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Im Vergleich zum Menschen und zu anderen
sogenannten ,hoheren” Organismen ist die Anpassungs-
fahigkeit und Vielseitigkeit der Mikroovganismen so
grof, dass sie zweifellos noch dann die Welt besiedeln
und deven Gesicht verdndern werden, wenn wir ldngst
von der Biihne abgetreten sind. Mikroben - und nicht

~Makroben” - regieren die Welt.

aus: Der Pilz, der John F. Kennedy zum Préasidenten machte.
Bernard Dixon, 1994
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei Studien an Milchsaurebakterien aus Sauergut, Bieren und alkoholfreien
Getranken unterschiedlichster Herkunft kristallisierten sich einige Laktobazillen-
Stamme heraus, welche auf physiologisch-biochemischer Ebene Abweichungen von
den bereits bekannten Arten aufwiesen. Der separate Status dieser Stamme als
eigene Spezies in der bakteriellen Systematik wurde mittels vergleichender 16S und
falls erforderlich 23S rRNS Gensequenzanalysen (im Folgenden bezeichnet als
16S und 23S rDNS) und teilweise durch SDS-PAGE whole-cell protein Analyse
(Proteinpatterns) bestéatigt. Dies flhrte zu den Neubeschreibungen von Lactobacillus
lindneri (als Revival), L. backii, L. perolens und L. amylolyticus und der Bestimmung

ihrer phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen.

Wahrend L. lindneri und L. backii ausschlie3lich aus verdorbenen Bieren isoliert
werden und als obligate Bierschadlinge zu betrachten sind, wurde L. perolens
erstmals aus alkoholfreien Erfrischungsgetranken (AfG) isoliert. In Bierpassagen
wurde er als bierschadlich erkannt und schlie3lich in WeiRbieren und Bierwirzen
nachgewiesen, so dass ihm neben seiner Rolle als obligat schadlicher Keim in

alkoholfreien Getranken auch der Status eines potentiellen Bierschadlings zukommit.

L. lindneri wurde bisher nahezu ausschlie3lich im Brauereimilieu gefunden. Er tritt
zunéachst als Primarkontaminant im Gar- und Lagerkellerbereich auf. Aufgrund seiner
teilweise nahezu kokkoiden Zellmorphologie passiert er unter Umstanden die Filter
und wird dann in abgeflllten Bieren, meist in der Form von Spurenkontaminationen,
nachgewiesen. Da er hohe bierspezifische Nahrstoffanspriche stellt und aul3erdem
sehr lange lag-Phasen aufweist, gestaltet sich sein Nachweis auch mit bier-
spezifischen Selektivmedien schwierig. Die Detektion und Identifizierung wird
deshalb unterstitzt durch den Einsatz artspezifischer rDNS Gensonden oder Primer.
Die Sequenz des Primers fur L. lindneri wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt
und validiert. Die Hinterlegung der 16S rDNS Sequenzen in der EMBL Datenbank
erfolgte unter den Accession numbers X95421, X95422 und X95423.

Als weiterer obligater Bierschadling wurde L. backii in Bieren mit 12 bis 32 EBC BU
in verschiedenen Brauereien Deutschlands und Italiens nachgewiesen und bisher
fast ausschlie3lich nur im Biermilieu gefunden. Er fuhrt zu starken Tribungen,

Bodensatzen und Saurebildung in den betroffenen Bieren. Diese Art bildet

-1-



Zusammenfassung

homofermentativ DL-Laktat. Zur taxonomischen Zuordnung wurden die 16S rDNS
Sequenzen von drei Stammen analysiert und die Sequenzen von zwei Stammen bei
GenBank unter den Nummern DQ406860 bis DQ406862 hinterlegt. L. backii wurde
fruher offensichtlich mit seinem nahen Verwandten L. coryniformis verwechselt.
L. backii und sein phylogenetisch nachster Verwandter L.iwatensis sind der

L. coryniformis-Gruppe zugeordnet.

Die potentiell bierschadliche Art Lactobacillus perolens ist fakultativ heterofermentativ
und zeichnet sich durch die Produktion groRer Mengen Diacetyl aus. SDS-PAGE
whole-cell protein Analysen bestatigten den Status von L. perolens als eigenstandige
Art zunéchst innerhalb der L. casei-Pediokokken-Gruppe. Eine Neugruppierung der
Laktobazillen im phylogenetischen Stammbaum weist nun L. perolens der
L. perolens-Gruppe zu. Dieser Gruppe am nachsten phylogenetisch verwandt sind
L. composti, gefolgt von L. dextrinicus (ehemals Pediococcus dextrinicus).
L. perolens selbst steht in nachster Verwandtschaft zu L. harbinensis und
L. shenzhenensis. Die 16S rDNS Sequenzen von zwei L. perolens-Stammen finden
sich unter den Nummern Y19176 und Y19168 in der EMBL.

Bei L. amylolyticus handelt es sich um ein homofermentatives Milchsaurebakterium,
welches originar aus vermalztem Getreide und aus ungehopften Bierwirzen
(Vorderwirzen) isoliert wurde. Es wird in vielen Brauereien grof3technisch bevorzugt
als Starterkultur zur biotechnologischen Gewinnung von Milchsédure zur Maische-
und/oder Wirzesduerung eingesetzt. Diese Bakterienart zeichnet sich dadurch aus,
dass sie nur im ungehopften Substrat bei einem Temperaturoptimum von 47-48 °C
wachst und demzufolge keinerlei bierschadigende Eigenschaften aufweist. Sie tragt
aufgrund ihrer DL-Laktat-Bildung zur qualitativen Stabilisierung des Bieres bei. Flr
die phylogenetische Zuordnung wurden die 16S rDNS und die 23S rDNS des
Typstamms von L. amylolyticus sequenziert und in der EMBL unter den Nummern
Y17361 und Y17360 hinterlegt. Diese Sequenzen bilden die Basis fur molekulare
Diagnostiktechniken zur Reinheitskontrolle der als Kulturstdmme eingesetzten
Sauergutstamme. L. amylolyticus ist zusammen mit seinem nachsten Verwandten
L. intestinalis phylogentisch der L. acidophilus-Gruppe zugeordnet, welche nun einen

Teil der L. delbrueckii-Gruppe darstellt.
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Summary

During the investigation of lactobacilli from acidified mashes or worts, beer, and non-
alcoholic beverages from different sources, new strains of lactobacilli with different
behavior in respect to physiological-biochemical characteristics compared to already

known strains, emerged.

Sequencing und comparison of the ribosomal DNA of the 16S and if necessary the
23S subunits, and SDS gels of the bacterial whole cell proteins confirmed the notion
of new lactobacilli strains. The results obtained, using those techniques, led to the
description of Lactobacillus lindneri, L.backii, L. perolens, and L.amylolyticus as new
species within the genus Lactobacillus. Furthermore a new insight of their

phylogenetic relationship was achieved.

L. lindneri and L. backii could almost exclusively be isolated from spoiled beer and
can be considered as obligatory beer spoilage microorganisms. In contrast
L. perolens was first isolated from alcohol free soft drinks, but later on it was shown
that this bacterium by exposing it to beer during culturing, gets harmful to beer too
and evidence was provided of its existence in wheat beer und wort. This means
L.perolens is not only an obligatory spoilage bacterium of alcoholic free beverages,

but in addition it can be considered to be potentially harmful to beer.

L. lindneri is almost exclusively rooted in brewery environments. This bacterium at
first occurs as a primary contamination during the fermentation and maturation
process, however with its coccoid cell morphology it can pass through filters and may
be found as trace contamination in bottled beer. The detection of L. lindneri, even by
the use of selective culture media, is complicated by the facts of its high beer specific
nutrition requirement and the long lag phase. An exact detection and identification of
this bacterium can be supported by using geneprobes and/or specific primers. A part
of this work here was to develop and validate primers for L. lindneri. Their 16S rDNA
seqguences are deposited in the EMBL gene data bank under the accession numbers
X95421, X95422, and X95423, respectively.

In addition L. backii was identified as harmful to beers from different breweries in Italy
and Germany that contained 12 to 32 EBC bitter units. The effected beers became

very turbid, sediments were formed and the acidity increased. In a homofermentative
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manner DL-lactate is formed. For the taxonomic classification 16S rDNA of 3 strains
were sequenced and the sequence of two of them were deposited in the EMBL gene
data bank under the accession numbers DQ406860 and DQ406862.

L. backii was obviously earlier confused with its close relative L. coryniformis.
L backii and its closest relative from a phylogenetic point of view, L. iwatensis, are

assigned to the group of L. coryniformis.

The potentially harmful strains of L. perolens are facultatively heterofermentative and
show a high production of diacetyl. SDS-PAGE of the cell proteins confirmed first the
classification of L. perolens as a unique strain to the L. casei-Pediococcus group. A
new assessment of the phylogenetic tree, however, moved L. perolens to the
L. perolens group. The next phylogenetic relatives of the L. perolens-group are
L. composti followed by L. dextrinicus (formerly known as Pediococcus dextrinicus).
The immediate phylogenetic neighbours are L. harbinensis and L. shenzhenensis.
The 16S rDNA sequences of two strains can be found in the EMBL gene data bank

under the accession numbers Y19176 and Y19158, respectively.

L.amylolyticus is a homofermative lactobacilli strain that was originally isolated from
malted grain and unhoped wort. This bacterium is preferred in breweries as a starter
for the production of lactic acid used to acidify mash and/or wort. Its specific trait to
grow only in unhoped medium at a temperature optimum of 47-48 °C prevents
therefore spoilage of beer. Evidently the production of lactate is beneficial to the
qualitative stabilization of beer. For the phylogenetic classification both 16S and
23S rDNA of L. amylolyticus were sequenced and deposited in the EMBL gene data
bank under the accession numbers Y17361 and Y17360. These sequences are used
as a base for the quality control of starter cultures of the biological acidification.
L. amylolyticus is phylogenetically assigned to the L. acidophilus- group that now is

part of the L. delbrueckii-group. Its nearest neighbor is L. intestinalis.



1 Einleitung

1 Einleitung

Milchséaurebakterien der Brauerei beeinflussen die Bierqualitat in zweierlei Hinsicht.
So finden thermophile Laktobazillen bei der biologischen Sauerung von Maischen
und Wirzen Anwendung und zéhlen damit zu den Nutzorganismen. Alle anderen
Milchséaurebakterien sind unerwiinscht, da sie als Bierschadlinge zum geflrchteten
,Umschlagen® der Biere fuhren. Die industrielle Verwendung der Laktobazillen bei
der Bierbereitung und deren Fahigkeit zum Bierverderb legten deshalb bereits seit
Mitte des 19ten Jahrhunderts nahe, sich intensiv mit deren Eigenschaften, Klassifi-
zierung und Diagnostik zu befassen. Diese Forschungen haben bis heute nichts von

ihrer Relevanz eingebif3t.

Grundlage der vorliegenden Arbeit war die Sichtung und Wiurdigung der Lakto-
bazillen unter brauereispezifischen Gesichtspunkten und ihre Betrachtung im moder-
nen taxonomischen Kontext. Dazu wurden systematisch Laktobazillen aus Praxis-
proben gesammelt und mit klassischen Methoden charakterisiert. Dies fuhrte zum
Erkennen von vier Lactobacillus-Spezies, die von den bekannten Identifizierungs-
mustern abwichen. lhre Neuartigkeit wurde Uber die Analysen der DNS kodierten
16S ribosomalen RNS Sequenzen (16S rDNS) als Teil der Standardbeschreibung
von Spezies bestatigt und findet ihre aktuelle wissenschatftliche Beriicksichtigung bei
der Konstruktion phylogenetischer Stammbaume. Diese Beschreibungen bilden mit
die Grundlage zur Entwicklung molekularer Diagnostiktechniken  zum
Schnellnachweis von  Bierschadlingen bzw. zur Reinheitskontrolle bei
Kulturstammen. Besagte Schnelltests sind damit ein wichtiges Instrumentarium zur

Sicherstellung der Qualitat des Produktes Bier.

1.1 Zur Einteilung der Laktobazillen

1.1.1 Taxonomie

Die Taxonomie befasst sich mit der Einordnung von Lebewesen in Kategorien oder
Klassen. Die Klassifizierung der Milchsé&urebakterien beruhte dabei urspriinglich auf
Methoden zur Beschreibung ihrer phanotypischen Eigenschaften (Mohania et al.,
2008). Der exklusive Einsatz dieser traditionellen Methoden resultiert jedoch in einem

unklaren Bild Uber die taxonomische Stellung der Mikroorganismen. Daher wird in
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der heutigen Bakterientaxonomie ein sogenannter Mehrphasenansatz (,polyphasic
approach®) favorisiert, der die Resultate mehrerer Methoden (genotypische, chemo-
taxonomische und phanotypische) mit unterschiedlicher Aussagekraft und Differen-
zierungsvermégen zur weiteren Abklarung des Status kombiniert, was ein
zuverlassiges Konzept zur ldentifizierung bzw. Charakterisierung von Bakterien
darstellt (Vandamme et al., 1996; Schleifer, 2009; Vandamme et al., 2014).

Die taxonomische Beschreibung oder auch Systematik umfasst

o die Klassifizierung: systematische Gruppeneinteilung von Organismen auf der
Basis ihrer Ahnlichkeit,

e die Nomenklatur: standardisierte wissenschaftliche Namensgebung zur Gewahr-
leistung der internationalen Einheitlichkeit,

e die ldentifizierung: der Prozess zur Entscheidungsfindung, ob ein unbekannter
Organismus einer bereits definierten Gruppe angehort.
(Vandamme et al., 2014).

Hierzu sind neben den Angaben von Herkunft und Habitat diverse phanotypische,

chemotaxonomische und genetische Merkmalsanalysen erforderlich.

Zu den phanotypischen Bestimmungen zahlen z.B. Gramverhalten, Zell- und
Kolonienmorphologie, Anreicherungsmedium, Verhalten gegentber Sauerstoff, DL-
Laktatbestimmung, Spektrum der Kohlenhydratverwertung, Bestimmung der Fermen-
tationsprodukte aus Glukose und Voges-Proskauer Test. Chemotaxonomische Kri-
terien sind z. B. der Peptidoglycantyp der Zellwand, das zellulare Gesamtproteinprofil
(SDS-PAGE whole cell protein pattern), die elektrophoretische Enzymmobilitat, das
Fettsduremuster und Analysen mit MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight Massenspektrometrie). Zu den genotypischen Kriterien
zahlen in erster Linie die Basenzusammensetzung der DNS (G+C Gehalt in
Molprozent), DNS-DNS-Homologien und die Bestimmung der Ahnlichkeit phylo-
genetischer Markergene — standardmallig die 16S rDNA - als Basis fur die
Aufklarung evolutionsbedingter Verwandtschaftsverhaltnisse, was als Phylogenetik
bezeichnet wird. Des Weiteren werden u.a. noch auf Plasmid-Profiling oder
verschiedene Techniken des genomischen Fingerprinting, wie amplified fragment
length polymorphism (AFLP), random amplification of polymorphic DNA (RAPD) und
repetitive element palindromic (REP)-PCR zurtckgegriffen (Mattarelli et al., 2014).
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Taxonomische Gruppen, gleich welcher Kategorie oder Rangstufe, werden Taxa
(sing. Taxon) genannt. Ein Taxon sollte auf allen Ebenen eine gemeinsame entwick-
lungsgeschichtliche Herkunft beinhalten. Ein solches Taxon wird als monophyletisch
bezeichnet. Gehdéren zu einem allgemein anerkannten Taxon zwei oder mehr
Gruppen, die durch konvergente Evolution viele gemeinsame Eigenschaften haben,
obwohl sie zu unterschiedlichen Abstammungslinien gehdren, spricht man von einem
polyphyletischen Taxon. In der Regel wird dann versucht das Taxon neu zu
definieren, so dass es monophyletisch wird. Paraphyletische Taxa schlie3lich um-
fassen einige, aber nicht alle Abkdmmlinge einer einzigen Gruppe, sowie diese
Gruppe selbst. Diese Art des Taxons wird jedoch mitunter auch nach Aufklarung der
jeweiligen Verwandtschaftsverhaltnisse von Taxonomen beibehalten, um bestimmte
auffallige Gruppen besonders zu betonen (www.springer.com/cda/-content/docu
ment/cda_downloaddocument/25-07.pdf?SGWID=0-0-45-753333-0 Polyphyletischer
Taxon; geladen 01/2015).

