
peroxyd-Molekiils mitwirkt. Es wurde ferner gefun- 
Iden 15, dai3 Antioxydantien in  niedriger Konzentration 
(die Lipoxydase-Oxydation nicht hemmen, wie man es 
Ibei einer typischen Autoxydation-Ketten-Reaktion er- 
warten sollte, obwohl bei hohen Konzentrationen der  
iintioxydantien die Reaktion durch eine direkte Hem-  
inung der Lipoxydase-Aktivitat verzogert wird. 

Ein weiterer Beweis, dai3 Lipoxydase bei der Bildung 
eines jeden Hydroperoxyd-Moleltiils beteiligt ist, wurde 
von 0. S. Privett u n d  Mitarbb.’ geliefert, d ie  die  bei 
einer Lipoxydase-Oxydation von Linoleat mit roher 
Lipoxydase erzeugten Peroxyde isolierten. W i e  bereits 
ierwahnt, waren diese Peroyde, im Gegensatz zu den  bei 
der Autoxydation gebildeten, etwas optisch aktiv. Wenn 
die Peroxyde mit Zinnchloriir zu Hydroxy-Derivaten 
reduziert wurden, nahm die  optische Aktivitat stark zu 
iind naherte sich dem doppelten W e r t  der  von natiir- 
licher Rizinolsaure. Dies traf sogar zu bei niedrigen 
Enzym-Konzentrationen u n d  unter milden Oxydations- 
bedingungen, die  im Fal l  einer Kettenreaktion verhalt- 
nismai3ig lange Reaktionsketten begunstigen wiirden. 

Bei dem von /. L. BolZand12,13 vorgeschlagenen Re- 
aktionsschema werden die  Reaktionsketten durch Reak- 
tionen zwischen zwei freien Radikalen beendet, fiihren 
also zur Bildung polymerer Produkte. 0. S. Privett’ 
beobachtete, dai3 die  Menge der Polymeren bei hohen 
lipoxydase-Konzentrationen zunahm, eine Tatsache, die 
in  Obereinstimmung mit  dem Autoxydation-Ketten- 
reaktions-Mechanismus der  Lipoxydase-Oxydation steht. 
W e n n  die  Polymeren jedoch durch Destillation von den  
Monomeren getrennt werden, stellt es sich heraus, dai3 
diese ebenfalls optisch aktiv waren, so dai3 wahrschein- 
lich die  Lipoxydase bei der  Bildung der  Polymeren 
beteiligt ist. 

‘ “ A .  L. Tappel, W.  0. Lundberg u. P. D. Boyer, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 42, 293 [1953J. 

Obwohl d k s e  Beobachtungen darauf hinweisen. dai3 
der  Kettenreaktions-Mechanismus der Autoxydation im 
Fall der Lipoxydase-Oxydation nicht anwendbar ist, 
schliei3en sie doch nicht die Moglichkeit eines anderen 
Typs  eines Ketten-Mechanismus aus, wie man diesen 
fur  andere Enzyme angenominen hat. Tatsachlich sind 
derartige Ketten-Mechanismen sehr wahrscheinlich. U n -  
sere derzeitige Ansicht besagt jedoch, dai3 in einem sol- 
chen Mechanismus das  Enzym bei der  Bildung eines jeden 
Hydroperoxyd-MolekiiIs bzw. polymerer Produkte be- 
teiligt ist. Die  Beobachtung, dai3 bei niedrigeren Sauer- 
stoff - und hoheren Lipoxydase-Konzentrationen mehr 
Polymere gebildet werden, steht also vollig in  Ober- 
einstimmung mit  dieser Ansicht. 

Zusammen f assung 
Bei dem gegenwartigen Stand unserer Kenntnis der Lipoxy- 

dase-Oxydation erscheint es wahrscheinlich, dafs die normalen 
Hauptprodukte der Lipoxydase-katalysierten Oxydation poly- 
ungesattigter Fettsauren optisch aktive c i s - t r a n  s konju- 
gierte Dien-Hydroperoxyde sind. Es besteht eine geringe 
Moglichkeit, dad mit gereinigter Lipoxydase t r a n 5 - t r a n s 
konjugierte Dien-Hydroperoxyde gebildet werden, aber wenn 
das der Fall ist, mu6 man notwendigerweise annehmen, dafs 
rohe Lipoxydase-Extrakte oder verdorbene Praparate gerei- 
nigter Lipoxydase Bestandteile enthalten, die die Bildung der 
thermodynamisch weniger stabilen c i s - t r a n s - an Stelle 
der t r a n s - t r a n s - Formen begunstigen. 

Obwohl bei der Lipoxydase-Oxydation polyungesattigter 
Fettsauren eine Art Ketten-Mechanismus beteiligt sein kann, 
mud sich ein derartiger Ketten-Mechanismus von dem der 
Autoydation unterscheiden, weil 1. die bei der Lipoxydase- 
Oxydation gebildeten Hydroperoxyde und Polymeren optisch 
aktiv sind, 2. die Kinetik der Lipoxydase-Oxydation nicht der 
der Autoxydation entspricht, sondern vielmehr der Kinetik 
verschiedener anderer Enzym-Systeme ahnelt und 3. die Wir- 
kung von Antioxydantien auf Lipoxydase-Reaktionen anders 
ist, als man bei einem vorherrschenden Ketten-Mechanismus 
der Autoxydation erwarten sollte. 

Ober den mikrobiologischen Verderb von Margarine 
Von N .  M a l t s c h e w s k y  

Ails tler Bzi~zdesforschungsanstalt f u r  Lebensmittelfrischhaltung, Karlsruhe (Direktor: Prof.  Dr. J .  K z~ /I r i a n o  { f )  

Wbersicht und Diskussion der bisher bekanntgewordenen Un- 
tersuchungen. 

Microbiological Deterioration of Margarine 
Review and discussion of previous investigations. 

