Ascomyceten-Arten kommen mit einer niedrigeren Häufigkeit (<20 Stämme/Produkt) in Milchprodukten vor. Rhodotorula mucilaginosa wurde innerhalb der Basidiomyceten-Hefen am häufigsten gefunden. Von insgesamt 16 identifizierten Stämmen wurden 8 aus Frischkäse isoliert. Die Cryptococcus Stämme fanden sich häufig in Frischkäse. 

Ungefähr 30% aller identifizierten Isolate stammen aus Frischkäse, bzw., Sauermilchkäse. Aus Butter wurden 11% aller Stämme isoliert. 5% der Hefeisolate wurden in Joghurt gefunden. Aus allen anderen Milchprodukten wurden weniger als 3% Stämme isoliert.

Von den 514 Hefeisolaten konnte man 275 (53%) Stämme durch die morphologisch-physiologischen Tests identifizieren. Mit der RAPD-PCR wurden die Ergebnisse der physiologischen Tests unterstützt. Candida catenulata, C. intermedia, C. saitoana, C. sake, C. zeylanoides, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces lactis, K. marxianus, Pichia guilliermondii, Sacchromyces cerevisiae und Torulaspora delbrueckii lassen sich gut mit den physiologischen Tests bestimmen. Der Rest (47%) der Hefeisolate aus Milchprodukten wurde ausschließlich durch die RAPD-PCR und die Partialsequenz des 26S rRNA Gens identifiziert. Einige Hefestämme konnte man nur aufgrund der Sequenzdaten bestimmen. Diesen Stämmen gehören die folgenden Spezies an: Candida parapsilosis, C. pararugosa, C. pseudoglaebosa, C. sojae und Saccharomyces unisporus. Die Methode der Sequenzierung der 26S rDNA hat sich nicht bei der Identifizierung von Candida krissii, C. zeylanoides und Geotrichum candidum als zuverlässig gezeigt. Der Hauptgrund liegt daran, dass die Stämme C. krissii und C. zeylanoides identische Sequenzen in D1/D2 Domäne haben. Daher kann man durch Sequenzdaten zwei Candida Stämme nicht unterscheiden. Im Gegenteil zeigen die Fingerabdrücke des gesamten Genoms (RAPD-PCR) deutliche Unterschiede. Aufgrund der RAPD-Analyse konnte man die zwei Candida Arten trennen. Der Stamm Geotrichum candidum konnte nur durch die RAPD-PCR identifiziert werden. Die Partialsequenz der 26S rDNA von G. candidum ist nicht in der Genbank vorhanden. Mit Hilfe der Blast-Analyse, als auch der Ergebnisse der physiologischen Tests konnte man die nahe verwandten Spezies definieren (Galactomyces geotrichum, Geotrichum klebahnii). Die RAPD-Analyse mit allen Galactomyces, bzw., Geotrichum Stämme zeigte, dass es sich um G. candidum handelt. Die chemotaxonomische Charakterisierung einiger Hefeisolate in Kombination mit phänotypischen Daten hat sich als geeignet erwiesen, aber die Isolierung von Zellwandzuckern und Ubichinonen und die Vorbereitung der Proben für eine GC- oder HPLC-Analyse ist zeitaufwendig und deswegen für eine größere Anzahl an Hefestämmen ungeeignet. Die Ergebnisse in vorliegender Arbeit zeigen, dass die Partialsequenzen des 26S rRNA Gens und die RAPD-PCR eine Anwendung in der Routine finden können. Die zwei Methoden liefern schnell zuverlässige Ergebnisse.

Von 34 Hefestämmen, die auf Gattungsebene charakterisiert wurden, wurden bei einigen Isolaten das gesamte 18S rRNA Gen sequenziert. Die phylogenetische Analyse auf Basis von 18S rDNA, als auch von 26S rDNA Sequenzen hat gezeigt, dass man zwei neue Arten der Gattung Yarrowia beschreiben kann. Über den gleichen Weg wurden zwei neue Arten der Gattungen Trichosporon und Cryptococcus charakterisiert. Ein Hefeisolat konnte man als eine neue Art der Gattung Rhodotorula betrachten. 

In der vorliegenden Arbeit hat die Identifizierung der Hefen herkömmlicher Milchprodukte gezeigt, dass die Speciesvielfalt relativ groß ist. Manche von diesen Arten treten als Kontaminationsflora durch ungeeignete Herstellungsverfahren auf. Einige Hefen bilden zusammen mit Pilzen und Bakterien eine für bestimmte Käsesorten spezifische Mikroflora. Eine kontrollierte Verwendung von Hefekulturen bei industrieller Herstellung von Käsen ist selten. Es bestehen schon Daten aus der Praxis, dass man die proteolytische und lipolytische Aktivität von Yarrowia lipolytica und Geotrichum candidum für die Reifungsprozesse von Käse ausnützen kann. In Zukunft könnte es von Interesse sein, Hefen als Starterkulturen einzusetzen, um einerseits die Reifung zu unterstützen und andererseits neue Käsesorten zu entwickeln. Die lipolytische und proteolytische Aktivität, die Bildung von Aromakomponenten (Aminosäuren, Fettsäuren, Ester), Laktosefermentation (führt zur Begrenzung der Säurebildung), Laktatassimilation (Entsäuerung der Käseoberfläche) und eine positive Wechselwirkung auf primär eingesetzte Starterkulturen sind einige der erwünschten Eigenschaften, die man bei der Käseproduktion ausnützen kann. Die Starterkulturen müssen effizient und spezifisch wirken. Außerdem sollten sie aus klar definierten Kulturen zusammengesetzt sein. Deshalb ist eine zuverlässige Identifizierung der Hefen herkömmlicher Milchprodukte wichtig, um diese gezielt einsetzen zu können. 
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