Unter Klassifizierung wird schliel3lich die geordnete Einordnung definierter taxo-
nomischer Einheiten (z. B. Spezies) in Gruppen (z. B. Genus) verstanden (Ludwig
und Schleifer, 1994).

Milchsaurebakterien (MSB) werden als grampositive, Katalase-negative, fakultativ
anaerobe, nicht-sporulierende, meist unbewegliche und sauretolerante Mikroorganis-
men definiert. Als Hauptstoffwechselprodukt aus der Fermentation von Zuckern
entsteht Laktat (Fuchs, 2007). Taxonomisch gesehen gehdren sie zur Klasse der
Bacilli, welche im bakteriellen Phylum der Firmicutes, deren Vertreter G+C-Gehalte
der DNS von 55 mol% und weniger aufweisen, angesiedelt sind. Den Bacilli gehort
die Ordnung Lactobacillales mit sechs Familien an. Eine davon ist die Familie
Lactobacillaceae, welche wiederum drei Gattungen enthalt, ndmlich die Gattung
Pediococcus (MSB mit kokkoider Zellform), sowie die Gattungen Paralactobacillus
und Lactobacillus (MSB mit stabchenférmiger Zellausbildung), wobei die letztere
Gattung die meisten Spezies aufweist (Holzapfel und Wood, 2014a). Fir
Paralactobacillus, der nur aus der Art Paralactobacillus selangorensis besteht, wurde
aufgrund naher phylogenetischer Verwandtschaft ein Transfer in die Gattung
Lactobacillus vorgeschlagen (Haakensen et al., 2011). Eine Validierung dieses Vor-
schlags erfolgte bereits auf der offiziellen Webseite der LPSN (http://www.bacterio.

net/paralactobacillus.html; abgerufen 01/2015), so dass die Familie Lactobacillaceae
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nach endgultiger Revision der Gattung Lactobacillus nur noch aus den Gattungen
Lactobacillus und Pediococcus bestehen wird. Diese Anderung findet bereits bei der

Konstruktion phylogenetischer Stammb&ume allgemeine Bertcksichtigung.

Die Mitglieder der Familie Lactobacillaceae sind sehr anspruchsvolle Mikro-
organismen und in kohlenhydrathaltigen nahrstoffreichen Substraten, z. B. Milch-
produkten, Sauerteig, Bier, Wein und Fruchtsaft, in der Erde, im Abwasser, aber
auch z.B. im Mund oder Intestinalbereich von Menschen und einigen Tieren
anzutreffen (Hammes und Hertel, 2006 und 2009). Ihr G+C-Gehalt der DNS liegt
zwischen 32 bis 59,2 mol% und das Zellwandpeptidoglycan kann Lys-D-Asp, Orn-D-
Asp, meso-Diaminopimelinsaure und Lys-Ala und manchmal auch L-Lys-L-Ser-L-Ala;
enthalten (Felis und Pot, 2014). Wie das Dendrogramm in Abb. 1 zeigt, bildet die
Gattung Pediococcus ein Cluster inmitten der Laktobazillen und zeigt zu den ihr am
nachsten verwandten Lactobacillus-Arten 85 bis 94 % 16S rDNS Sequenzahnlichkeit
(Felis und Pot, 2014).
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Abb. 1: 16S rDNS Sequenz-basierter phylogenetischer Stammbaum fir die Familie Lacto-
bacillaceae: Darstellung der phylogenetischen Verwandschaftsverhaltnisse zwischen den
Arten der Gattung Lactobacillus (17 Gruppen) und Pediococcus. ,Paralactobacillus® ist in die
L. perolens-Gruppe integriert (aus Felis und Pot, 2014).
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Die Mitglieder der fur die vorliegende Arbeit relevanten Gattung Lactobacillus
werden als fakultativ anaerob oder aerotolerant, nicht-sporulierend, meist unbeweg-
lich und im Allgemeinen stabchenférmig, wobei manchmal auch kokkoide Formen
auftreten, beschrieben. Die Zellen liegen haufig in Ketten vor. Die optimale Wachs-
tumstemperatur betragt 30 bis 40 °C. Generell kann Wachstum zwischen 2 bis 53 °C
in pH-Wert-Bereichen von 3 bis 8 stattfinden, wobei da pH-Optimum bei 5,5 bis 6,2
liegt (Hammes und Hertel, 2009).

Eine grundlegende phanotypische Gruppeneinteilung der Laktobazillen basiert auf
den von ihnen genutzten Stoffwechselwegen als Schliisselmerkmale. So sind in der
Gruppe A) obligat homofermentative, in B) fakultativ heterofermentative und in C)
obligat heterofermentative Laktobazillen zusammengefasst (Hammes und Vogel,
1995). Die Schliusselmerkmale fur diese Gruppierungen sind in Tabelle 1 dargestellt.
Wie hier zu sehen ist, hangt die Klassifikation nach homo- und heterofermentativ mit
dem Vorhandensein der Schlisselenzyme 1,6-Biphosphat-Aldolase und Phosphoke-
tolase zusammen. Das Potenzial zur CO,-Bildung aus Glukose und/oder Gluconat
wird nicht nur far taxonomische Zwecke genutzt, sondern ermdglicht zudem jedem
Routinelabor eine erste Charakterisierung der nachgewiesenen MSB durch die
einfach durchzufilhrende Uberprifung der Kohlensaurebildung aus Glukose und
Gluconat. Bei Gasbildung aus Glukose und meist Gluconat handelt es sich um
obligat heterofermentative Mikroorganismen. Wird nur das Gluconat unter Gas-
bildung verwertet, liegen fakultativ heterofermentative MO vor. Fehlt die Gasbildung
ganzlich, wurde ausschliel3lich der Weg der Glycolyse beschritten. Es handelt sich
dann um obligat homofermentative MO (Dicks und Endo, 2009; Dittrich et al., 2008).
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Tab. 1: Gruppeneinteilung der Milchsaurebakterien nach ihren metabolischen Eigenschaften
der Hexosen- und Pentosenverwertung (Hammes und Vogel, 1995; Dittrich et al., 2008;
Hammes und Hertel, 2009)

e Hexosenverwertung Uber den Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP)-Weg (Glycolyse) zu > 85 % Laktat

Gruppe A: e 1,6 Biphosphat-Aldolase ist verhanden,
obligat Phosphoketolase fehlt > keine Gluconat- und
homofermentativ Pentosenverwertung

e Keine Gasbildung
e Beispiele: L. amylovorus, L. amylolyticus, L. acidophilus

e Hexosenverwertung wie Gruppe A

¢ Bei Glukosemangel: heterofermentative Bildung von Laktat,
Acetat, Ethanol und Ameisensaure durch manche Stdmme

¢ Neben Aldolase auch Phosphoketolase vorhanden

Gruppe B: - zusatzliche Fermentation von Pentosen und haufig Gluconat
fakultativ im 6-Phosphogluconat-Weg (1. Phase des Pentosephosphat-
. Weges)
heterofermentativ e CO.-Bildung oft aus Gluconat (London, 1990), aber nicht aus
Hexosen

¢ Bei Anwesenheit von Glukose
- Repression der Enzyme des 6-Phosphogluconat-Weges
e Beispiele: L. casei, L. plantarum, L. perolens

e Hexosenverwertung (und ahnliche Verbindungen) tber den 6-
Phosphogluconat-Weg
e Laktat, Acetat und/oder Ethanol, CO, aus Hexosen

Gruppe C: X :
obligat e Pentosenfermentation zu Laktat und Acetat Uber den
. Pentosephosphatweg
heterofermentativ

e meist Gas aus Gluconat
¢ Phosphoketolase vorhanden, keine Aldolase
e Beispiele: L. brevis, L. fermentum

Phylogenetische Verwandschaftbeziehungen von Laktobazillen werden
standardgerecht tiber den Ahnlichkeitsvergleich ihrer 16 S rDNS Sequenzen ermittelt
und in Form von Dendrogrammen dargestellt. Das von Felis und Pot erstellte
Dendrogramm (Abb. 1) weist insgesamt 14 grofe Gruppen mit insgesamt 167
Lactobacillus-Arten aus, namlich die L. reuteri-, L. delbrueckii-, L. vaccinostercus-,
L. sakei-, L. alimentarius-, L. plantarum-, L. brevis-, L. collinoides-, L. casei-,
L. fructivorans-, L. buchneri, L. coryniformis-, L. perolens- und L. salivarius-Gruppe.
Drei kleinere Cluster werden durch L. siliginis — L. rossiae, L. kunkeei — L. ozensis
und L. floricola — L. composti gebildet. Die Gruppenbenennung erfolgt nach den
jeweils erstbeschriebenen Spezies. L. selangorensis ist hier in der L. perolens-
Gruppe zu finden (Felis und Pot, 2014). Die L. acidophilus-Gruppe (Schleifer und
Ludwig, 1995a und b) ist jetzt ein Teil der L. delbrueckii-Gruppe. Die Lactobacillus-
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Spezies der sehr heterogenen L. casei-Pediokken-Gruppe (Schleifer und Ludwig,
1995a und b) sind jetzt auf die L. buchneri-, L. casei-, L. plantarum-, L. reuteri- und
die L. salivarius-Gruppe verteilt (Pot etal., 2014). Ein aktueller phylogenetischer
Stammbaum wird auch von Sun etal. (2014) wiedergegeben, der aus dem
Datenvergleich von 169 bekannten Lactobacillus-Spezies errechnet wurde. Es
ergeben sich hier 15 grof3e phylogenetische Gruppen (Bezeichnungen wie oben;
zusatzlich die L. manihotivorans-Gruppe), sieben Paargruppen mit je zwei Spezies
und sieben einzelne Spezies mit einzelstdndigen Abstammungslinien. Diese
Stammbaumkonstruktion weist zwar kleine Unterschiede zu Felis und Pots (2014)
Dendrogramm auf, aber prinzipiell besteht eine gute Ubereinstimmung. Abwei-
chungen bei der Gruppeneinteilung kénnten mit Unterschieden bei der Erkennung
des Anfangs oder des Endes der analysierten rRNS-Gene erklart werden (Wasse-

naar und Lukjancenko, 2014).

Die sich auf den Metabolismus der Milchsédurebakterien beziehende Gruppen-
einteilung (Tab. 1) spiegelt nicht unbedingt deren auf Basis der 16S rDNS errech-
neten phylogenetischen Verwandtschaftsverhéltnisse wieder (Hammes und Hertel,
2009). So sind in der eher homofermentativen L. delbrueckii-Gruppe mit beispiels-
weise L. acetotolerans und L. hamsteri auch fakultative heterofermentative
Laktobazillen vorhanden, oder umgekehrt in der vornehmlich fakultativ heterofermen-
tativen L. casei-Gruppe auch homofermentative Vetreter, wie L. manihotivorans oder
L. sharpeae zu finden (Pot et al., 2014). Die Laktobazillen bilden also phanotypisch
eine sehr heterogene Gruppe. Zur weiteren Abklarung ihrer evolutionaren Verkettung
konnte mdglicherweise das Studium der fir die malRgebenden Stoffwechselwege der
Glycolyse und des Pentosephospatweges zustandigen Gene einen Beitrag leisten,

wie Salvetti et al. (2013) vorschlagen.

1.1.2 Einteilung nach brauereispezifischen Gesichtspunkten

Die Taxonomie von Mikroorganismen ist flir den Brauer zun&chst von untergeord-
neter Bedeutung. Im Brauereibereich erfolgt die Einteilung — eher nach praktischen
Aspekten — zum einen nach der Herkunft der Mikroorganismen (primar/sekundar)
und zum anderen nach ihrem Schadigungspotenzial fir das fertige Produkt (Schéad-
lichkeitskategorien). Die Einteilung nach Primar- und Sekundarkontamination
erleichtert die Auffindung des Kontaminationsherdes, so dass gezielte Gegenmal3-
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nahmen ergriffen und damit eine Keimverschleppung vermieden werden kann. Bei
der Forderung nach der Lokalisation der Gefahrenquelle erweist sich die Identifi-
zierung des Kontaminanten als hilfreich. Dasselbe gilt auch fir die Schadlich-

keitsbeurteilung.

Einteilung in Primér- und Sekundarkontamination

Unter Primarkontaminanten werden Mikroorganismen verstanden, welche haupt-

sachlich Uber die Brauereirohstoffe (Hefe, Wasser, Wirze, Hopfen) und Produktions-
hilfssmittel (z. B. Kieselgur, Polyvinylpolypyrrolidon, Kieselgel) ins Bier gelangen.
Bierschadliche Mikroorganismen setzen sich dann im Prozessbereich vor den Filtern,
d. h. im Hefe-, Lager- und Géarkellerbereich, oder in den Filtern selbst fest. Hier findet
bei tiefen Temperaturen gewdhnlich kein Wachstum statt. Die Keime kénnen aber
sehr lange Uberdauern und sich dabei an das Biermilieu adaptieren. Eine Ver-
schleppung in die abgefillten Gebinde kann bei Unregelm&Rigkeiten auf dem
Prozessweg (z. B. DrucksttfRe am Filter, mangelhafte Reinigung und Desinfektion)

jederzeit stattfinden.

Sekundérkomtaminationskeime sind im Abflllbereich beheimatet. Bierschadliche

Laktobazillen und gramnegative Mikroorganismen (Pectinatus spp.,
Megasphaera spp.) bilden hier mit harmlosen Begleitorganismen und Indikator-
keimen in Schmutznischen Biofilme. Sie werden Uber Luftstrétmungen und rotierende
Anlagenteile tUber Aerosole in einzelne Flaschen geschleudert, wo sie Spurenkonta-

minationen verursachen (Back, 1994b).