Aui3er dem Verderb durch chemische und physikalische 
Faktoren wird nach dem gegenwartigen Stand unseres 
Wissens der  Verderb von Margarine hauptsachlich durch 
niikrobiologische Prozesse verursacht. U m  sich iiber die  
Mikroben-Entwicklung i n  Margarine ein besseres Bild 
machen zu konnen, erscheint es zweckm&g, zunachst 
einen Blick auf die schon friiher gemachten mikrobiolo- 
gischen Untersuchungen von Butter zu werfen. Anschlie- 
fiend sollen die bisher iiber Margarine bekannt gewor- 
denen Untersuchungen zusammengestellt und die  Ergeb- 
nisse diskutiert werden. In einer weiteren Arbeit berich- 
ten wir dann  iiber eigene Versuche zu diesem Thema.  

Mikrobiologische Untersuchungen an Butter 
Als einer der ersten versuchte R. Reimannl ,  die Rolle der 

Mikroorganismen bei dem Ranzigwerden der Butter festzu- 
stellen; er kam zu der Auffassung, dai3 dieser Prozed hydroly- 
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Deterioro microbiol6gico de la margarina 
Revista y discusion de investigacionses previas. 

L’altbration microbiologique de la margarine 

maintenant. 

tisch vor sich geht und einen grofseren Anteil am Verderb hat 
als Sonnenlicht. In Fortsetzung dieser Arbeiten fand 0. ] e n -  
sen2,  daB die Mikroben bei Butter eine vie1 grodere Rolle 
spielen als bei dem Verderb von reinen Fetten. Je nach Art 
der Butter wurde auch ein unterschiedliches mikrobielles Bild 
beobachtet. So wurde bei Aufbewahrung von Siiflrahmbutter 
bei Zimmertemperatur in ihrem Innern wahrend der ersten 
Tage eine Vermehrung verschiedener Milchsaure-Bakterien 
und Hefen beobachtet, dagegen nahm die Zahl von proteoly- 
tischen Mikrobeh und Oidium Zactis ab. Auf der Oberflache 
dieser Buttersorte hatte dagegen die Gesanitzahl aller proteolv- 
tischen Bakterien und anderer Mikroorganismen (Oidium 
lactis, Cladosporium und Hefe) in den ersten 3 Tagen stark 

Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. I1 
6, 131, 166 [1900], 

* Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. I1 
8, 11, 42, 74, 107, 140, 171, 211, 248, 278, 309, 342, 367, 
406 [1902]. 

Revue rapide, et discussion sur les recherches connues jusqu’a 

331 



zugenommen. In  Sauerrahmbutter wurden grohe Mengen ver- 
schiedener Arten der miIchsaurebi1,denden Bakterien gefunden. 
Dadurch, dai3 in manchen Fallen in der Butter verschiedene 
Gruppen von Mikroorganismen vorkommen und auf die Butter 
eine gemeinsame Wirkung ausiiben konnen (z. B. Symbiose 
von Oidium lactis und Bact. fluorescens), wird sie gewijhnlich 
schneller zersetzt. D a  die fettverderbenden Mikroorganismen 
aerob sind, schreitet das Ranzigwerden der Butter gewohnlich 
von aul3en nach innen fort. 0. Jensen entdeckte dabei eine 
Entwicklung von fliichtigen Fettsauren und deren Estern. Als 
Konservierungsmittel gegen den Butterverderb wurden Koch- 
salz und Milchzucker empfohlen. Als Herkunift der fur die 
Butter schadlichen Mikroben wurden Wasser und Luft  be- 
zeichnet. Durch Ansauern des Rahms rnit reinen Kulturen 
von Milchsaure-Bakterien konnte die Entwicklung der in der 
Butter vorkommenden Fremdkeime verhindert werden. Nach 
0. Jensen spielt die Luft selbst nur dann eine direkte Rolle 
bei dem Verderb von Butter, wenn diese dem Sonnenlicht oder 
einer hiiheren Temperatur ausgesetzt ist; dabei wird sie oxy- 
diert, bekommt einen unangenehmen Geschmack und Geruzh, 
wird aber nicht ranzig. 

D a  die Fette Ester von Glycerin und Fettsauren darstellen 
und ziemlich resistent gegen mikrobiellen Angriff sind, wer- 
den sie sehr langsam von den Mikroorganisnien gespalten. 
Mikrobiologische Fettspaltung mit Hilfe von Lipase 33  .I geht 
hydrolytisck nach folgendem Schema vor sich: 

RCOOR + H,O = KCOOH + ROH 
Dabei entstehen Fettsauren und Glycerin; letzteres kanii 

weiter von anderen Mikroorganismen als Energiequelle ver- 
wendet werden. Dagegen werden die Fettsauren der Butter 
nicht so leicht verbraucht und reichern sich deshalb an, was 
das Kanzigwerden der Butter zur Folge hat. Nur  wenige 
Mikroorganismen verwenden Fettsauren als Energiequelle, 
dabei werden Methylketone gebildet, die einen charakteristi- 
schen, unangenehmen Geruch und Geschmack verursachen. 
Dieser ProzeB kann nur in Gegenwart von Sauerstoff ver- 
laufen. Wahrend die hydrolytische Fettspaltung unter aeroben 
Bedingungen vor sich geht, konnen einige Mikroben den 
Mange1 a n  freiem Sauerstoff bei anaeroben Bedingungen 
durch Abspaltung von gebundenem Sauerstoff ausgleichen 
(Denitrifikation, Desulfurifikation). Die in Mikroorganismen- 
Zellen vorkommenden Lipasen sind wasserloslich und bei neu- 
traler Keaktion wirksam, im Gegensatz zu den Lipasen in 
Pflanzenzellen, die wasserunloslich sind und um p H  5 spalten. 

Zur Feststellung, welche Mikroorganismen die Lipase ent- 
halten und dadurch fur die Butter gefahrlich sein konnen, 
stellte 0. Laxa 5. Versuchsreihen mit verschiedenen Mikro- 
organismen-Stammen an. Als starke Fettspalter nannte er 
Oidium lactis, Penicillium sp., Mucor sp., Saccharomyceten 
und Bact. fluorescens: die milchsaurebildenden Bakterien, die 
des ofteren zur Verbesserung der Butterqualitat verwendet 
werden, wurden als nicht fettspaltend bezeichnet. 

Neben der primaren mikrobiellen Infektion, die unmittel- 
bar wahrend der Herstellung der Butter auftritt und bei rich- 
tiger Behandlung z. T. beseitigt wird, konnen das Ver- 
packungsmaterial und die Lagerungsart in erhohtrm M a s  die 
Quelle der sekundaren Infektion von Butter hilden. In dieser 
Hinsicht untersuchte K .  Grippenberg die Entwicklung von 
Schimmel bei verschiedenen Lagerungs'bedingungen der Butter. 
Dabei stellte er einen Verderb der Butter durch Entstehung 
griiner und schwarzer Flecken fest. Erreger dieser Erscheinun- 
gen waren im ersten Fall Penicillium sp. un,d im zweiten Tricho- 
sporium. Auger diesen Schimmelpilzen verursachte auch Mucor 
einen Vermderb der Butter. Zur Bekampfung dieser ( a h  eine 
Luftinfektion bezeichneten) Mikroorganisrnen empfahl Grip- 
penberg, ein rnit Kochsalz durchtranktes Verpackungspapier 

A .  Rippel-Baldcs, Grundril3 der Mikrobiologie, 11. Aufl., 
Springer-Verlag, Berlin-Gottingen-Heidelberg 1952, S. 185. 
R. E. Bztchanan. Bacteriology, 5 .  Aufl., New York 19.51, 
S. 276. 
Arch. Hyg. Bakteriol. 41, 119 [1902]. 
Milchwirtsch. Zbl. 28, 626, 644, 662 [1899]. 

zu verwenden. So kann das Wachstum von Mucor schon bei 
5 Oio NaC1-Gehalt verhindert werden. Periicillium und Tricho- 
sporium entwickeln sich erst nach 1 7  Tagen bei Verwendung 
von 20° /o  NaCl und ergeben bei einer Konzentration von 
25 n!o NaCl iiberhaupt kein Wachstum. 

Dal3 die Entwicklung der Schimmelpilze in Butter von den 
Lagerbedingungen und dem Verpackungsmaterial abhangig 
ist, zeigten auch A .  H .  Pedersen und Mitarbb. 7. FeuchteButter 
schimmelt leichter a n  als trockene, ebenso wie ungesalzene 
Sul3rahmbutter leichter schimmelt als eine 1 O / o  Salz enthal- 
tende. Die Lagerraume fur Butter sollen trocken sein (rel. 
Feuchtigkeit nicht hoher als 75 O/O).  

Ein in Siidafrika ofters vorkommender Befall sder Butter 
durch Schimmelpilze unter Bildung dunkler Flecken wurde von 
€1. Penning 8 beschrieben. Dieser Schaden konnte wahrend der 
Lagerung nur bekampft werden durch: 1 .  Verwendung von 
sorgfaltig vorbereitetem Verpackungspapier (Behandlung rnit 
Formaldehyd-Dampfen), 2 .  Trockenlagerung und gute Be- 
liiftung des Lagerraums und der Wanmde und 3. Aufrecht- 
erhaltung einer Lagertemperatur von - 90 C. Wenn schon 
Butter, wie es 0. Jensen erwahnte, wegen ihres bedeutenden 
Gehalts an Wasser mit darin gelosten Nahrstoffen einen vor- 
ziiglichen Nahrboden fur die Mikroorganismen darstellt, so 
mu6 Margarine wegen ihrer Zusammensetzung desto mehr 
als ein noch gunstigeres Substrat fur deren Entwicklung an- 
gesehen werden. 

Charakteristik des durch Mikroorganismen hervorgeriiferzen 
Verderbs uon Margarine 

Die verschiedenen Verderbserscheinungen in Margarine 
wurden von einigen Forschern in folgender Weise be- 
schrieben: 

Bei Untersuchungen aus pflanzlichen Ulen hergestellter Mar- 
garine fand H .  c. k o b s e n  9 eine P a r f ii m - R a n z i g k e i t 
und zeigte durch seine zahlreichen Versuche mit verschiedenen 
Mi kroorganismen, dal3 der unangenehme Geruch in ranzigem 
KokosnuBol tatsachlich durch Mikroorganismen verursacht 
wurde. Die Entwicklung derartiger Mikroorganismen im 0 1  
wurde schon durch eine kleine Menge Wasser (0.2 bis 0.5°/o) 
begiinstigt. Als Erreger des Ranzigwerdens der pflanzlichen 
Margarine bezeichnete lacobsen: Penicillium-, Aspergillum-, 
Cladosporium-, Harmodendron-, Phoma-, Mucor spec.  und 
Cladosporium butyri. Seine Versuche ergaben auch, dal3 - 
obwohl Oidium lactis ein Fettspalter ist - dieser Pilz doch 
kein Ranzigwerden der Margarine hervorrufen konnte. Penicil- 
lium glaucum und Cladosporium, die in der pflanzlichen Mar- 
garine am haufigsten gefunden werden, verursachten das 
starkste Ranzigwerden. Eine steril hergestellte Margarine 
wurde 5 Tage nach Beimpfung mit Cladosporium butyri und 
Penicillium glaucum ranzig, und nach 7 Wochen erhohte sich 
der Fettsaure-Gehalt bis auf ca. 10n/o. In  einem stark ge- 
trockneten Kokosnul3ol ergaben diese Schimmelpilze keine Ver- 
anderung, datgegen riefen sie schon bei Spuren von Wasser 
im 01 ein Ranzigwerden hervor. 

Auch W. N .  Stokoelo beschrieb die P a r f i i m - R a n z i g -  
k e i t als einen typischen, durch Mikroorganismen hervor- 
gerufenen Verderb, der nicht nur in einer alteren, sondern 
auch in einer vor wenigen Tagen hergestellten Margarine vor- 
kommen kann. Bei dem Verderb durch Parfum-Ranzigkeit 
kann das Produkt ein gutes aul3eres Aussehen behalten. Dieser 
Prozei3 ist nach Stokoe als Hydrolyse rnit anschliecender Oxy- 
dation aufzufassen. Dabei ergeben sich ein unangenehmer Ge- 
ruch und Geschmack und eine saure Reaktion. D a  aber die 
biochemische Wirkung von verschiedenen Mikroorganismen 
sehr unterschiedlich sein kann, ist die Aciditat allein noch kein 
Beweis des Ranzigwerdens; einige Fette haben einen niedrigen 

' G. H.  Pedersen, A.  N .  Fisker. S. K .  Pedersen u. T.  Thom-  
sen, Beretn. Forsegslab., Kopenhagen 74, 44 [1952]; ref. 
Food sci. Abstr. 26, 637 [1954]. 
Farming South Africa 28, 330 [1953]; ref. Food sci. Abstr. 
26, 638 119541. 
Folia mi'crobibl. 5, 94 119181. 
J. SOC. chem. Ind. (London) 40, 75 T [1921]. 
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Sauregehalt und sind stark ranzig, andere dagegen haben 
einen hohen Gehalt an  freien Fettsauren, sind sUi3 und nicht 
ranzig. 