Eine Ubersicht tGber die Entwicklung von Priméar- und Sekundarkontaminationen im
Zeitraum 1992 bis 2008 zeigt Abb. 2 (interne Erhebung basierend auf Isolaten aus

reklamierten Bieren).
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Abb. 2: Verlauf der durch bierschadliche Mikroorganismen verursachten Kundenreklama-
tionen von 1992 bis 2008. Prozentuale Gegentiberstellung von Primar- und Sekundarkonta-
minationen. Interne Erhebung basierend auf Isolaten aus reklamierten Bieren.

Die ab 1992 beobachtete Abnahme der Sekundarbefunde von uber 70 % auf
anndhernd 30 % im Jahr 1996 im Vergleich zu den Primarbefunden ist vermutlich
dem Umstand geschuldet, dass die Sensibilitat der Brauer hinsichtlich der Bedeutung
der Kontrolle der Umfeldhygiene im Abfullbereich zun&chst zunahm. Ab 1999
pendelte sich das Verhaltnis Primar- zu Sekundarkontamination auf etwa 1:1 ein, mit

einem leichten Uberhang seitens der Sekundarkontaminationen.

Einteilung in Schadlichkeitskategorien

Der Schéadlichkeitsbeurteilung der relevanten Mikroorganismen liegt deren mehr oder
weniger ausgepragte Fahigkeit des Bierverderbes zugrunde und erlaubt nach Back
(1994a) die Einteilung in die Schadlichkeitskategorien I. obligat bierschadlich (bs), II:
potentiell bs, IlI: indirekt bs, IV: Indikatorkeime und V: Latenzkeime (Tab. 2). Ein
Vorkommen der Keime der Kategorie | zieht immer einen Bierverderb nach sich, das
der Kategorie Il hingegen nur in Bieren mit verminderter Selektivitat. Die Symptome

des Bierverderbs sind Triibung, Bodensatzbildung, mehr oder wenig ausgepragter
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S&auerung, in selteneren Fallen Schleimbildung, sowie je nach Keimart auch
Geschmacksfehler. Eigene Beobachtungen zeigten, dass aus dem Brauereiumfeld
isolierte L. brevis-Stamme nach kurzem Adaptationsprozess im Weil3bier, jedoch
nicht in normal gehopftem untergarigen Bier wuchsen, weshalb der Kategorie I-Keim
L. brevis auch in der Katergorie 1l vermerkt wurde. Uber ahnliche Erfahrungen
berichten auch Preissler et al. (2010). Schadigungen der Vorsubstrate, wie sie von
Mikroorganismen der Kategorie lll verursacht werden, sind in den letzten Jahren
selten anzutreffen. Dies ist der fortschrittlichen Anstelltechnologie geschuldet, die
verhindert, dass die empfindlichen né&hrstoffreichen Wiuirzen und die Hefe-
suspensionen vor dem Anstellen tUber langere Zeitrdume gelagert werden und damit
dem Verderb durch latent vorliegende Mikroorganismen ausgesetzt sind. Die vielfach
praktizierte Technik der Wirzesauerung tragt Uberdies zur Stabilisierung bei. Die
Mikroorganismen der Kategorien IV und V haben keine Bedeutung fur die Bier-
qualitat. Jedoch dienen insbesondere die schnell wachsenden und damit schnell
nachweisbaren Essigsaurebakterien mit Kontaktmdglichkeiten zu Bier oder anderen
sauren Getranken als Indikatoren fur Schmutznischen im Produktionsprozess. lhre
Detektion ist deshalb ein wichtiges Hilfsmittel der Betriebskontrolle zur Einschatzung
der hygienischen Situation, insbesondere da sie haufig mit bierschadlichen Mikro-
organismen vergesellschaftet sind. Den Latenzkeimen (ubiquitar verbreitete Keime)
schlie3lich ist nur bei massivem Auftreten Uber langere Zeitrdume Beachtung zu
schenken, da dies ein allgemeines Anzeichen fur eine Verschlechterung der
Umfeldsituation sein konnte.
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Tab. 2: Kategorien der Bierschadlichkeit und Spezifikationen (nach Back, 1994a; modifiziert)

Kategorie

Beschreibung

[
Obligat
bierschadlich

hohe Toleranz gegeniiber den selektiven Biereigenschaften
hohe Kéltetoleranz

keine Adaptationszeiten

spontanes Wachstum in Bier

Vertreter: z. B. Lactobacillus brevis, L. lindneri, Pediococcus
damnosus, Megasphaera spp., Pectinatus spp., Saccharomyces
diastaticus

]
Potentiell

bierschadlich

Wachstum im Bier und Annahme eines bierschéadlichen Charakters
nur bei verminderter Selektivitat:

niedriger Alkoholgehalt, geringe Hopfengabe, erhthter pH-Wert,
hoher Sauerstoffgehalt, niedriger Vergarungsgrad

meist Adaptationsphase erforderlich

Vergesellschaftung mit obligaten Bierschadlingen

Vertreter: z. B. Lactobacillus brevis, L. plantarum, L. casei,

L. perolens, Micrococcus kristinae, Zymomonas mobilis (nur in
gezuckerten Bieren), Saccharomyces pastorianus (Fremdhefe)

1]
Indirekt
beirschadlich

kein Wachstum in Bier

Vermehrung in Wirze und wahrend des 1. Stadiums der
Angéarphase; in Hefe bei ungtinstiger Lagerung

Irreversible Vorschadigungen: Phenole, DMS, Acetoin, Proteinasen;
evtl. Garstérungen

Vertreter: z. B. Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens, Obesumbacterium proteus, Bacillus subtilis,
Candida kefyr, Pichia anomala

AV
Indikatorkeime

keine Beeintrachtigung der mikrobiologischen Haltbarkeit

Auftreten bei mangelhaften Reinigungs- und
Desinfektionsmaf3nahmen

Indikation schlechter hygienischer Zustande

leichter Nachweis, deshalb wichtig fur die Betriebskontrolle

haufig Vergesellschaftung mit Bierschadlingen

Vertreter: z. B. Essigsaurebakterien (Acetobacter pasteurianus,
Gluconobacter frateurii), Klebsiella pneumoniae, Panthoea
agglomerans, Pseudomonas spp., Debaryomyces hansenii, Sacch.-
Fremdhefen

V

Latenzkeime

zuféalliger, sporadischer Auftritt, nur von kurzer Dauer

gelangen uber verschiedene Produktionswege ins Bier

in der Natur weit verbreitet

keine Bedeutung im Bier, aber relativ robust - lange nachweisbar
(unspezifische Kulturverfahren)

Vertreter: z. B. Bazillen, Mikrokokken, Schimmelpilze
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1.2 Bakterien im Brauereibereich

Bier weist aufgrund seiner selektiven Eigenschaften (Hopfeninhaltsstoffe, tiefe pH-
Werte, Alkohol, Anaerobiose aufgrund des CO,-Gehalts bzw. geringer Oz-Anteil,
Mangel an Wuchsstoffen nach Hefegarung), ahnlich wie Wein oder auch viele
alkoholfreie Erfrischungsgetranke, einen sehr guten Eigenschutz vor mikrobiellem
Verderb auf. Insbesonders pathogene Keime (z. B. Salmonellen oder Shigellen)
Uberleben im Biermilieu nicht, wie eine gemeinsame unveroffentlichte Studie mit der
Suddeutschen Versuchs- und Forschungsanstalt fur Milchwirtschaft, Freising-
Weihenstephan, ergab und auch durch Menz et al. (2009) bestatigt wird. Lediglich
acidophile oder acidotolerante und fakultativ anaerobe, mikroaerophile oder
anaerobe Mikroorganismen kdnnen als Verderborganismen in Erscheinung treten.
Die Anzahl der bierschadlichen Mikroorganismen beschréankt sich demnach auf
einige wenige Gattungen und Arten. Dies sind zum einen Ubervergarende Hefen
(z. B. Saccharomyces-Fremdhefen, Dekkera/Brettanomyces-Hefen) und zum
anderen Bakterien. Hier spielen neben den gramnegativen Keimen Pectinatus spp.,
Megasphaera spp., Selenomonas lacticifex und Zymomonas mobilis (nur in
Saccharose haltigen Bieren) besonders Milchsaurebakterien (Lactobacillus spp.,

Pediocococcus spp.) die Hauptrolle.

Statistische Erhebungen durch Koob et al. (2014) Uber Kontaminationsfélle in Praxis-
proben aus unterschiedlichen Bereichen der Brauereiumgebung zeigen die anteils-
mafige Beteiligung der jeweiligen Bakterien in den Jahren 2012 und 2013 (Tab. 3).
Wieder sind, wie schon vorher berichtet (Hutzler, 2011; Hutzler et al., 2013), auch
2012 und 2013 von allen Mikroorganismen L. brevis-Stamme am haufigsten ver-
treten (ca. 45 % der Kontaminationsfalle). Leider geben die Daten in der Tabelle 3
keinen weiteren Aufschluss Uber den jeweils tatsachlich stattgefundenen Bier-

verderb.
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Tab. 3: Absolute Werte und prozentuale Verteilung der einzelnen,
nachgewiesenen, Bakterienspezies und -gruppen in den Jahren 2012 und 2013 (aus: Koob

in der Brauerei

et al., 2014)
2012 2013 2012 2013
Summe % Summe % Verdnderung
Lactobacillus brevis h8 42,0 44 449 +7%
Lactobacillus lindneri 4 29 0 0,0 —100 %
Lactobacillus backi 15 10,9 9 9,2 —16%
Lactobacillus (para-)casei 17 123 5 5,1 -59%
Lactobacillus-Gruppe (pot. BS) * 4 29 12 12,2 +321%
Lactobacillus (para-)collinoides 5 3,6 1 1,0 —72%
Lactobacillus (para-)buchneri 1 0,7 15 15,3 >+ 1000 %
Lactobacillus rossiae 0 0,0 1 1,0 +100%
Lactobacillus perolens/harbinensis 2 14 4 41 +193 %
Megasphaera cerevisiae 7 14 0 0,0 -100%
Pectinatus-Gruppe ** 1 8,0 0 0,0 —-100%
Pediococcus damnosus 18 13,0 6 6,1 -53%
Pediococcus inopinatus 1 0,7 1 1,0 +43%
Pediococcus claussenii 0,0 0 0,0 +0%
Pediococcus-Gruppe(pot. BS) *** 0,0 0 0,0 +0%
Summe 138 100,0 98 100,0
(* = Lb. (para-)plantarum, Lb. coryniformis; ** = P, frisingensis, P cerevisiae, P haikarae;
*** = Pd. pentosaceus, Pd. parvulus, Pd. acidilactici; BS = Bierschadlinge)
Prinzipiell fuhren mikrobiologisch bedingte Bierfehler haufiger zu Kunden-

reklamationen als chemisch-physikalische Probleme oder technologische Fehler. Die
Verbraucher neigen meist zu Uberreaktionen, lassen sich arztlich behandeln oder
schalten im schlimmsten Fall Gesundheitsamter ein. Dadurch kénnen solche Falle
nicht nur zu verscharften Kontrollen durch die Untersuchungsamter fihren, sondern
auch an die Presse gelangen und nachhaltige Imageverluste bewirken. Dies ist in
jedem Fall verbunden mit entsprechenden wirtschaftlichen Folgen. Deshalb ist es fur
die Qualitatssicherung aufRerordentlich wichtig, mikrobiologische Kontaminanten
schnell und sicher zu erkennen, sie zu klassifizieren und, vor allen Dingen, deren
Schéadlichkeitspotenzial richtig zu beurteilen. Die genaue Bestimmung des
Verderbnis erregenden Mikroorganismus lasst haufig bereits Ruckschliisse darauf
d.h., ob die

Kontaminationsquelle eher im Primarbereich oder im Sekundérbereich lokalisiert ist.

zu, in welchen Produktionsbereichen er 2zu suchen ist,
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In der Brauerei nehmen Laktobazillen, neben ihrer Rolle als h&ufigste bierschadliche
Gruppe (Tab. 3), auch als Nutz-(Kultur-)Organismen eine zentrale Bedeutung ein
und werden gezielt als Starterkulturen eingesetzt. So sind z. B. bei der Herstellung
der Berliner Weisse L. brevis, L. casei und L. delbrueckii beteiligt (Wackerbauer und
Methner, 1988). Die weitaus bedeutendere Funktion kommt jedoch den Laktobazillen
der biologischen Sauerung zu. Diese dem Reinheitsgebot konformen thermophilen
Bakterien der Sduerung von Maische und Wirze kdnnen meist homofermentativ
Starke fermentieren. Sie fuhren zu technologischen Verbesserungen und
beeinflussen die Bierqualitaten positiv im Hinblick auf Produktstabilisierung (pH-
Erniedrigung, Bacteriozine), erndhrungsphysiologische Aspekte sowie Image und
Sensorik (Back, 1988, 1994a, 2008; Lowe und Arendt, 2004; Vaughan et al., 2005;
Kern et al., 2008). Diese positiven, durch Laktobazillen erzielten Effekte finden sich
Ubrigens auch in vielen anderen Lebensmitteln, wie z. B. in probiotischen Produkten,
Backereiprodukten, alkoholfreien Erfrischungsgetranken und Mayonnaisen, aber
auch in Produkten anderer Branchen, wie z. B. in Kosmetika, wieder (Leroy und De
Vuist, 2004; Reddy et al., 2008).

Die mdoglichst vollstandige Kenntnis der Merkmale und Taxonomie, sowohl der
Starterkulturen (Ehrmann und Pavlovic, 2010a) als auch der bierschadlichen Milch-
saurebakterien, ist als Grundvoraussetzung fur effiziente praxistaugliche Nachweis-
und Identifizierungsmethoden zu sehen. Sie ist dariber hinaus essentiell fir die

Garantie einer konstanten Produktqualitat.

In den folgenden Abschnitten soll ein chronologischer Uberblick tiber die Kenntnisse
zu den Laktobazillen der biologischen Maische- und Wirzesauerung und zu schad-
lichen Laktobazillen in der Brauerei gegeben werden, angefangen bei Pasteur 1857
bis zum Jahr 2014.

1.2.1 Laktobazillen der biologischen Sauerung

Damals wie heute spielen die thermophilen Laktobazillen der biologischen Sauerung
von Maische und Wirze eine grol3e Rolle in der Brauereipraxis (Narzif3 und Heiden,
1971; Narzif3 und Kieninger, 1973; Narzil3 et al., 1989; Back, 1988, 1994a; Bohak
und Back, 2008; Vriesekoop et al., 2012).

-19-



1 Einleitung

Unter den thermophilen Bakterien sind diejenigen zu verstehen, welche oberhalb von
40 °C mit maximaler Rate wachsen koénnen (Fuchs, 2007), im Gegensatz zu den
schadlichen Milchsaurebakterien, die im Bereich zwischen 20 °C und 30 °C ihr

Optimum haben und damit zu den mesophilen Bakterien zahlen.

Die biologische Sauerung von Biermaischen und/oder Bierwirzen wird in der Praxis
noch heute, unter Verwendung thermophiler Laktobazillen, technologisch &hnlich
durchgeflhrt, wie es Joergensen 1909, allerdings fir die Brennerei, beschrieb. Die
zur Sauerung in der Brennerei eingesetzte Kulturmilchsaurebakterie war ,Bacillus
Delbricki“ [Leichmann 1896]. Dieses Bakterium ist schon 1896 von Lafar und
Leichmann fast gleichzeitig als Reinzucht erhalten worden. Lafar nannte ihn ,Bacillus
acidificans longissimus®, Leichmann ,Bacillus Delbricki“. Beide Bakterienarten
wurden schlieflich als eine Art erkannt (Henneberg, 1901 und 1905) und im weiteren
,Bacillus Delbricki“ genannt. Nach seiner lIsolierung und Reinkultivierung wurde
,B. Delbricki“ seit 1896 gezielt als sauerndes Bakterium den Brennereimaischen
zugesetzt, um das Wachstum schadlicher Bakterien auszuschlielen (Maerker,
1898). Die Brauer hingegen hatten gegentber dem Einsatz von Milchsaure
Vorbehalte. Es war zwar bekannt, dass die Milchsaure der Maische im Verlauf der
Garung verschwindet. Ob sie aber auch zu Alkohol vergoren wird, war noch nicht klar
(Utz, 1870). Man hatte auch festgestellt, dass der S&auregehalt bei langerem
Verweilen des Maischgutes bei Temperaturen bis 40 °C stark zunahm. Dies war
hauptsachlich deswegen gefiirchtet, weil man der Milchs&ure, vor allem in hoherer
Konzentration, einen negativen Einfluss auf die Diastase zuschrieb (o.V., 1880).
. ... Fur die Praxis durfte ein Hauptnachteil vermehrten Sauregehaltes der Maische in
der dadurch bedingten Herabsetzung der vergarbaren Substanz liegen. ... “(o0. V.,
1880, S. 639). Dies steht allerdings im Widerspruch zu den Angaben in einer Tabelle
in einer Mitteilung der Wissenschaftlichen Station fur Brauerei in Minchen, namlich
dass bei mittleren Milchsdurekonzentrationen und hellen Malzen die Extrakt- und
Maltoseausbeute erh6ht waren und der gel6ste Stickstoff sogar deutlich erhdht war
(0. V., 1880). Prior beschrieb als einen Zweck des Maischprozesses: ,, ... einen Theil
der extrahirten gelosten Stoffe durch Enzyme (Glukase und Peptase) und Mikro-
organismen (Saurebakterien) umzuwandeln. ... “ (Prior, 1896, S. 273). Er hatte auch
erkannt, dass geringe Mengen S&aure die Wirkung der Enzyme begunstigten, indem
die unléslichen Phosphate in primare umgewandelt wurden, und dass die S&aure in

gewisser Menge die Haltbarkeit des Bieres erhdhte, da die nachtragliche Entwicklung
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von Bakterien in Wirze und Bier bis zu einem gewissen Grad gehemmt wurde (Prior,
1896). Es war bekannt, dass die Peptidasen ihre Optima im sauren Bereich bei einer
Temperatur von 45 bis 50 °C haben. Prior nannte sie ,Peptase“. Uber ihre genaue
Wirkung war man sich jedoch noch im Unklaren. Man nahm an, dass durch sie ,, ...
beim Maischprozel3 Eiweiimolekile abgebaut und hierdurch in Peptone und
Amidverbindungen uberfuhrt werden. ... “ (Prior, 1896, S. 280).

Allgemein wurden die Milchsaurebakterien in der Brauerei weiterhin als schédlich
eingestuft und Maischesauerung fand nur zufallig, keinesfalls aber gezielt, statt.
Samtliche Autoren der damaligen Zeit bezogen ihre Arbeiten Uber den Lactobacillus
delbrueckii, der unter dem Namen ,Bacillus Delbriicki“ bekannt war, nur auf die
Brennerei und die Presshefefabrikation. Erst Windisch, der sich ab 1910 mit dem
Problem der Aziditat von Brauwassern, in Verbindung mit der damals konstatierten
Abnahme der Aziditat von hellen Malzen, beschaftigte, erkannte in der Verwendung
von Milchsaurebakterien ein Mittel zur Erhéhung und Regulierung des Séuregehaltes
der Wirze (Windisch und Klein, 1913). Um nahere Auskinfte Uber den Einfluss der
Sauerung auf die Zusammensetzung der Wirze, auf den in der Brennerei noch nicht
naher eingegangen worden war, zu erhalten, stellte er mehrere Versuchsreihen auf.
Deren Ergebnisse waren: Die Verzuckerung wurde nur relativ unbedeutend
beeinflusst, die Ausbeute stieg um bis zu zwei Prozentpunkte, die Stickstofflésung
stieg ebenfalls, je nach Lange der Sauerung, deutlich an, der Endvergarungsgrad
blieb bei mafliger Sauerung unverdndert. Diese positiven Effekte waren nur bei
Sauerung vor der Verzuckerung festzustellen. Windisch schloss aus seinen
Versuchen, dass sich der ,Bacillus Delbrucki“ in der Brauerei zur Maischesauerung
sehr gut verwenden liele. Als Mengenangabe gibt er , ... einen Liter Sauergut auf
den Zentner Malz ... “ (Windisch und Klein, 1913, S. 504) an. Er erwdhnte auch noch
die Problemlosigkeit der Weiterziichtung der Bakterien und verotffentlichte diese
Ergebnisse 1913 (Windisch und Klein, 1913). Spater im gleichen Jahr beschaftigte er
sich in einem weiteren Artikel mit der geschmacklichen Problematik. Er betrachtete
vier weitere Mdoglichkeiten, den Sauregehalt des Brauwassers zu heben (Das
Wasser zu kochen, um die Karbonate auszuscheiden; Zusatz von Kalk oder Gips
zum Brauwasser; die Neutralisation der Karbonate durch Mineralsduren). Die vier
Moglichkeiten waren entweder zu zeitraubend und kostenintensiv, nicht ausreichend
oder gesetzlich nicht gestattet, wie z. B. die Neutralisation der Karbonate. Bei diesem

Verfahren sah Windisch zwar deutliche Verbesserungen im Verlauf der Bier-
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bereitung, aber geschmacklich lie3en die Biere zu winschen ubrig. Er fihrte dies auf
den erhohten Gehalt an ,mineralsauren Salzen® zurick (Windisch, 1913). Da der
Gesetzgeber dem direkten Einsatz von technischer Milchsadure auch damals schon
einen Riegel vorschob, war die Erzeugung der Milchsaure auf bakteriologischem
Weg die logische Konsequenz seiner Versuche. Auch lag die Verwendung von
,Bacillus Delbrucki“ nahe, welcher sich in der Brennerei ja schon zu diesem Zweck
durchgesetzt hatte und in Reinzuchten angewandt wurde. Fir die Brauerei schien er
ihm auch deswegen sehr geeignet, weil er ein starker Saurebildner ist und auch noch
bei Temperaturen arbeitet, bei denen die Gbrigen Malzbakterien absterben, und weil
die gesauerten Maischen von grofR3er geschmacklicher Reinheit waren. Als Ergebnis
der praxisbezogenen Versuche legte er dar, dass , ... man nach dem Sauerungs-
verfahren arbeiten kann, ohne groBe Anderungen in der tiblichen Arbeitsweise und
den Einrichtungen zu treffen und dafl}, was die Hauptsache ist, bezlglich des
Endproduktes Ergebnisse erzielt werden, die das Interesse unserer Praxis

entschieden in Anspruch nehmen mussen. ... “ (Windisch, 1913, S. 524).

1920 veroffentlichte Luers, verzogert durch den 1. Weltkrieg, die Ergebnisse seiner
1913 angestellten praktischen Studien. Er bestatigte hierin die Ergebnisse von
Windisch, insbesondere die Mehrlésung von Eiweil3, legte aber Wert auf mdglichst
eiweillarme Wirzen und Biere. Er stellte also Versuche an, die hauptsachlich die
Wirzesauerung zum Inhalt hatten, im Gegensatz zu Windisch, der sein Haupt-
augenmerk auf die Maischesauerung gelegt hatte. Zuerst beschrieb er die
technische Einrichtung. Sie bestand aus zwei gut isolierten Bottichen im Sudhaus
von jeweils 12 hl Inhalt, versehen mit einer Dampfschlange und einem Thermometer.
In dem einen Bottich versetzte er 8 hl Vorderwiirze bei 50 °C mit einer Reinkultur von
,Bacillus Delbrucki“ zur Sduerung. Weitergefuhrt wurde die Sauerung, indem er 30—
50 | Sauergut im Bottich lie3 und dazu frische Vorderwirze gab. Der zweite Bottich
diente nur als Reserve. Also entstand eine kontinuierliche Kultur. Mit der Wiurze-
sauerung bezweckte er eine moglichst vollstiandige Ausscheidung des koagulier-
baren Eiweil3es, um nachtraglichen Tribungen vorzubeugen. Er stellte pH-Ver-
haltnisse fest, die den heutigen durchaus vergleichbar waren. Au3erdem kam er zu
dem Schluss, dass die mit Wirzesauerung hergestellten Biere denen geschmacklich
weit Uberlegen waren, die ohne S&uerung hergestellt worden waren. Am Schluss
seines Artikels nannte er aber zwei Grunde, die gegen das Verfahren sprechen: ,, ...

Einmal ist es von der Steuerbehorde verboten worden, ... und zum anderen ist es mit

-22 -



1 Einleitung

namhaften Kosten verbunden. Bedenkt man, dal® zur Sauerung von etwa 200 hl 12
proz. Wirze 8 hl Vorderwirze notig sind, von denen etwa 5 bis 6 % Extrakt bei
Bildung der Milchsdure verbraucht werden, so kann man sich daraus die jahrlichen
Kosten leicht berechnen. ... “ (Luers, 1920, S. 61) AuRerdem war mittlerweile die
billigere Wasserenthartung mit Kalk gestattet und wegen des gerade beendeten
Krieges waren die Rohstoffe teuer (LUers, 1920). Schnegg (1922) berichtete tber
verschiedene Milchsaurestabchen in natirlich gesauerten Biermaischen und
vermutete, dass ihr Eintrag in die Maischen tUber Gersten- und Malzstaub erfolgte.
Als wichtigste Arten nannte er den ,Bacillus Delbrticki“ und den ,Bacillus lactis acidi®,
welche sehr lange Zellen ausbildeten. Daneben war auch der kurzzellige ,Bacillus
acidi lacti“ anzutreffen, welcher jedoch im Gegensatz zu den Langstabchen nur
schwach sauerte. Aul3erdem war festzustellen, dass sich die Milchsaurebakterien der
Maische in Bierwurze ,, ... wenigstens in der gewohnlichen gehopften Wurze ...“ nur
schlecht vermehrten, jedoch in ungehopfter Wirze besser gediehen (Schnegg, 1922,
S. 411). 1925 publizierte Poulsen seinen 1924 in Kopenhagen gehaltenen Vortrag
,Uber die Sauerung der Maische®, in dem er zu den gleichen Ergebnissen wie die
beiden vorgenannten Autoren kam. Bei karbonatreichen Wassern verbesserte die
biologische Sauerung Geschmack, Farbe und Viskositat. Er erwéhnte auch, dass
das Verfahren in den Carlsberger Brauereien seit 1912 dauerhaft mit gro3em Erfolg
angewandt wurde. Er ging ebenso auf die Ubertragbarkeit dieses Verfahrens in
andere Brauereien ein und kam zu dem Schluss, dass es uberall da, wo helles Bier
aus karbonatreichen Wassern hergestellt werden soll, kein einfacheres und billigeres
Verfahren gabe (Poulsen, 1925).

1935 beleuchtete Schitza die theoretischen Hintergrinde der biologischen
Sauerung, um sie auch in damit unerfahrenen Betrieben einfihren zu kénnen, und
berichtete hierin, dass die biologische Sauerung in den Brauereien Deutschlands ein
bekannter Begriff geworden sei. Im selben Jahr berichteten auch Kolbach und
Mitarbeiter von ihren Versuchen, die auf die Unterschiede zwischen Maische-
sauerung, Wdurzesduerung und gemeinsame Anwendung beider Sauerungen
eingingen (Kolbach etal., 1935). In Hennebergs ,Handbuch der Garungs-
bakteriologie“ (1926), sowie Lindners ,Mikroskopische und biologische Betriebs-
kontrolle in den Garungsgewerben® (1930) ist davon allerdings noch nichts erwahnt,
obwohl diese Werke als Standardliteratur des damaligen Fachmannes gelten

missen. Allerdings beschrieb Henneberg (1926) fir Hefemaischen und Brennerei-
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maischen sehr ausflhrlich das Verhalten des ,Milchsaurepilzes® ,Bacillus Delbriicki
gegenuber Temperaturen und erkannte dessen Adaptationsfahigkeit an Saure.
Joergensen erwahnte schlieBlich in ,Die Mikroorganismen der Garungsindustrie®
(1940) nutzliche Milchsaurebakterien in der Brauerei und den ,Bacillus Delbrtcki“. Ab
diesem Zeitpunkt wird Uber die Keime der biologischen S&auerung in der Brauerei-
literatur nur noch sporadisch berichtet.

Erst ab Anfang der 60er Jahre wird das Thema wieder verstarkt aufgegriffen. So
berichtet z. B. Vaitl uber ,L. delbrickii® ,, ... Die Anreicherung erfolgt in ungehopfter
Wirze bei ca. 47 °C. Das eigentliche Temperaturoptimum liegt etwas darunter, doch
wahlt man die hohere Temperatur, um das Wachstum fremder Organismen, vor
allem von Buttersaurebakterien, auszuschalten. ... “ (Vaitl, 1961, S. 285). Ault
lokalisierte ,L. delbrickii“ in Biermaischen. Er betonte seine Hopfenempfindlichkeit,
sein unglaublich schnelles Sauerungsvermdgen und seine Temperaturtoleranz bis
54 °C (Ault, 1965). Eschenbecher fand in L. delbrueckii Betriebskulturen immer
Mischungen mit anderen, teils bierschadlichen, Bakterien. Tatsachlich konnte er aus
keiner der untersuchten Kulturen L. delbrueckii isolieren, sondern er fand stattdessen
L. casei. Er mahnt deshalb , ... zur besonderen Vorsicht bei der Auswahl der
Sauerung dienenden delbrueckii-Stamme, sowie bei der Temperaturwahl und der
biologischen Sammlungskultur Uberwachung. Denn einmal kann es nicht gleichgiiltig
sein, mit welchen Stoffwechselprodukten die Wirze und dadurch méglicherweise das
Bier infolge der Verwendung ungeeigneter Bakterienarten belastet ist. “
(Eschenbecher, 1969, S. 15). Eher als Infektionskeim denn als nutzbringend, wird
L. delbrueckii von McMurrough und Palmer betrachtet, die ihn zusammen mit
Bacillus coagulans in der Guiness Brauerei in Dublin als sduerndes Bakterium aus
,Suler Wurze (Vorderwirze; Anm. d. Verf.) isolierten. Allerdings stuften sie die
Schéadlichkeit des Lactobacillus aufgrund seiner Hopfenempfindlichkeit, zu der sie
eine Reihe von Versuchen durchfiihrten, als gering ein (McMurrough und Palmer,
1978).