Die Reihe der fur den Verderb von Margarine verantwort- 
lichen Mikroorganismen wurde durch die Untersuchungen von 
Stokoe erweitert. Aufier den iriiher erwahnten Schimmelpilz- 
Arten, wilden Hefen und Torula wurden noch Bact. flziores- 
tens sp., Bact. proteus sp., Bact. coli, Bact. pulrificzls, Micro- 
coccus luteum und Sarciiiu lziteu gefunden. Zur Feststellung 
der Starke der Saurebildung wahrend der Fettspaltung wur- 
den diese Mikroorganismen in Reinkulturen in die aus Kokos- 
nui3ol hergestellte Margarine eingeimpft. Nach 1 his 2 Wochen 
wurde eine Erhohung des Sauregehalts von 0.1 his 0.SU/a 
beobachtet. Von Stokoe wurden iiber eineii Zeitraum von 2 
Jahren sich erstreckende Untersuchungen der fur die Mar- 
garine industriell verwendbaren Ole und Fette durchgefuhrt. 
Dabei beobachtete auch er ein besonders starkes Ranzigwerden 
mit schlechtem Geruch (Entwicklung von Ketonen) der rnit 
Kokosnufi- und Palmkernol hergestellten Margarine. Als Er- 
reger dieses Verderbs erschienen hauptsahlich Peiriciltium 
und Aspergillus-Arten. 

Als T a 1 g - R a n z i g k e i t bezeichnet Stokoe einen Ver- 
derb von Margarine, der nicht durch ,Mikroorganismen her- 
vorgerufen wird, sondern als Resultat einer Oxydation 'durch 
Licht und Luft anzusehen ist. 

A.  Schrwdrr 11 beschreibt zwei Arten des Verderbs von Mar- 
garine: P a r  f um-'R a n  - 
z i g k e i t .  Die erste ist auf Zerfall der Fette unter Freiwerden 
von ungesattigten Fettsauren zuruckzufuhren und wird haupt- 
sichlich durch Mikroorganismen verursacht, kann aber auch 
durch physikalische Faktoren (Licht, Luft, Feuchtigkeit und 
Warme) hervorgerufen werden. Ein unangenehmer Geruch 
und Geschmack bei Ulsaure-Ranzigkeit entwickelten sich in- 
Folge einer weiteren Oxydation der gebildeten ungesattigten 
Fettsauren zu Aldehyden und Ketonen. Auch wird nach 
>Schrocdei- die Ulsaure-Ranzigkeit von einer E n t f a  r b u n g s - 
K a n z i g k e i t begleitet, wobei die durch mikrobielle Pro- 
zesse gebildeten Peroxyde eine Bleichung bzw. eine Ver- 
larbung der Fette hervorrufen. In  den harten Fetten mit 
hohem Schmelzpunkt - wie Kokosfett, Palmkernfett und 
tierischen Fetten, bei denen der Verderb als Talg-Ranzigkeit 
bczeichnet wird - kommt die Ulsaure-Ranzigkeit nicht vor. 
Parfum-Ranzigkeit ist nach Schroeder mit der Verseifung 
Iidentisch. Dieser Prozei3, der durch Mikroorganismen verur- 
!jacht wird, wurde als ,,bio-chemischer Verderb" bezeichnet und 
konnte ofters bei rnit Kokos- oder Palmkernfett hergestellter 
Margarine beobachtet werden. Die Gefahr der Verseifung von 
Margarine ist um so groaer, j e  mehr Kokos- und Palmkern- 
~Fett zur Herstellung der Margarine verwendet werden. 

Ahnlich der Entfarbungs-Ranzigkeit wurde ein Verderb 
durch stellenweises Auftreten von farbigen Flecken auf und 
in Margarine beobachtet, was als Resultat einer Entwicklung 
von Mikroorganismen erklart wurde. A. Zoffmann l2 beschreibt 
hlutrote und orangefarbene Flecken in Margarine, die durch 
Bact. prodigiosum hervorgerufen wurden. Oidizim lactis ver- 
wsachte nach seinen Beobachtungen auf der Oberflache und 
bis zu einer Tiefe von 2 c m  ein marmoriertes Aussehen der 
Margarine. Doch meinte Zofmann, dai3 die Sdiimmelpilze ails 
der Gattung Penicilliztm und Aspergillus, die gewohnlich blau- 
grune Flecken in den Hohlraumen und auf der Oberflache der 
Margarine bilden konnen, die gefahrlichsten Verderber in 
dieser Hinsicht sind. 

Ein groi3er Schaden entstand einer Margarine-Fabrik vor 
etwa 25 Jahren, als auf der Oberflache und im Innern der 
Margarine grunlich-schwarze Flecken in groi3en Mengen auf- 
traten. Bei Untersuchung dieser Erscheinungen entdeckte 0. 
Lrmn l 3  einen unbekannten Schimmelpilz-Stamm, der als Mur- 

0 l s a u r e -  R a n z  i g k  e i  t und 

Margarine-Ind. 25, 13 [1932]. 
l2  Chem. Umschau Gebiete Fette, Ule, Wachse, Harze 18, 4 

1% Zbl. Bakteriol. Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. I1 
[1911]. 