Als fur die biologische Sauerung am besten geeignete Art nennt Back zun&chst
L. delbrueckii subsp. delbrueckii. Allerdings ergab seine Untersuchung zahlreicher
,Delbrueckii-Kulturstamme®, dass es sich noch um andere Arten oder um Misch-
kulturen handelte. Am héaufigsten fand er hier L. delbrueckii subsp. lactis (Weiss

etal., 1983 [L.leichmannii]), L.casei subsp. rhamnosus, L.fermentum,
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L. amylovorus und gelegentlich auch L. helveticus (Back, 1988). Im Farbatlas und
Handbuch der Getrankebiologie wird L. amylovorus als am haufigsten vorkommende
Art genannt. L. fermentum und L. delbrueckii finden sich eher seltener (Back, 1994a).
Nummer (1996) gibt als haufigste Lactobacillus-Arten der biologischen Sauerung
ebenfalls L. delbrueckii und L. amylovorus an, und Bokulich und Bamforth (2013)
nennen L. delbrueckii, L.fermentum und L. buchneri als haufigste Arten in

gesauerten Biermaischen.

Physiologisch-biochemische und darauf folgende genotypische Untersuchungen
einer Auswahl von Starterkulturen aus verschiedensten Brauereien zeigten schliel3-
lich, dass fast 80 % alle Stamme nicht mit den genannten Arten tbereinstimmen, und
fuhrten zur Neubeschreibung von L. amylolyticus (Bohak etal., 1998), einer in
hohem Grade starkeverwertende Art und damit pradestiniert fir die industrielle

Sauergutherstellung.

Mittlerweile wurde L. amylolyticus auch in anderen Habitaten detektiert. So wurde er
z. B. in Schnapsbrennereien in Weizenschlempen mittels Gensonden neben
L. pontis als am haufigsten anzutreffender fermentierender Mikroorganismus nach-
gewiesen. Eine Uberprufung auf probiotische Eigenschaften (zur Verwendung bei
Schweinemasten) blieb negativ (Pedersen et al., 2004). Des Weiteren erfolgte der
Nachweis von L. amylolyticus als dominierende Spezies neben drei weiteren Arten,
mittels REP-PCR, auch in franzésischen Sauerteigen. Im Besonderen wird auch hier
die Fahigkeit der Starkeverwertung vermerkt, die L. amylolyticus einen 6kologischen
Wettbewerbsvorteil gegentber anderen Laktobazillen verschaffen kénnte (Vera
et al., 2012).

1.2.2 Laktobazillen mit bierschadlichem Charakter

Milchsaurestabchen stellen die gefahrlichste Gruppe von Kontaminanten in der
Brauerei dar. Sie sind mikroaerophil oder fakultativ anaerob, weshalb eine Konta-
mination wahrend des gesamten Produktionsweges auftreten kann. Sie triiben das
Bier, bilden teilweise unerwinschte Stoffwechselprodukte und flhren durch die
Bildung von Milchsdure zum sogenannten Umschlagen, welches bereits im Jahr
1857 von Pasteur in ,Mémoire sur la fermentation appelée lactique“ behandelt

wurde. Hierin bezeichnete er die gefundenen Bakterien als ,Milchsaure-Hefe®“. 1878
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(,Etudes sur la biére*) verdffentlichte er dann die ersten Zeichnungen der stabchen-

férmigen Bakterien (Joergensen, 1909).

Die erste Reinzucht eines Lactobacillus-Stammes gelang Henry van Laer 1892 aus
belgischem obergarigem Bier. Er nannte ihn ,Saccharobacillus pastorianus® (van
Laer, 1892). Dieser Name wurde von den ihm folgenden Wissenschaftlern
Ubernommen. Henneberg untersuchte diesen Organismus ab 1901 eingehender,
nannte ihn ,S. pastorianus [van Laer] und glaubte im Berliner Weilibier eine
Variation gefunden zu haben, die er ,S. pastorianus var. berolinensis“ nannte, welche
im Weil3bier erwinscht sei. Sie sei u.a. fir den charakteristischen s&uerlichen
Geschmack verantwortlich. Aus belgischem Bier isolierte er auch Kulturen, die sich
morphologisch von dem ersten unterschieden. Sie bestanden nur aus Kurzstabchen.
Er nannte sie ,S. pastorianus var. ‘. Die erstere der beiden Bakterien und deren
kleinere Form sind laut Henneberg dem Hopfen gegentber recht unempfindlich, die
zweite entwickelte sich z. B. in stark gehopftem Bier gar nicht (Henneberg, 1901).
Diese und weitere Untersuchungen in seiner 1903 verdffentlichten, ausfihrlicheren
Arbeit Uber die Milchsdurebakterien lieBRen Henneberg annehmen, es mit zwei

wirklich verschiedenen Subspezies zu tun zu haben (Henneberg, 1903).

Schonfeld und Rommel (1902) beschrieben einen im (gehopften) Lagerbier vorkom-
menden ,Bacillus fasciformis®. Dieser ist laut Henneberg wiederum eine Varietat des
Bazillus des Berliner Weillbieres: ,S. pastorianus var. berolinensis fasciformis®. Er
erwahnte aber auch, dass Stamme existieren, die gegen Hopfen empfindlich seien
(Henneberg, 1909). Diese Erwahnung deutet darauf hin, es generell mit nur einer
Spezies zu tun zu haben, die in verschiedenen Stdammen auftritt und je nach
Kulturmedium unterschiedliche Gestalt besitzt. Die Unterscheidung fand damals ja
hauptsachlich nach morphologischen und physiologischen Gesichtspunkten statt. So
ist laut Rogosa und Hansen (1971) auch ,Betabacterium breve® [Orla-Jensen 1916],
welches nach Henneberg (1926) in Sauerteig und altem K&se vorkommt, mit den
oben genannten Bakterien identisch. Die von van Laer 1892 als ,Saccharobacillus
pastorianus“ beschriebene und laut Bergey etal. (1923) in ,Lactobacillus
pastorianus“ umbenannte Art galt lange als die fast ausschlie3lich vorkommende
bierverderbende Stabchenform. Dies wurde so auch von Shimwell angenommen.
Jedoch vertrat dieser gleichzeitig die Meinung, dass auch andere Milchsaure-

bakterien im Bier wachsen konnten, welche noch zu klassifizieren waren (Shimwell,
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1948). Eine Bestatigung dieser Annahme erfolgte durch den Nachweis von
L. malefermentans und ,L. parvus® (Russell und Walker, 1953a und 1953b),
,L. frigidus® (Bhandari und Walker, 1953), und spéater dann L. brevis (Moore und
Rainbow, 1955). ,L. frigidus® ein Isolat aus Hefe, zeigte optimales Wachstum bei 22
bis 23 °C, erwies sich jedoch als sehr hopfenempfindlich. Bhandari und Walker
(1953) konstatierten, dass van Laers ,L. pastorianus® L. frigidus“am nachsten kame.
,L. pastorianus® besitze jedoch ein deutlich héheres Temperaturoptimum und
fermentiere andere Zucker. Bhandari gibt 1954 einen guten Uberblick tiber die bis zu
diesem Zeitpunkt als Kontaminanten in Wiurze, Bier und Hefe aufgefundenen
Laktobazillen: Die Arten L. delbrueckii, ,L. leichmannii®, ,L. pastorianus® (und Varie-
taten von diesem [ebenda, S. 29]), ,L.bifidus®, L. buchneri, ,L.parvus®
L. malefermentans, ,L. frigidus“und L. plantarum wurden als bierschadlich eingestuft,
wobei ,L. leichmannii“ und L. plantarum auch in Wirze wuchsen. Aul3erdem wurde
vermerkt, dass L. brassicae fermentatae“, L. helveticus, L.casei und

,L. pentoaceticus” sich an ungehopftes Bier gewohnen liel3en (Bhandari et al., 1954).

Viele der oben genannten Bakterien wurden spéter schlieBlich von Rogosa und
Hansen (1971) in ihrer ,Nomenclatural Considerations of Certain Species of

Lactobacillus Beijerinck® L. brevis zugeordnet.

Ob L. pastorianus® Uberhaupt als Bierschadling einzustufen ist, wurde durch
Arbeiten von Carriere (1959) angezweifelt, der feststellte, dass alle von ihm unter-
suchten Stamme zu zwei Drittel L. brevis und der Rest L. plantarum zuzuordnen
waren. Dies wurde auch durch Rogosa und Sharpe (1959) bestatigt, die
,L. pastorianus® niemals nachweisen konnten, jedoch L. brevis und gelegentlich

L. buchneri fanden.

Eschenbecher berichtet 1966: , ... Als Ergebnis der kritischen jliingsten Entwicklung
ist festzustellen, dafl} die Biermilchséurestdbchen im wesentlichen denselben
Lactobacillus-Arten angehtéren wie die Weinschadlinge: L. brevis (dominierend),
L. buchneri und L. plantarum (ebenfalls haufig). ... “ (Eschenbecher, 1966, S. 244).

Zusammenfassend kam Eschenbecher 1968 und 1969 zu folgenden Schliissen:
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1) ,L. pastorianus® soll nicht langer als existent betrachtet werden, da diese Art aus
keiner einzigen Bierprobe isoliert werden konnte.
2) Die bierschadlichen Milchséurestabchen gehoren folgenden Arten an:
e L. casei (42,7 % der untersuchten Mikroorganismen) mit den Subspezies
casei und ,fusiformis®
e L. coryniformis (9,1 %) mit den Subspezies coryniformis und torquens
e L. plantarum (0,9 %)
e L. buchneri (7,3 %)
e L. brevis (37,9 %)

e L. brevis var. lindneri“ (2,1 %).

Interessant ist ein Blick auf den Stand der Forschung tber die bierschadliche Flora in
GrolR3britannien bis zur Mitte der 60er Jahre. In seinem Review beméangelt Ault, dass
die letzten 10 bis 15 Jahre kaum ein Fortschritt bei der Kenntnis der Bierschadlinge
zu vermerken sei, und stellt fest: , ... It would be a very great mistake to assume,
however, because little further work is apparently being carried out on spoilage
bacteria, that they no longer present any problems. ... “ (Ault, 1965, S. 377). Nach
Ault handelt es sich bei den Hauptverderborganismen in englischen Bieren um
,L. pastorianus® [van Laer] und dessen Varietat ,L. pastorianus var. braunii®, eine
schleimbildende ,Mutante“. Beide treten bereits in der Anstellhefe und im
Lagerkellerbier auf. Auferdem wird von einem hopfen- und alkoholtoleranten
,L. diastaticus” berichtet, der sich nur in seiner Fahigkeit der Starkeverwertung von
,L. pastorianus® unterscheidet. SchliefZlich finden noch zwei nicht naher identifizierte
homofermentative Lactobacillus-Stdmme sowie ein Diacetyl bildender Laktobazillen-
Stamm Erwéhnung. (Ault, 1965)

Neuere Untersuchungen zu van Laers Stamm ,Lactobacillus pastorianus®, der als
Lactobacillus sp. DSM 20197, L. brevis ATCC 8291, ,L. pastorianus” CECT5926,
L. brevis JCM 1113 und ,L. pastorianus” LMG 11990 hinterlegt ist, belegen, dass
dieser Stamm Lactobacillus paracollinoides entspricht (Ehrmann und Vogel, 2005).

Lactobacillus casei war bis in die 30er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts noch
nicht als Bierschadling identifiziert worden. Entdeckt wurde er, wie viele Milchs&ure-
bakterien, von Orla-Jensen 1916. Er nannte ihn ,Bacterium casei <, reihte ihn 1919

unter die Gattung ,Streptobacterium® ein und nannte ihn von da ab ,Streptobacterium
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casei“ (LPSN, abgerufen Dez. 2014). Sein Fundort war Kase und Kefir (Henneberg,
1926). Ahnlich verhalt es sich bei L. plantarum. Orla-Jensen nannte ihn 1919
.Streptobacterium plantarum® (LPSN, abgerufen 12/2014), sein Fundort war Milch
und Sauerkohl (Henneberg, 1926). L. plantarum wurde von Shimwell 1948 als
Bierbakterium aus Wdurze oder Maische erkannt, aber nicht als bierschéadlich
angesehen. Die Erstnennung von Lactobacillus coryniformis erfolgte im Jahr 1965
(Abo-Elnaga und Kandler). Die von Eschenbecher 1969 als ,L. casei ssp. fusiformis®

bezeichnete Art findet Ubrigens keinerlei Erwahnung mehr in der weiteren Literatur.

Die erstmalige Beschreibung von Lactobacillus lindneri erfolgte durch Henneberg
1901 als ,Bacillus lindneri“. Diese Art wurde aus hellem Lagerbier isoliert, wo sie
Tribungen hervorrief und das Umschlagen bewirkte. Auch im Berliner Weilbier
wurde sie, vergesellschaftet mit ,Saccharobacillus pastorianus var. berolinensis®,
gefunden. ,Bacillus lindneri“ wurde hier aber nicht als Schadling betrachtet (Henne-
berg, 1901). Lindner beschrieb das Temperaturoptimum (21 °C) und das
Temperaturmaximum (35 °C) (Lindner, 1905, 1909). L. lindneri kann in den unter-
schiedlichsten Formen auftreten, was auch Henneberg schon 1926 vermerkte. In
Hefeextraktlosungen fand er z. B. fast runde, kokkoide Formen, in Bier hingegen
langgestreckte Zellen oder Zellfaden. Henneberg nannte Lactobacillus lindneri
allerdings ,Bacterium lindneri“ (Henneberg, 1926). Gute Ubereinstimmung besteht zu
den von Eschenbecher unter dem Namen ,Lactobacillus brevis var. lindneri®
(Eschenbecher, 1968) beschriebenen bierschadlichen Isolaten. Kulturen aus
Sauerteig, die von Spicher als L. lindneri bezeichnet wurden (Spicher et al., 1978),
sind ,L. sanfrancisco” zuzuordnen (Weiss et al., 1984), der zu L. sanfranciscensis
korrigiert wurde (Truper et al., 1997). Auch Schillinger (1985) erkannte L. lindneri als
eigenstandige Art und beschrieb ihn sowohl aufgrund seiner physiologisch-
biochemischer Merkmale als auch mit DNS-DNS-Hybridisierungsstudien, als eine in
sich homogene Gruppe von Bierisolaten. Die valide Beschreibung von L. lindneri als

Revival erfolgte durch Back et al. (1996) und stellt einen Teil dieser Arbeit dar.

Eine weitere obligat bierschadliche Art wird von Back ,L. brevisimilis“ genannt (Back,
1987), wobei aber keine Validierung erfolgte. Diese Art ist aufgrund hoher Nahrstoff-
anspriche nur schwer kultivierbar und wachst langsam (Back, 1987). In der DSMZ
ist sie unter der Nr. 6265 als Lactobacillus sp. L215 hinterlegt. Eine Wiederbelebung

von L. malefermentans (Russell und Walker, 1953a), mit gleichzeitiger Zuordnung
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von ,L. parvus® (Russell und Walker, 1953b) zu L. malefermentans, erfolgte durch
Farrow et al. (1988). In derselben Veroffentlichung beschreiben diese Autoren auch
die neue Art L. parabuchneri, der sie nunmehr auch ,L. frigidus“ (Bhandari und
Walker, 1953) zuordneten. L. malefermentans hat in der Brauerei nur eine
untergeordnete Bedeutung (Hutzler etal., 2013) und es lassen sich auch keine

neueren Berichte Uber sein Vorkommen im Bier finden.

Laut Back sind bis 1994 nur insgesamt sieben Lactobacillus-Arten als Bierschadlinge
relevant: L. brevis als haufigster Bierverderber, L. brevisimilis, L. frigidus®
L lindneri, L. casei, L. coryniformis und L. plantarum, wobei letztere drei Arten als
potentiell bierschadlich gelten (Back, 1994a). Damit wird L curvatus, der von Back
1981 noch als Bierschadling eingestuft wurde, nicht mehr als solcher bertcksichtigt.
Backs ,L. frigidus® steht in keinem direkten Bezug zu dem 1953 durch Bhandari et al.
beschriebenen ,L. frigidus®. Nach Back ist ,L. frigidus“ obligat heterofermentativ und
unterscheidet sich von L. brevis insbesondere durch Kapselbildung (Schleimbildung)
und positiver Melezitose-Vergarung (Back, 1994a). ,L. frigidus® findet sich wieder als
Synonym fiir L. parabuchneri (Farrow et al., 1998) mit der DSM Nr. 5707", wird aber
auch in der Historie von L.brevis DSM Nr. 6235 als von Back hinterlegter
,L. frigidus“-Stamm D13 aufgefuihrt. Die aus dem Brauereiumfeld isolierte und schwer
kultivierbare Art L. paracollinoides wird im Gegensatz zu L. collinoides von Suzuki als
obligat bierschadlich gewertet (Suzuki et al.,, 2004a und b) und erganzt damit die
Liste der bierverderbenden Laktobazillen. Des Weiteren wurde auch die aus
Sauerteig isolierte und von Corsetti et al. (2005) als L. rossii“, dann im gleichen Jahr
korrigiert zu L.rossiae, beschriebene Laktobazillen-Art in  Weil3bieren als
schleimbildender Schadorganismus detektiert. Diese Spezies ist dem ,Bacillus
viscosus | und II* [van Laer] nicht unahnlich, welcher schwach gehopfte, obergarige
belgische Biere ,Langwerden® liel} (Lindner, 1930). Aus chinesischen Bieren wurden
erstmals von Qian Stamme von L. acetotolerans mit bierschadlichem Charakter
isoliert (Qian, 2009) und spater von Deng et al. (2014) als solche bestatigt. Hutzler
findet L. acetotolerans auch in deutschem, normalem und alkoholfreiem Weizenbier
als potentiellen, langsam wachsenden Bierschéadling (Hutzler, 2011). L. paucivorans
wurde von Ehrmann et al. im Lagerkellerbier gefunden. Sie stuften dessen Bier-
schadlichkeit als ziemlich schwach ein (Ehrmann et al., 2010b). Im Gegensatz dazu
befindet Hutzler L. paucivorans als obligat bierschadlich (Hutzler et al., 2013). Zu den

bierschadlichen Laktobazillen zahlen aufRerdem die im Rahmen dieser Dissertation
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neu beschriebenen Arten L. perolens (Back et al., 1999) und L. backii (Bohak et al.,
2006; Tohno et al., 2013). Ersterer wurde zuerst als obligater Verderborganismus in
alkoholfreien Getréanken entdeckt und dann als potentieller Bierschadling in
WeilRbieren wiedergefunden. Die Erstbeschreibung von L. backii erfolgte durch die
Promovendin als ,L. backi” (Bohak et al., 2006), der spater unter Namenskorrektur
als L. backii validiert wurde (Tohno etal.,, 2013). L. backii wéachst als obligater
Bierschadling ohne langere Adaptationsphase auch in stark gehopften Bieren.
Schlief3lich wird noch vom Auffinden von L. parabrevis (Vancanneyt et al., 2006) in
einer untergarigen Lagertankprobe sowie einer abgeflllten Flasche berichtet.
L. parabrevis verursachte hier leichte Tribungen (Hutzler, 2014). Nahere Angaben

zum Schéadlichkeitspotenzial dieser Art werden jedoch nicht getroffen.

Die aktuell als bierschadlich bekannten Lactobacillus-Arten, unter Angaben ihres
Bierschadlichkeitpotenzials bei Berucksichtigung der Hopfen- und Alkoholtoleranz,
sowie die Einstufung als Primar- oder Sekundarkontamination sind der Tabelle 4 zu

entnehmen.

Tab. 4. Aktuelle Ubersicht Uber bierschadliche Laktobazillen und ihre Eigenschaften
(Ausschnitt aus: Hutzler et al., 2013). Die durch die Promovendin beschriebenen Arten sind
mit einem Stern gekennzeichnet.

Potenzial Priméar-/ | Schleimbil-
Bakterien Stébchen/ gram Katalase Blier_- Hopfen- | Ethanol- Wa'achstum Sekunc!ﬁr— du_ngspoten-
Kokken schadlich- | toleranz | toleranz | beipH=4.3 | kontamina- | zial (Brau-
keit tion ereiisolate)
L. acetotolerans 5 + - + +— + + s>p -
L. backi * S + = ++ ++ ++ + p>s -
L. brevis S + - ++ ++ ++ + s>p +
L. (para-)buchneri S + - 5 + + p>s +
L. (para-)casei S + - + 4= + s>p L
L. coryniformis S + = + +/— + s>p i
L. (para-)collinoides S + - 4 ++ ++ + s>p o
L. lindneri * S + -~ ++ ++ ++ + p>s
L. perolens * S + - + +- + + s>p -
L. paucivorans S + - ++ ++ ++ + P -
L. plantarum S + — i+ +— . s>p =
L. rossiae S + - + +- + s>p +

Abklrzungserklarungen zur Tabelle 4:

++ = sehr hoch/stark, + = stark/hoch oder positiv, +/— = positive Tendenz oder die Uber-
wiegende Anzahl der Stdmme oder Adaptation erforderlich, v = variabel, —/+ = negative
Tendenz oder wenige Stamme oder starke Adaptation erforderlich, — = negativ oder kein
Wachstum, p = Primarkontamination, s = Sekundarkontamination, s>p = mehr Falle als
Sekundarkontamination beobachtet, p>s = mehr Falle als Primarkontamination beobachtet
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1.3 Nachweis- und Identifizierungsmethoden in der Brauerei

Nachweismethoden fiir Mikroorganismen muissen je nach Anwendungsbereich
verschiedenen Anforderungen gerecht werden. Dazu gehort neben der Uber-
wachung der Reinheit und des Wachstums von Produktionsstammen (Nutz-/Kultur-
stammen) auch eine gezielte Detektion und Identifizierung unerwinschter Mikro-
organismen. Dies stellt eine besondere Herausforderung dar, da zum einen meist
zundchst nur eine Spurenverkeimung vorhanden ist, und zum anderen bier-
schadliche Mikroorganismen im hefehaltigen Bereich mit Kulturhefen in direkter
Konkurrenz um Nahrstoffe und Suppline stehen. Fir die Qualitatssicherung im
Getrankebetrieb ist es zunéchst wichtig, dass Aussagen uber die mikrobielle
Belastung der Rohstoffe und des Produktes wahrend der einzelnen Prozessschritte
sicher getroffen werden kénnen, da hier im Befundfall vor der Abfullung auf Flaschen
oder Kegs noch relativ leicht Einfluss auf das Produkt genommen werden kann. Der
Zeitfaktor spielt in diesen Stadien der Produktion keine grof3e Rolle und die Nach-
weismethoden basieren im Allgemeinen auf qualitativen Anreicherungen. Ab dem
Prozess der Bierfiltration oder Zentrifugation, tber die Zwischenlagerung in Druck-
tanks, bis hin zur Getrankeabfullung muss allerdings ein Nachweis im Spurenbereich
und eine Keimidentifizierung sehr rasch erfolgen, da vor der Getrankeauslieferung
kaum mehr Zeit fur effektives Agieren bleibt. Deshalb ist hier der Einsatz von
Schnellnachweismethoden sinnvoll, ebenso wie hier eine Quantifizierung der vor-
handenen Keime flr die Einschatzung der Dauer der Produktstabilitat hilfreich sein

kann.

Neben der Produktkontrolle spielt unter dem Aspekt von Sekundarkontaminationen,
die meist von Biofilmen ausgehen (Back, 1994b), die Kontrolle der Betriebshygiene,
insbesondere im Abfillbereich, eine grof3e Rolle und gehoért ebenso wie erstere im
Rahmen von HACCP-Konzepten zu den Sorgfaltspflichten jedes Getrankebetriebes.
Biofilme stellen im natirlichen Milieu die bei weitem wichtigste Lebensweise vieler
Mikroorganismen dar. Durch die oft enge rdumliche Nahe bestimmter Bakterien
kénnen sich Gemeinschaften entwickeln, die in komplexer Weise kooperieren und
interagieren (Szewzyk und Szewzyk, 2003). Ein Beispiel fur die Interaktion von
Bakterien in Biofilmen ist die Entwicklung der streng anaeroben Bierschadlinge
Pectinatus und Megasphaera in Schmutznischen im Abfillbereich von Brauereien
(Back, 1994b und 1994c; Mamvura et al., 2011; Beckmann, 2012). Die in Biofilmen
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vorliegenden Mikroorganismen bilden Mikrokonsortien und geben sich gegenseitig
Schutz vor unginstigen Umweltbedingungen. Sie sind dadurch um ein Vielfaches
schwieriger abzutbten als planktonisch vorliegende Keime (Hall-Stoodley et al.,
2004). Daher gilt der Uberwachung bez. der Entstehung und der Bekampfung von
Biofilmen im Betrieb besondere Aufmerksamkeit (Back et al.; 1998a und 1999a;
O’Rouke, 2000; Storgards, 2000; Back, 2003; Storgards und Priha, 2009; Bohak
etal.,, 2011a; Bohak und Back, 2011b; Schropp etal., 2013; Mortensen, 2014,
Schnick etal.,, 2014). In diesem sekundarkontaminationsgefahrdeten offenen
Brauereibereich reicht gewohnlich die Erfassung unspezifischer Verkeimungen, wie
z. B. Essigsaurebakterien, oder organischer Ablagerungen als Hinweis auf
mangelnde Hygiene und auf das Vorhandensein potentieller Schwachstellen. Hier
spielt neben der Anwendung von Abstrichtupfern (Back, 2003) auch die ATP-

Messung eine gewisse Rolle (s. Kap. 1.3.2.1).

Fur einen getrdnkeproduzierenden Betrieb dient der Nachweis von relevanten Mikro-
organismen letztlich der Aufrechterhaltung der Produktqualitat. Dazu sind zum einen
die Dauer der Nachweisverfahren und die Nachweiszuverlassigkeit von grol3er
Bedeutung und zum anderen die Beurteilung der Schadlichkeit der nachgewiesenen

Keime, die meist Keimidentifizierungen erforderlich macht.

Im Folgenden wird ein Uberblick lber Verfahren zur Keimdetektion und Keim-

identifizierung mit Fokus auf bierspezifische Mikroorganismen gegeben.

1.3.1 Kulturelle Methoden

Klassische Nachweisverfahren finden in Verbindung mit einer mikroskopischen End-
kontrolle, aufgrund der einfachen Handhabung und umfangreicher Erfahrungen, in
der Brauereipraxis weiterhin verbreitet Anwendung. Als kulturelle Methoden kommen
am haufigsten Plattenkulturen (Guss-, Ausguss- und Membranfilterkulturen) zum
guantitativen und Flussiganreicherungen (Produktproben, Wischproben) zum qualita-
tiven Keimnachweis zum Einsatz, wobei im Brauereibereich vor allem NBB-Medien
verwendet werden (Back, 1994a, 2005). Die Wahl geeigneter Anreicherungsmedien
bzw. deren Optimierung/Modifizierung sowohl im Hinblick auf die Evaluierung des
bierschadlichen Charakters der Bakterien als auch auf die notwendigen Voranrei-

cherungen fur molekularbiologische Schnellnachweismethoden, beeinflussen dabei
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den Nachweis von bierschadlichen Mikroorganismen bedeutend. Diesbezuglich
wurde und wird regelmafdig referiert (Nishikawa und Kohgo, 1985; Jespersen und
Jacobsen, 1996; Storgards et al., 1998; Suzuki et al., 2008; Haakensen et al., 2009b;
Hutzler, 2010; Taskila et al., 2010 und 2011; Bohak et al., 2012; Deng et al., 2014).
Um die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von Mikroorganismen im Spurenbereich
zu verbessern (Birkenstock, 2010), ist im Vorfeld der Probenverarbeitung auch eine
Erh6éhung der zu untersuchenden Probenvolumina sinnvoll (Strachotta, 2004; Kotke,
2012). Hierzu haben sich in der Brauerei- und im Getrankebetrieb Dauerprobe-
nahmesysteme etabliert, die, kontinuierlich oder getaktet, iber komplette Chargen
einen Probendurchschnitt aus den produktfihrenden Rohrleitungen entnehmen
(Molzahn und Portno, 1975; Birkenstock, 1980; Back und Pdschl, 1998b und 1999b;
Pdschl, 2000; GEA-Tuchenhagen, 2014; Schitt, 2014). Eine mechanische Auf-
konzentrierung von Keimen wird bei klaren Bierproben vor der Anreicherung im
Normalfall Gber Membranfiltrationen (0,45 pm) erzielt. Da diese Moglichkeit im
Hefebereich und bei triiben Bieren nicht gegeben ist, werden diese gewoéhnlich mit
Flissigmedien versetzt, wobei machmal im Vorfeld eine Sedimentation oder

Zentrifugation erfolgt (Back, 1994a).

Nach dem kulturellen Nachweis stehen zur Identifizierung bestimmter Keimgruppen
kommerzielle Test-Sets (z. B. API-Systeme, BioMerieux, Frankreich) zur Verfigung,
in denen Schlusseltests kombiniert vorliegen. Zur Vermeidung von Fehldiagnosen
sollte eine Identifizierung auf mindestens 20 physiologisch-biochemischen Merk-
malen basieren (Back, 1994a). Es ist anzumerken, dass eine Identifizierung von
getrankespezifischen Mikroorganismen mit diesen Test-Sets allerdings haufig zu
schwer interpretierbaren oder irrefihrenden Resultaten fuhrt, da sie oft auf die
Erfassung klinischer Isolate ausgelegt sind und den Ansprichen von Isolaten aus
Getranken nicht gentigen (Anm. d. Verf.). Kulturelle Anreicherungen kénnen, je nach
Hohe der Ausgangskeimzahl, nach Keimart und dem physiologischen Keimzustand
drei bis sieben (zehn) Tage in Anspruch nehmen. Anschliel3ende ldentifizierungs-
verfahren, basierend auf physiologisch-biochemischen Tests, bendtigen denselben
Zeitaufwand. Fir eine Echtzeiterfassung (,real-time-monitoring“) oder eine schnelle
Prozesskontrolle kommen sie also nicht in Frage. Hier ist der Einsatz von Schnell-

methoden wiinschenswert.
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1.3.2 Alternative Methoden unter dem Aspekt Schnellnachweis

Nach Zschaler sind mikrobiologische Schnellmethoden definiert als , ... 1. sehr
schnelle Verfahren, d. h. Verfahren, deren Ergebnisse bereits in weniger als einer
Stunde vorliegen, 2. Schnellverfahren, deren Ergebnisse innerhalb von vier bis acht
Stunden vorliegen, und 3. lAnger dauernde Verfahren, die die Resultate nach 12, 48
oder auch erst nach 72 Stunden anzeigen. ... “ (Zschaler, 2004, S. 305). Ideal wére
eine Analysenmethode, welche einfach, sensitiv, spezifisch, nicht-destruktiv,
quantitativ, leicht in den Produktionsprozess integrierbar, billig und womdglich ohne
aufwendigen Reagentieneinsatz schnelle zeithahe Ergebnisse liefert (Ellis und
Goodacre, 2001; Brandl, 2006).