81. 392 [1930]. 
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gurinomyces Bubaki bezeichnet wurde. In einigen Stadien der 
Entwicklung erinnerte dieser Pilz an  Cludosporium, aber in 
der Form seiner Konidien ahnelte er dem Fusnrium. Durch 
Erhitzung auf 100°C wahrend 1 his 5 Min. wurde der Pilz 
ginzlich getiitet. Als kritische Temperatur wurde 60" bis 70" C 
bezeichnet. In 20 Min. war dieser Pilz bei 60°C in seiner 
Entwicklung noch nicht gestort; dagegen verhinderte eine 
Erhitzung auf 70" C wahrend derselben Zeit sein Wachs- 
tum vollig. Als Herkunft dieses Pilzes wurde das Wasser 
eines Brunnens bezeichnet, doch war er ziemlich verbreitet und 
wurde auch an  den Wanden einer Molkerei gefunden. Zu 
seiner Bekampfung und als Konservierungsmittel fur die Mar- 
garine wurde Natriumfluorid verwendet: 0.05"/0 NaF  schrankte 
die Entwicklung dieses Pilzes deutlich ein, und cine Konzcn- 
tration von 0.5 O/o konnte das Wachstum ganzlich verhindern. 
Dasselbe Resultat ergab Borsaure in einer Konzentration 
von 0.1 o/o. 

U m  die Ursache des als S e i f i g  k e  i t bezeichneten be- 
kannten Geschmacksfehlers in Margarine zu erklaren, wurden 
von K .  Richter und v.  Lilienjeld'4 einige interessante Ver- 
suchsreihen unter Verwendung verschie'dener, aus Margarine 
isolierter Mikroorganismen durchgefiihrt. Zuerst wurde die 
Seifigkeit mit Hilfe von Reinkulturen von Kahmhefen und 
deren Symbiose mit alkalibildenden Bakterien in einer init 
Kokosfett hergestellten, margarine-ahnlichen Emulsion erreicht. 
In  weiteren Versuchsreihen verwendeten Richter und ~!dic3?7- 
leld gewohnliche Hefen (Oidium- und Moizilu-Arten) und 
deren Mischkulturen mit aromabil'denden Milchsaure-Bakterien. 
Die Seifigkeit trat bei einigen Kulturen schon nach 24 Std. bei 
20°C, bei anderen erst nach 3 his 8 oder noch inehr Tagen 
auf. Auch nach Meinung von A. /. C. A n ~ l e r s t n ' ~  wird der 
scharfe ,,seifige" Geschmack in Margarine, begleitet von hohem 
Sauregehalt, ofters durch fettspaltende Hefe und Baktcrien 
hervorgerufen. 

Uber das Vorkommeia der Mikroorgcrnismen i i i  Margarine 
Als einer der ersten fuhrte E l .  Jacobsen 9 ausfuhrliche 

mikrobiologische Untersuchungen der pflanzlichen Margarine 
durch. E r  stellte fest, dai3 die fur Margarine verwendeten 
pflanzlichen Ole an IMikroorganismen reich sind und deshalb 
bei entsprechenden Bedingungen leicht verderben. In 1 g 
einer pflanzlichen Margarine fand jucobsen von 100 000 bis 
18 000 000 Keime, die hauptsachlich Toruln, Micrococcen und 
Schimmelpilzen angehorten. 

Nach Stokoe lo kann die zur Ranzigkeit fiihrende Infektion 
von Margarine verursacht werden: 1. durch aufiere Betriebs- 
bedingungen, wie Luft, Apparaturen usw., 2. durch die fur 
die Margarine-Herstellung verwendeten Rohstofffc und 3. 
durch das Verpackungsmaterial. Im 1. und 3. Fall ist durch 
sorgfaltiges Arbeiten, Sterilisieren, Desinfizieren usw., die 
Infektion leicht zu vermeiden, dagegen bietet der Fall '1 
sehr ernste und schwierige Probleme. Deshalb wird auch eine 
strenge mikrobiologische Untersuchung der fur die Margarine 
verwendeten Ole und Fette empfohlen. In  eingehenden Un- 
tersuchungen zeigte Stokoe, dai3 nur 5oio von mehreren 
hundert Proben steril waren. In  10 his 20"io der Proben 
wurden in 1 ml nicht mehr als 6 Sporen gefunden. Der 
groate Teil aller anderen Proben wimmelte dagegen von 
Schimmelpilz-Sporen und andereii Mikroorganismen. Die 
flussig bleibenden Ule waren in dieser Hinsicht die schlech- 
testen. Dabei waren die Schimmelpilz-Sporen in grofieren 
Mengen vorhanden als die Bakterien-Keime. Die harten 
Fette erwiesen sich als steril. Kokosnui3- und Palmkernol 
waren, ausgenommen einige abweichende Probrn, gewohn- 
lich ziemlich steril. Die tierischen Fette konnten als fast ganz 
steril bezeichnet werden; nur in einigen Fallen wurden bak- 
terielle Sporen, und zwar in geringerem Ausmafi als Pilz- 
sporen, gefunden. Bei solchen speziellen Untersuchungen von 
Fetten und Ulen wurden folgende Schimmelpilze festgestellt: 
Aspergillus, Penicilliiim, Claclosporiilm, Mzrc.or und Botry tk  
cinerea. In  den u l en  konnen d'ie Pilzsporen lange Zeit er- 

l4 Margarine-Ind. 24, 276 [1931]. 
l5 Margarine, Pergamon Press Ltd,  London 1854. 
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halten bleiben, zum Auswachsen kommen sie jedoch nur bei 
entsprechend giinstigen Bedingungen. Zur volligen Vernich- 
tung dieser Keime werden die Ule auf 150-170° C in trok- 
kener Luft und unter vermindertem Druck erhitzt. 

Auger den Ulen kann auch die Emulsion eine sehr wich- 
tige Rolle in der Frage des Keimgehalts und des Verderbs 
der Margarine spielen. Einerseits wird sie als Infektions- 
quelle und andererseits als ein vorziigliches Milieu fur die 
Entwicklung der Mikroorganismen angesehen. Hlerauf wei- 
sen z. B. die Beobachtungen von V.  MareiI6, nach denen das 
Wachstum der Mikroorganismen in Margarine in den An- 
fangsstadien nicht direkt in der Fettphase, sondern in der 
wafirigen Phase vor sich gehen kann. Obwohl einige natiir- 
liche Ule und Fette Mikroorganismen enthalten konnen, sind 
die reinen, raffinierten Fette doch kein geeignetes Substrat 
fur ihre Entwicklung. Das wurde von Marei durch das Ein- 
impfen von Sporen eines aus verdorbener Margarine isolier- 
ten starken Peizicillium expansum-Stammes in Tropfen von 
sterilem, raffiniertem Erdnub- und Kokosnufiol nachgewie- 
sen 17. Bei dem Versuch wurde kein Auswachsen beobachtet; 
erst nach Hinzutritt von Feuchtigkeit und Entstehung eines 
Nahrbodens mit aufgelosten mineralischen und organischen 
Stoffen in den Fetttropfen setzte die Entwicklung der Mikro- 
organismen ein. Marei folgert daraus, dafi die Margarine- 
Emulsion eine sehr wichtige Rolle in dem Verderb von 
Margarine spielt. Unter bestimmten Bedingungen kann die 
Emulsion zu einem sehr geeigneten Nahrsubstrat fur die 
Entwicklung von Mikroorganismen werden, wobei die ablau- 
fenden biochemischen Prozesse spater zum Ranzigwerden der 
Margarine fiihren. Dabei kann ein solcher Verderb der Mar- 
garine vie1 schneller vor sich gehen als ein Verderben infolge 
physikalischer Einfliisse. 

Daraus ergibt sich, dai3 die Margarine durch ihre Bestand- 
teile ziemlich stark infiziert sein kann. Nach V. D. Foltz und 
T.  H .  Lord'* ist die Infektion von Margarine mengen- und 
artmagig der anderer Lebensmittel sehr ahnlich. Aus 50 
willkurlich entnommenen Proben von Gebrauchsmargarine 
isolierten sie 40 verschiedene Bakterien-Arten, unter denen 
sporenbildende Stabchen und Micrococcen am haufigsten 
vertreten waren. Nach den biochemischen Eigenschaften ge- 
horten 55 O/o der isolierten Stamme den caseolytischen und 
3.3 O/o den lipolytischen Kulturen an. Unter den Schimmel- 
pilzen, die - wie auch die Hefen - in geringerem Mag als 
die Bakterien vertreten waren, befanden sich hauptsichlich 
Pcnicillitim- und Aspergillus-Gattungen. Foltr und Lord 
erinnern in ihrer Arbeit auch an die Moglichkeit einer Infek- 
tion der Margarine aus der Luft und durch fehlerhafte, un- 
hygienische Betriebsbedingungen. 

Vber die Ma finahmen zur Verhinderung des mikrobiellen 
Veiderbs von Margarine 

Zur Gewinnung einer Margarine guter Qualitat werden 
von folgende Mainahmen bei der Herstellung von 
Margarine empfohlen. 1. Vermeidung der sekundaren Infek- 
tion und 2 Erzeugung einer Margarine-Emulsion, die die 
Entwicklung von die Margarine schadigenden Mikroben nicht 
begiinstigt. 

Um den Einflufi der Emulsion auf das Verschimmeln von 
Margarine zu priifen, stellte Mare; Versuche mit Impfungen 
einiger - aus alteren Margarine-Wurfeln isolierter - 
Schimmelpilz-Stamme * an. Reinkulturen dieser Schimmel- 
pilze wurden Margarine-Qualitaten eingeimpft, die aus ver- 
schiedenartigen Fettemulsionen von wechselnder Bestandig- 

IGChem. Obzor 10, 274 [1931]. 
l7 V. Mare;, Fettchem. Umschau 41, 115 [1934]. 
lsFood Res. 16, 216 [1951]. 
'i Penicillium expansum. P. commune Th., Cladosporium herb. 

Perf . ,  Cl. heib val-. vincetoxici Allech., Oospora lactis Fres., 
Oidium lactis Fres., Aspergillui glazic. Link und Schimmel- 
pilz Nr. 23. 

keit hergestellt waren. In den Wiirfeln mit stabiler, richtig 
gekirnter Margarine-Emulsion (Wasser in Fett) wuchsen die 
Schimmelpilze auch nach 3 Monaten nicht aus. Bei der IMar- 
garine, die mit unbestandiger, schlecht gekirnter Emulsion 
hergestellt und bei der die emulgierte Phase frei wurde, 
konnte man em Ranzigwerden durch die eingeimpften Schim- 
melpilz-Kulturen schon nach 4 bis 6 Wochen beobachten. 

Die Verwendung von Milch fur Margarine wird von 
Mare; sehr empfohlen, dagegen sind Fettansatze mit aus 
niedermolekularen Fettsauren bestehenden Fetten moglichst 
zu vermeiden. Somit ist ersichtlich, dat3 unter normalen 
Lagerungsbedingungen die Margarine gut erhalten bleibt, 
wenn sie eine tadellose Emulsion darstellt. 

Ebenso wie bei Butter kann auch bei Margarine eine 
Verwenmdung von biologischen Mafinahmen bzw. bestimmten 
Mikroben-Kulturen die Qualitat und Haltbarkeit erhohen. 
Zu diesam Zweck benutzte Stokoe'O Mischkulturen, die eine 
Symbiose von saureresistenten (nicht fett- und eiweibspalten- 
den) Hefen mit Milchsaure-Bakterien darstellten. Eiiie mit 
diesen Kulturen behaadelte Margarine konnte einen sugen, 
frischen Geschmack wahrend einiger Wochen behalten. 

Zur Verhinderung des Verderbs von Margarine wurde eine 
direkte Hemmung der Entwicklung von hfikroorganismen- 
Keimen auch durch Verwendung chemischer Stoffe erprobt. Zur 
Priifung der Haltbarkeit von Margarine stellten K .  Fischer 
und 0. Gruenert Versuchsreihen unter Verwendung von 
Benzoesaure, Hydrin (Benzoesaure und einige andere Stoffe 
enthaltendes Konservierungsmittel), Salicyl- und Borsaure in 
Mengen von 0.2 bis 1 g/kg Margarine an. Nach einer La- 
gerung bei 6O C wahrend 1 bis 5 Monaten wurden chemiszhe 
Untersuchungen der 'Proben durchgefiihrt und festgestellt, 
dai3 bei den niederen 'Konzentrationen die Schimmelpilte 
schon nach 1 Monat und in den hoheren Konzentrationen 
erst nach 2 Monaten sich entwickeln konnten. Dagegen ver- 
hinderte ein Zusatz von 30/0 NaCl die Entwicklung von 
Schimmel und ermoglichte die Erhaltung der Margarine in 
einem guten Zustand. 