Im Folgenden wird ein Uberblick tber die brauereirelevanten Methoden gegeben,

welche diesen Definitionen zumindest in Teilen nahe kommen.

1.3.2.1 Unspezifische und chemotaxonomische Methoden

Eine direkte Bestimmung von Bakterien mittels Thoma-Zahlkammer oder automati-
sierten Zellzahlmessgeraten kommt fur die Qualitatskontrolle in der Brauerei nicht in
Frage, da hier Aussagen erst ab ca. 100.000 Zellen/ml mdglich sind und aufgrund
fehlender Selektivitat keine Keimzuordnung erfolgen kann. Dies gilt auch fur das
DEFT-Verfahren (Direkte Epifluoreszenz Filter Technik) (Schmidt, 1992). Allerdings
eignet sich das DEFT-Verfahren zur Detektion lebensfahiger, aber nicht kultivierbarer
Mikroorganismen (VBNC-Status: viable but non-culturable), da diese Keime weiterhin
Esteraseaktivitat aufweisen und fluoreszenzmarkierte Ester hydrolysieren (Millet und
Lonvaud-Funel, 2000). Hutter berichtet von einer direkten Einfarbung von auf Mem-
branfiltern gesammelten Bakterien mit Fluoreszenzfarbstoffen und anschliel3ender
automatisierter bildanalytischer Datenverarbeitung mittels Auflichtfluoreszenzmikro-
skopie (,Kontaminationsscreening®). Die Klassifizierung erfolgt hier Gber die
Zellmorphologie (Hutter, 2000). Bei dem AFT-Verfahren (Anreicherungs-Fluores-
zenz-Test) und bei der MMCF-Methode (Membranfilter-Mikrokolonie-Fluoreszenz
Methode) werden Bierproben filtriert und ein bzw. zwei Tage inkubiert. Allerdings ist
der Nachweis unspezifisch und setzt Mindestzellzahlen von 5 x 10° voraus (Rinck
und Wackerbauer, 1987; Rusch und Kramer, 1990). Noch hdhere Zellzahlen werden

fur Methoden bendtigt, die auf der Erfassung von Stoffumsetzungen durch

-35-



1 Einleitung

Mikroorganismen, wie z. B. gaschromatographische Bestimmung von organischen
Sauren (Forster und Andersen, 1999) oder pH-Wert-Veranderungen (Schmidt, 1992)
beruhen. Das gilt auch fur das Impedanzverfahren, welches mikrobiell bedingte
Leitwertanderungen in nicht-selektiven und damit unspezifischen Anreicherungs-
medien online erfasst (Vogel und Bohak, 1990). Eine weitere Methode zur Erfassung
der metabolischen Aktivitaten von L. brevis Stdmmen direkt in Bier und ihre
Zuordnung zu Schadlichkeitskategorien beschreiben Preissler et al. (2010). Hier wird
NADH, mittels des Redoxindikators Resazurin aufgezeigt und kann optisch Uber
Farbumschlag ausgewertet werden. Asano etal. verfeinerten die Mikrokolonie-
Methode durch Einfarbung lebenden Zellmaterials mit Carbofluoresceindiacetat
(CFDA) und schlossen eine ldentifizierung mittels Gensonden an (Asano etal.,
2009). Das Prinzip der MMCF-Methode wurde noch einmal von Valton-El Khoury
etal. (2012) mit der Betonung auf Entwicklung eines ,Nicht destruktiven
Schnellnachweises® aufgegriffen, der auf der Verwendung nicht-zellschadigender
Fluoreszenzmarker beruht und mittels der Milliflex® Quantum-Plattform durchgefihrt

wird.

Die ATP-Biolumineszenz-Methode dient in erster Linie zur unmittelbaren Auffindung
unspezifischer mikrobieller und/oder organischer Verunreinigungen. Deshalb wird
dieses Verfahren insbesondere fur das direkte Hygienemonitoring von Spul-
wasserproben und Oberflachen im Produktions- bzw. Abflllbereich eingesetzt
(Werlein et al., 1997; Grunewalder und Laaff, 1998; Quain, 1999; Odebrecht et al.,
2000; Satoh etal., 2004;). Schwill-Miedaner und Eichert (1998) testeten die
Biolumineszenz-Methode auf ihre Tauglichkeit zur Schankanlagenkontrolle.
Dowhanick et al. (1995), Takahashi et al. (1999 und 2000), Sakakibara et al. (2002)
und Denoya et al. (2011) setzen sie fur Sterilitdtsbestimmungen zur Produktfreigabe
ein. Bei der Uberprifung von moglichen Energieressourcen fiir bierschadliche Milch-
saurebakterien entdeckten Suzuki et al.,, dass ein Wachstum mit der Freisetzung
nicht unerheblicher Mengen ATP einherging. Sie schlugen deshalb ein ATP
Screening vor, vermerkten aber, dass auch nicht bierschadliche Mikroorganismen
zur ATP-Produktion fahig seien (Suzuki et al., 2005a). Dass das ATP-Verfahren zum
Nachweis von relevanten Bakterien direkt im Bier nicht geeignet ist, wird in der Arbeit

von Zarnkow et al. (2000) explizit dargestellt.
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Chemotaxonomische Methoden, wie die Py-MS (pyrolysis mass spectrometry), die
FAME (whole cell fatty acid analysis) (Beverly et al., 1997) und die FT-IR (Fourier
transform infrared) Spektroskopie (Curk et al., 1994) erméglichen schnelle und gute
Identifizierungen von Milchsdurebakterien auf Spezies-Ebene. Die Methoden
zeichnen sich durch ihre Nachweisschnelligkeit aus. Allerdings sind hohe Keim-
zahlen erforderlich. Zudem sind kostenintensive Anschaffungen nétig, und es wird
ausgebildetes Personal fur die Datenauswertung und fir die Interpretation der
Resultate vorausgesetzt (Ellis und Goodacre, 2006). Die SDS-Page
Ganzzellproteinanalyse erlaubt ebenfalls die Identifizierung auf Spezies-Ebene,
allerdings ist die Auftrennung sehr nah verwandter Stamme nicht immer fehlerfrei
(Gancheva et al., 1999). Auch fir diese Analysenmethoden werden hohe Zellzahlen
(ca. 107) benétigt, und die Vor- und Aufbereitung der Proben ist aufwendig (Pot et al.,
1994). Ebenfalls eine gute Keimidentifizierung auf Spezies-Ebene erlaubt das Matrix-
Assisted-Laser-Desorption/lonization-Time-of-Flight Mass Spectrometry Verfahren
(MALDI-TOF MS). Bei dieser, erst seit wenigen Jahren zur bakteriellen Diagnostik
hinzugezogenen Analysenmethode, werden die ribosomalen Proteine und Peptide
der Bakterien mit Laser beschossen, ionisiert und im elektrischen Feld beschleunigt.
Die Flugzeit, auf die sowohl die Masse als auch der lonisierungsgrad der Proteine
Einfluss nehmen, wird im Vakuum exakt gemessen. Damit lassen sich Gesamt-
spektren als Spezies-spezifische ,Fingerabdricke“ von Bakterien erstellen. Die
Dauer der Analyse wird mit 5 bis 15 Minuten angegeben, wobei ca. 10* bis 10°
Bakterien vorhanden sein miussen (Schubert und Wieser, 2010). Wieme et al. (2014)
gelangen gute Differenzierungen von brauereispezifischen Laktobazillen auf
Spezies-Level mittels MALDI-TOF MS. Sie halten die Analyse mit MALDI-TOF MS
fur eine schnelle und spezifische Methode zur ldentifizierung von bierspezifischen
Bakterien und, auch aufgrund des hohen Probendurchsatzes, durchaus geeignet fur
einen routinetauglichen Einsatz in der Brauerei. Allerdings sind die Kosten fir die
instrumentelle Ausstattung hoch und ein Spurennachweis ist nicht gegeben (Wieme
et al., 2014). Ein grol3es Potenzial der MALDI-TOF MS Methode sehen Kern et al.
(2014a), denen im Falle von Pectinatus spp. eine Differenzierung auf Stammebene
gelang, bez. der Ruckverfolgbarkeit und Lokalisation von Kontaminationen. Dieselbe
Forschergruppe beschreibt aul3erdem eine gute Keimzuordnung verschiedener nicht-
bierschadlicher und bierschadlicher L. brevis-Stamme auf Stammebene. Sie

berichtet dartber hinaus, dass sich in den MALDI-TOF Profilen Clusterbildungen
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ausmachen lassen, die in Zusammenhang mit den unterschiedlichen Bierschadlich-
keitspotenzialen der analysierten Stamme stehen (Kern et al.,, 2014b). Schumann
et al. (2013) bestéatigen die Mdoglichkeit der Stammdifferenzierung in bestimmten
Fallen, weisen aber darauf hin, dass hierzu sehr komplexe Evaluierungen der
Massenspektren erforderlich sind. Die Methode erweist sich auch als geeignet fur
eine schnelle Zuordnung von Milchsaurebakterien, die als Starterkulturen bei der
Fermentation von Zerealien dienen (Sora-Yao et al., 2014). Fur die Anwendung der
MALDI-TOF MS Methode ist speziell geschultes Personal erforderlich und die
Investitionskosten fur das Analysensystem bewegen sich im sechstelligen
Eurobereich (Kruska und Schneegans, 2010).

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass die genannten Nachweise teilweise
hohe bis sehr hohe Ausgangskeimzahlen, verbunden mit entsprechend langen
Anreicherungszeiten, voraussetzen. Zum Teil sind die Kosten fur die instrumentelle
Ausstattung sehr hoch. Die Anwendung ist nur durch professionelles Personal
maoglich, womit ein praxistauglicher Einsatz nur in Sonderfallen moglich ist. Manche
dieser Verfahren sind sehr unspezifisch und besitzen damit keine Relevanz fur die
Taxonomie und die Beurteilung der Schadlichkeit, sind aber als Screeningmethoden
in Sonderféllen einsetzbar. Als praxistaugliche Schnellmethoden zum Nachweis von
Bierschadlingen sind die genannten Verfahren nur bedingt geeignet, zeichnen sich
aber in machen Fallen (z. B. MALDI-TOF MS) als zuverlassiges Instrumentarium far

Identifizierungen aus.

1.3.2.2 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Verfahren liefern schnelle, zuverlassige und reproduzierbare
Ergebnisse im Hinblick auf Keimklassifizierungen. Sie erlauben mitunter sogar
Identifizierungen auf Subspezies- oder Stammebene (Singh etal., 2009). Diese
Verfahren basieren entweder auf immunologischen Methoden oder zielen unter
Anwendung von PCR-basierten Techniken und/oder von Nukleinsdure-Hybridisie-
rungsmethoden direkt auf die Erbinformation der Mikroorganismen ab. Generell
werden auch fir diese Verfahren Mindestzellzahlen an Bakterien benétigt, weshalb
der eigentlichen Analyse meist kulturelle Anreicherungen vorgeschaltet werden. Die
Voranreicherungen sind zudem bei der Uberwindung der lag-Phasen behilflich und
unterstitzen die ,Wiederbelebung“ (Resuszitation) eventuell subletal geschadigter
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Keime, wie sie z. B. nach Verfahren der thermischen Produktstabilisierung auftreten
konnten (Roszak und Colwell, 1987; Back, 1994b und 2000; Suzuki et al., 2006).

Immunologische Verfahren

Immunoassays basieren auf dem Prinzip der spezifischen Antigen-Antikdrper-
reaktion. Nachweise fir Brauereien mittels fluoreszenzkonjugierter Antikorper
werden u.a. von Hutter (1991), Eger etal. (1993) und Eger (1995) als sehr
empfindlich und schnell dargestellt. Eger (1995) rdumt allerdings die Notwendigkeit
von unspezifischen Voranreicherungen in Kombination mit spezifischen Anreiche-
rungen mittels magnetisierbarer, immunreaktiver Mikropartikel ein und berichtet von
Problemen bei der Nachweissicherheit aufgrund von Kreuzreaktionen und des
unterschiedlichen Wachstumsverhaltens der bierschadlichen Milchsdurebakterien.
Yasui und Yoda (1997) berichten Uber ein fir bierschadliche L. brevis-Stamme
spezifisches Antigen und lokalisierten dieses in der Bakterienzellwand. Unter
Aufnahme dieser Idee entwickelten Tsuchiya etal. (2000) unter Verwendung
spezifischer monoklonaler Antikorper (MAbs) ein Nachweiskit auf der Basis von
ELISA (Enzym Linked Immunosorbent Assay), das ihren Angaben nach Aussagen
uber die Bierschadlichkeit bestimmter Laktobazillenstamme erlaube. Zeitgleich mit
Tsuchiya sprechen auch Ziola etal. (2000) dem Arbeiten mit monoklonalen
Antikdrpern ein Potenzial bez. Schnellnachweismethoden fir Bierschadlinge zu. Zur
schnellen Quantifizierung lebender bierschadlicher Milchsaurebakterien entwickelten
March et al. (2005) ein ebenfalls auf MAbs basierendes Enzym-Immunoassay unter
Verwendung einer Spezialkamera zur Erfassung freigesetzer Chemiluminesenz
(Immunochemiluminescence Assay). Diese Methode benétigt zwei bis drei Tage
Vorinkubation auf festen Nahrmedien. Sie ist nicht fir eine genaue Identifizierung
einzelner Keime ausgelegt, sondern eher als Screnningmethode zu betrachten
(March et al., 2005). Die Verwendung von ELISA in Kombination mit PCR wurde von
Walker et al. (2003) beschrieben.

Donhauser gibt 2011 noch einmal einen Uberblick tiber die Anwendbarkeit von
immunologischen Methoden fir die Brauereianalytik, muss aber konstatieren, dass
sich diese Technik in der Brauereimikrobiologie nicht etablieren konnte. Die Grinde
hierfir liegen wohl generell in der mangelnden Sensitivitat (hohe Detektionsgrenzen),
da Mindestzellzahlen von 10* pro ml benétigt werden (Gracias und McKillip, 2004).
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Adams und Moss (2008) nennen sogar Mindestzellzahlen von 10° bis 10°, allerdings

bezogen auf den Listeriennachweis in Lebensmitteln.