Jacobsen ermittelte die Wirkung von einigen Konser- 
vierungsstoffen auf die Entwicklung bestimmter Mikroorga- 
nismen in Margarine und verwendete: Natriumchlorid, Na- 
triumformiat, Kaliumnitrat, Natriumsulfat, Natrium- und 
Magnesiumlactat, Milchsaure, Benzoesaure, Natriumbenzoat, 
Borsaure und Borax. Als Testorganismen dienten die aus 
verdorbener Margarine isolierten Penicilliuna glaucum, Cln- 
dosporium und Oidium Lnctis. Dabei wirkte sich unter den 
Salzen das Kochsalz als Konservierungsmittel am starksten 
aus Milchsaure zusammen mit NaCl hemmte die Entwicklung 
der Schimmelpilze nicht stark. Benzoesaure verhinderte das 
Wachstum der Schimmelpilze in einer O.l"/oigen Konzen- 
tration; in Anwesenheit von 15Oio Salz geniigte ein Gehalt 
von 0.05 O/o Benzoesaure. Natriumbenzoat wirkte schwachcr; 
2 O i o  dieses Mittels waren noch nicht geniigend, um das 
Wachstum der Penicillium und Cladosporiuin zu storen. Bor - 
saure wirkte hemmend auf die Entwicklung von Penicillitcn~ 
und Oidium, nicht aber auf die von Cladorporium, der sich 
in Losungen mit 10°/o Salz und 2 . 5 O i o  Borsaure entwickeln 
konnte. Borax ist mit seiner alkalischen Reaktion ein besseres 
Konlservierungsmittel als Borsaure; in einer Losung von 
100/0 NaCl + 0.10/0 Borax wuchs auch Cladosporium nicht 
aus. 

Bei Zusatz zu Marganine werden die erwahnten Konser- 
vierungsmittel in den Wassertropfen gelost. Einige, z. B. 
Benzoesaure, konnen mit den Albuminen der fur die Mar- 
garine-Herstellung verwendeten Milch reagieren. Wenn die 
Tropfchen bei einer ordentlichen Durchmischung geniigencl 
klein und gut verteilt sowie mit der notigen Menge an Salz 
und Konservierungsstoffen versehen sind, w i d  das Wachs- 
turn der gefihrlichen Schimmelpilze unmoglich gemacht. 
Daraus ist zu ersehen, dafi die Art der Verteilung cler 

l a Z .  Unters. Nahrungs- u. Genubmittel 22, 553 [1911]. 
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wafirigen Phase in der Fettphase sowohl fur die Entwidt- 
lung und biochemische Tatigkesit von Mikroorganismen in 
tier Margarine als auch bei der Verhinderung dieser Ent- 
wicklung eine sehr grode Rolle spielt. Aus dem Versuch von 
J N C O ~ S C ~  geht hervor, dad bei einem Durchsdinitt von 14 '10 
'U'asser in der Margarine 2 O i o  Salz + 0.075°/o Benzoesaure 
oder 0.2 O / o  Natriumbenzoat oder eine Mischung von 0.05 O/O 

13enzoesaure mit 0.05 o / o  Natriumbenzoat geniigen, um das 
.4uswachsen der Schimmelpilze zu verhindern. 0.4 O / o  Borax 
iind 0.2 O / o  Borsaure in konz. Losung (zwsammen mit 2'/0 
NaCI) geniigten zur Frisch'haltung einer pflanzlichen Mar- 
garine wahrend mindestens 5 Wochen. 

Neben der Bekampfung der primaren Mikroben-Mektion, 
#die in der Margarine unmittelbar durch die verwendeten 
.Bestandteile verursacht werden kann, ist eine Verhiitung der 
sekundaren Infektion durch das Verpadtungsmaterial und die 
Lagerungsbedingungen fur die IFrischhaltung 'der Margarine 
nicht weniger dringend. Vor dieser Gefahr der sekundaren 
Infektion warnte Stokoe 10, der verschiedene Sorten von Ver- 
packungspapier mikrobiologisch untersucht hatte und sie in 
keinem Fall als steril bezeichnen konnte. Meistens wurden 
1Sporen von Schimmelpilzen und verschiedene Bakterien ge- 
funden. Bei Verwendung eines so infizierten Papiers und 
iunter giinstigen Bedingungen fur Feuchtigkeit und andere 
Faktoren konnen sich solche Mikroorganismen in der Mar- 
,garine entwickeln und dabei unerwunschte Veranderungen 
hrrvorrufen. Zur Bekampfung dieses Verd'erbs von Mar- 
,qarine wurden einige Verhiitungsmethoden ausgearbeitet. 
Grippenberg empfahl, das Verpackungsmaterial vor dem 
Gebrauch in eine starke Salzlake zu legen ( 2 5 O / o )  oder mit 
Dampf zu behandeln. Zoffmanrz 12 verwende'te eine Losung 
von 1 Teil Salz + 3 Teilen Wasser, in die das Verpackungs- 
papier 10 Std. lan,g ieingetaucht wurde. Die Lagerungsbedin- 
gungen sollen iiach Grippenberg kiihl und trocken sein, um 
die Entwicklung .der Mi,kroorganismen zu vermeiden; als 
'remperatur wird der Bereich zwischen +4O his -5OC emp- 
lohlen. Pe7mi?2gs empfiehlt -go C fur die Lagerung der 
Mutter. 

Kiirzlich wurde in einer russischen Arbeit iiber ein neues 
Ibiologisches Mittel zur Verhinderung des Ranzigwerdens von 
Nahrungsfetten berichtet. E. S. Tatarenko, '4. E .  Sobol und 
.Z. N .  Nowikowa20 ent,deckten in im Myzel eines Schimmel- 
pilzes (Naumouiella oleaginosa sp. nov.) aufgespeicherten 
Lipoiden ein Antioxydans, das bei Zugabe zu Nahrungs- 
fetten in einer Menge von 0.01 O / o  die Haltbarlceit derselben 
loei der Lagerung um das 3.5-fache erhohte. Dieser Korper 
war unverseifbar und hatte eine JZ  von 140.9, was auf eine 
,jtarke ungesattigte Ver'bindung hinweist, die anscheinend 
unter bestimmten Bedingungen leicht oxydiert werden kann. 

D i s k u s s i o n  

Aus dem vorhandenen Versuchsmaterial ergibt sich, dad 
der mikrobiologische Verderb der Margarine durch Schimmel- 
pilze, Hefen und Bakterien verursacht wird. Die Schimmel- 
pilze sind als die weitvepbreitetsten Mikroorganismen be- 
kdnnt; wegen ihrer leicht iibertragbaren Sporen konnen sie in 
ganz verschiedenen Umweltbedingungen angetroffen werden. 
in  der Margarine-Industrie werden die Schimmelpilze selten 
31s primare Infektion beohachtet, sondern meilstens durch 
Verpackung und Lagerung als sekundare Infektion einge- 
bracht. Wie aus den oben erwahnten Versuchen zu ersehen 
i5t, kann die Gefahr der Schimmelpik-Biildung durch ent- 
sprechende hygienische Betriebsbedingungen vermieden wer- 
den. Falls die Schimmelpilz-Sporen die Margarine erreichen, 
konnen sich viele dieser Arten wegen ihrer Saure-Toleranz 
gut entwickeln. Auch sind die meisten der Schimmelpilze Fett- 
spalter, wodurch der Verderb der Margarine von Ranzig- 
werden und Entfarbung begleitet ist. 

Mikrobiologie (russ.) 24, 215 [lo551 

Eine grol3e Gefahr fur die Margarine bilden einige wilde* 
Hefen. Diese Mikroorganismen konnen durch ihre Anwesen- 
heit in 'den verwendeten pflanzlichen Ulen als primare Infek- 
tion bezeichnet werden; als sekundare Infektion kijnnen sie 
durch die Luft in die Margarine gelangen. Die Hefen besitzen 
meistens eine sehr hohe Toleranz gegeniiber dem Siiure- und 
Salzgehalt. Deshalb konnen sie auch in einer alten Margarine 
zur Entwidtlung kommmen. Als Energiequelle verwenden sie 
Mlilchsaure und anrdere organischre Sauren sowie Aromastoffe, 
die in der Margarine vorkommen; dahei wird die saure 
Reaktion der Margarine vermindert und GelegenhBt zur Ent- 
wicklung der ,,wilden" unerwiinschten Bakterien in der Mar- 
garine geschaffen. Deshalb miissen die Hefen als eine beson- 
ders gefahrlich'e Infekt'ion der Margarine betrachtet werden. 

Von den Bakterien, die in Margarine vorkommen und 
einen Verderb hervorrufen konnen, miissen hauptsachlirh 
2 Gruppen in Betracht gezogen werden: 1. die fettspaltende 
und 2. die proteolytische. Da die Reaktion einer guten Mar- 
garine ziemlich sauer ist (der pH-Wert betragt ca. 4.5 bis 
5.0) un'd den Bediirfnissen der proteolytischen Baktcrien nicht 
entspricht, konnen sie sich nicht entwickeln. Ein Verderb der 
Margarine durch Zersetzung der vorhandenen Eiweiflstoffe 
ist nicht zu erwarten, wenn bei der Margarine-Produktion 
Kulturen von hestimmten milchsaurebildenden Bakterien 
(Streptococcus lactis und Str .  cremoris) mit dem sog. ,,Saw,- 
wecker" l5 zugefiigt werden. Durch die Milchsaure-Bildung 
werden die proteolytischen Bakterien in ihrer Entwicklung 
gehemmt untd sogar vernicht,et, Was iiberhaupt die Moglichkeit 
eines Avftretens der eiweihbbauenden Mikroben in Mar- 
garine betrifft, so 'konnen sie in d'er Emulsion (primare In- 
fektion) vorhanden sein und durch die Luft (sekundare In- 
fektion) in die Margariine gelangen. 

Die fettspaltenden Bakterien dagegen verursachen ofters 
den V e r d e h  yon Margarine durch Ranzigwerden. Zu dieser 
Gruppe gehoren verschiedene Art,en, die eine ganz unterschied- 
liche Toleranz g.egeniiber dem Salzgehalt (6 O / o  und hoher) 
untd dem Sauregehalt besitzen. Obwohl einige sehr stark 
saure- und salzempfindlich sind, konnen solche Bakterien doch 
in der kurzen Zeit, bevor sie absterben, das Fett hydrolysie- 
ren. Am starkst,en kann das Margarinef-tt durch die geg-n 
Salz und 'Saure unempfinsdlichen, fettspaltenden Bakterien ge- 
spalten werden. Wenn die saure Reaktion der Margarine in- 
folge der Tati'gkeit anderer Mikroben-Gruppen zuriickgeht, 
konnen sich mauch die saureempfindlichen lipolytischen Formen 
entwickeln und ein ,, Seifigwerden" der Margarinfe hervor- 
rufen. 

Die Milchsaure-Streptococcen, die in die Margarine als 
Schutzmadnahme gegen die unerwunschten, schadlithen Bak- 
terien eingebracht werden, vermehren sich anfangs sehr gut 
und sind virulent. Jedoch wird ihre Virulenz durch die An- 
haufung von Sauren und durch den Salzgehalt allmahlich ge- 
schwacht, und die Kulturen konnen eingehen. 

Die pathogenen Bakterien kommen in der Margarine nur 
ausn'ahmsweise vor, und ihr Auftreten wiirde auf ein sehr 
unhygienisches Arbeitsverfahren hinweisen. Gewohnlich kon- 
nen sich die pathogenen Bakterien in Margarine nicht ent- 
wickeln, we,il sie ein sehr ungiinstiges Substrat fur diese 
Gruppe danstellt. Deshalb werden auch Coli-Bakterien in der 
Margarine nur sehr selten gefunden. 

Auf 'Grun'd der vorliegenden Versuchsresultate und der 
mikrobiologischen Erfahrungen ladt sich folgern, dai3 die Ge- 
fahr des mikrobiellen Verderbs der Margarine u. a .  auf fol- 
genden drei Wegen weitgehend vermieden werden kann: 
1. durch einen hygienisch einwandfrei gefiihrten Betriebs- 
prozed, 2. durch Anwmdung hesti,mmter Mikroben-Kulturen, 
die die Entwicklung der in Margarine 'unerwiinschtcn Mikro- 
ben verhindern konnen und 3 .  durch Zusatz von microbiciden 
Mitteln. 

'' Laetosefermentierende und fettspaltende Tordaceae. 
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