Genbasierte Verfahren

Ein umfassender Uberblick Uber Nukleinsauretechniken zur Taxonomierung und
Identifizierung prokariotischer Mikroorganismen wird von Ludwig (2008) gegeben.
Genbasierte ldentifizierungsmaoglichkeiten fur 6kologisch bedeutsame Laktobazillen
werden von Singh etal. (2009) vorgestellt. Eine ausfihrliche Beschreibung der
klassischen und der quantitativen real-time PCR (qPCR) und ihrer Applikationen
finden sich bei Filion (2012). Martinez et al. befassen sich mit der Bedeutung dieser
Technik fur die Auffindung lebensmittelverderbender Mikroorganismen und geben
einen Uberblick Uber fiir Lebensmittelmatrixes in Frage kommende gPCR-Assays
(Martinez et al., 2011). Schleifer et al. (1992a und 1992b), Amann und Fuchs (2008)
sowie Rohde et al. (2015) richten den Fokus auf Fluoreszenz in situ Hybridisierungs-
techniken. Van der Vossen und Hofstra (1996) sowie Giraffa und Carminati (2008)
und Cocolin et al. (2013) beschreiben die Prinzipien und Applikationen der verschie-
denen nukleinsaurebasierten Techniken, erstere Autoren allgemein im Hinblick auf
lebensmittelverderbende Mikroorganismen, die beiden letzteren Autorengruppen
unter Fokussierung auf Fermentationen im Nahrungsmittelbereich. Ehrmann und
Pavlovic (2010a) beschreiben Methoden fiir die Uberpriifung verschiedenster Starter-
kulturen der Lebensmittelindustrie. Das aktuelle Methodenspektrum zur ldentifizie-

rung von probiotischen Laktobazillen wird von Herbel et al. (2013) vorgestellt.

Eine Ubersicht uber gentechnische Methoden fiir brauereispezifische bakterielle
Nachweise und Identifizierungen geben Storgards et al. (2006), Juvonen (2009) und
Kotke (2012). Ein Uberblick tiber PCR-Anwendungen fiir Brauereien findet sich auch
bei Brandl (2006), Comi und Manzano (2008) und Hutzler (2009), wobei letzt-
genannter Autor Einsatzgebiete der PCR fir die Hefeidentifizierung aufzeigt.

Erganzend sollen noch weitere interessante brauereirelevante Forschungsansatze

Uber den Nachweis bierschadlicher Bakterien aufgegriffen werden.

Hutzler (2014) berichtete Uber die Entwicklung eines Multiplex-PCR-basierten
qualitativen ,Schwangerschaftstestformates®, mit dem in Form von Teststreifen eine

Identifizierung bereits angereicherter bierschadlicher Bakterien innerhalb von zwei
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Stunden moglich ist. Heidebrecht (2012) versuchte, einen real-time Multiplex-PCR-
Nachweis fur Multiplexkapillarelekrophoresen zu validieren, was aber aufgrund von
Kreuzreaktionen und dem Auftreten unspezifischer Signale bei der Auswertung nur
bedingt gelang (Heidebrecht, 2012). Ebenfalls mit real-time Multiplex-PCR arbeiteten
Haakensen et al. Ausgehend von der Tatsache, dass alle bierspezifischen Bakterien
den Firmicutes angehoren, konstruierten sie Firmicutes-spezifische rDNS basierte
Hydrolysierungssonden und entsprechende Primer. Mit diesem Screening-Verfahren
war die Detektion von 2,5-10 KBE pro Gebinde Bier (100 und 341 ml) mdglich
(Haakensen et al., 2008a). Im selben Jahr stellte die Forschergruppe um Haakensen
eine weitere Multiplex-PCR Anwendung (,Hopfen-Multiplex-PCR®) zur Detektion von
Laktobazillen und Pedikokken vor, bei der mit den als Markergene fir Bierschad-
lichkeit in Erwagung gezogenen Genen horA, horC oder hitA in Kombination mit 16
rDNS gearbeitet wurde (Haakensen et al.,, 2008b). Menz etal. (2010) charakte-
risierten zunachst die Lactobacillus-Arten in australischen Mikrobrauereien mittels
RAPD (random amplified polymorphic DNA)-PCR und Uberpriften im Anschluss
deren tatsachliche Bierschadlichkeit mittels des von Haakensen et al. vorgeschla-
genen Hopfengradienten-Kulturmediums (Haakensen et al., 2009b). Weber et al.
entwickelten einen Mikroarray Prototyp, bei dem nach Durchfiihrung einer Reversen
Transkription (RT)-PCR und anschlieBender Hybridisierung mit spezifischen
Oligonukleotidsonden eine Speziesidentifizierung innerhalb der Gattungen
Lactobacillus, Pediococcus, Megasphaera und Pectinatus mdéglich war. Gleichzeitig
erfolgte eine Unterscheidung von lebensféahigen und toten Zellen im selben Ansatz.
Fir ,reale® Proben mussten allerdings die RNS Extraktion und die RT-PCR
Bedingungen angepasst werden (Weber et al.,, 2008). Die DNS-Fingerprinttechnik
PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) wurde von Takahashi et al.
(2014) eingesetzt, um die Vielfalt der wahrend des Brauprozesses vorhandenen
Mikroorganismen aufzuzeigen. Bokulich und Mills (2012) berichten von der
Entwicklung des LAB-TRFLP (terminal restriction fragment length polymorphism)
Assays. Auch mit dieser Technik war es maoglich, in Mischkulturen, wie sie bei der
Wein- und Bierherstellung wahrend der Fermentationsprozesse auftreten, Milch-
saurebakterien zu detektieren und bis auf Spezies-Ebene zu identifizieren. Mit der
Entwicklung eines Lipase-basierten elektrochemischen DNS/RNS-Hybridisierungs-
assays gelang unter Umgehung eines PCR-Schrittes der Nachweis von L. brevis im
Detektionsbereich von 400 KBE pro 100 ml Bier in 3,5 Stunden. Die Lipase-
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induzierte Anderung des elektrochemischen Signals an Goldelektroden entsprach
dabei dem Umfang der erfolgten Hybridisierungen (Shipovskov etal., 2012).
SchlieZlich sei noch die PCR-DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)
genannt, mit der die Identifizierung der mikrobiellen Flora in Brauereien vor und nach
Reinigungprozessen durchgefuhrt wurde, was eine Aussage uber die Effektivitat der
durchgeflihrten MaRnahmen zulieR (Manzano etal., 2011). Dieser Methode
bedienten sich auch Pérez-Martin et al. (2014), allerdings zur Bestandaufnahme von
Laktobazillen in der Winzerei und zur Abklarung, inwieweit Mikroorganismeneintrag
Uber die Luft erfolgt. Der DGGE wird allgemein ein groRes Potenzial fur die
Erforschung mikrobieller Transformationsprozesse in der Okologie von Nahrungs-
mitteln zugeschrieben (Cocolin et al., 2013).

1.3.2.3 Kommerziell erhéltliche Schnellnachweiskits flr Brauereien

Von den von oben genannten Autoren aufgefiihrten und beschriebenen Techniken
fand nur eine begrenzte Anzahl in der Form von Testkits ihren Niederschlag in der
mikrobiellen Routineanalytik von Brauereien. Die zum jetzigen Zeitpunkt kommerziell
erhaltlichen automatisierten Schnellnachweissysteme, die jeweils angewandte
Methode, das erfasste Keimspektrum, die jeweiligen zur Detektion bendtigten
Mindestzellzahlen (falls bekannt) und der analytische Zeitaufwand sind in der
Tabelle 5 zusammengestellt. Die Angaben entstammen den Informationsmaterialien
der jeweiligen Hersteller. AuRerdem gibt die Tabelle Auskunft Gber entsprechend
spezifisch beschreibende Literatur, sowohl fir die Testkits als auch fur die
verwendeten Methoden. Die angefihrten Schnellnachweise unterscheiden sich
untereinander in ihrer instrumentellen Ausstattung, den PCR-Bedingungen, der
Spezifitat der Primer und der Gensonden, der Sensitivitat und der Detektions-
methode. Sie basieren auf der FISH-Technik, dem Ribotyping, der rRNS-Sandwich-
Hybridisierung oder auf den PCR-basierten TagMan™- bzw. modifizierten Tag-
Polymerase-Techniken sowie der LightCycler®-Technik. Das einzige Kit, das die
PCR mit einer immunologischen Methode verknupft, ist das Veriflow®brewPAL. Da
sich das Veriflow®brewPAL-Kit noch in seiner Validierungsphase befindet, sind z. Z.
keine weiteren brauereispezifischen Angaben erhaltlich.

Alle diese Methoden erflllen bez. der Analysendauer die Grundforderung nach
Schnelligkeit (Zschaller, 2004), wobei allerdings fur alle Methoden von den
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Herstellern eine spezifische Voranreicherung von einem bis drei Tagen empfohlen
wird (unbekannt fur Veriflow®brewPAL). Von diesen Methoden erlauben nur das
VIT®-Kit und der HybriScan® den ausschlie3lichen Nachweis lebensfahiger

Bakterien, da hier die rRNS die Zielsequenz darstellt.

Eine kritische Betrachtung der Schnellnachweise erfolgt in Kapitel 4.2.
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Tab. 5: Kommerziell erhaltliche Schnellnachweis-Kits flir bierschadliche Bakterien unter
Angabe des Zeitbedarfs (fir die Analysendurchfiihrung und Auswertung), sowie der

Nachweisgrenzen der einzelnen Methoden (Stand 01/2015)
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bierschadliche

Bakterien unter Angabe des Zeitbedarfs (fir die Analysendurchfiihrung und Auswertung),

erhéltliche Schnellnachweis-Kits fir
sowie der Nachweisgrenzen der einzelnen Methoden (Stand 01/2015)

Kommerziell

Tab. 5 (Fortsetzung):
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2 Ergebnisse

2.1 Eigene Arbeiten

Die Grundvoraussetzungen fur die vorliegenden Neubeschreibungen war das
Sammeln von Milchsaurebakterien aus mikrobiologisch verdorbenen Bier- und AfG-
Proben sowie Umfeldproben aus der Industrie bzw. die Uberpriifung von Industrie-
proben auf schadigende Mikroorganismen (ab dem Jahr 1990). Parallel erfolgte die
Aufnahme der Hintergrunddaten bez. Habitat und Herkunft. Diese Arbeiten gingen
einher mit dem systematischen Aufbau einer Kulturensammlung am Lehrstuhl. Die
Zahl der getrankeschadlichen bzw. im Getrankeumfeld isolierten MSB in der

lehrstuhleigenen Kulturensammlung bel&uft sich bis dato auf nahezu 1000 Stamme.

Die Getrankeproben wurden zunachst, falls erforderlich nach Voranreicherungen, fur
eine grobe Keimbestimmung mikroskopiert. AnschlieRend wurden zum Ausschluss
von Mischkulturen in dreifachen Isolierungsschritten mittels Ausstrichverfahren auf
geeigneten Selektivmedien Reinkulturen gewonnen und deren Kolonie- und Zell-
morphologien notiert. Die Konservierung der Isolate erfolgte nach weiterer Zell-
vermehrung in Flissigmedien, in Glycerin (20 bis 40 % Zellmaterial) bei -20 °C. Von
den frisch angereicherten Reinkulturen wurden als Vortests das Gramverhalten, die
Katalaseaktivitat und die Cytochrom c—Oxidaseaktivitat sowie der Sauerstoffbedarf
ermittelt, als auch auf Sporenbildung und Beweglichkeit geachtet. Bei grampositiven,
Katalase- und Oxidase-negativen, asporogenen und unbeweglichen, stébchen-

férmigen Mikroorganismen wurde das Vorliegen von Laktobazillen angenommen.

Im Folgenden wurden alle Isolate zur Evaluierung oder Bestétigung ihres bier-
schadlichen Charakters und zur Zuordnung in eine Schadlichkeitskategorie (Kap.
1.1.2) bzw. zur Uberprifung der Adaptationsfahigkeit an Biermilieu einer Bier-
passage unterzogen. Hierzu kamen als Testsubstrate jeweils ein A) steriles unter-
gariges helles Standardbier (ca. 21 EBC BU, ca. 5 Vol% Alkohol), B) dasselbe Bier
mit Alkoholzusatz (auf ca. 7 Vol%), C) untergariges Standard-Pilsbier (ca. 32 EBC
BU, ca. 5 Vol% Alkohol) und D) ein obergériges filtriertes Standard-Weizenbier (=
Kristallweil3bier) (ca. 15 EBC BU, Alkoholgehalt ca. 5,5 Vol%) zum Einsatz. Der
Kohlensauregehalt der untergarigen Biere lag bei ca. 4,5 g/l und der Weizenbiere bei

ca. 7 g/l. Diese Biere wurden mit ca. 100 Zellen des gewaschenen Testkeims pro mi
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beaufschlagt und dabei sorgfaltig darauf geachtet, Lufteinschlag zu vermeiden. Um
dem Verlust einer moglichen Bierschadlichkeit vorzubeugen, wurden die Kulturen im

Vorfeld der Tests so wenig wie mdglich mit Nahrmedien in Kontakt gebracht.

Die inokulierten Testansatze wurden Uber einen Zeitraum von maximal zwei Wochen
bei 28 °C inkubiert und taglich auf Opaleszenz, Tribungs- und/oder Bodensatz-
bildung hin beobachtet. War ein Befund in den Ansétzen A) bis D) gegeben, erfolgte
eine Zuteilung des Testkeims in die Schadlichkeitskategorie I. Bei einem positiven
Ergebnis im Ansatz D) und eventuell leichtem Wachstum in Ansatz A) handelte es
sich um einen Keim der Schadlichkeitskategorie Il. Bei Laktobazillen ohne spontanes
Wachstum fanden zur Uberprufung ihres Adaptationsvermogens drei nacheinander
geschaltete Bierpassagen mit sinkendem NBB-Bouillon-Zusatz statt (1. Passage:
Bier + 20 % Medium, 2. Passage: Bier + 5 % Medium, letzte Passage: Bier ohne
NBB-B). Die Beobachtung, Auswertung und Zuweisung in Schadlichkeitskategorien
erfolgte wie beschrieben.

Die Laktobazillen der biologischen Sauerung wurden bei 48 °C inkubiert. Die Bier-

passagen aller getesteten Stamme waren negativ.

Parallel zu den Bierpassagen wurden zur weiteren Charakterisierung der Rein-
kulturen folgende physiologisch-biochemischen Identifizierungsansatze durchgefihrt
(Back, 2000; modifiziert):

Voges-Proskauer-Test aus MRS-B zum Nachweis der Stoffwechselprodukte Acetoin,
2,3-Butandiol und Diacetyl, Argininspaltung, Vergarung verschiedener C-Quellen
(Pentosen, Hexosen, Disaccharide, Trisaccharide, Polysaccharide, Alkohole,
Glycoside, organische Sauren), Gasbildung aus Glukose, Maltose und Gluconat. Als
Basismedium wurde Sharpe-Medium auf einen pH-Wert von 5,8 eingestellt (Aus-
nahme organische Sauren: pH-Wert 6,5) und als Saureindikator Chlorphenolrot
zugesetzt (Ausnahmen: Arginin-, Asculin-, Voges-Proskauer-Medium). Da einige
Bier- und AfG-spezifische Stdmme besondere Wuchsstoffanspriiche stellten und in
0. g. Testmedien nicht wuchsen, wurde diesen ca. 10 % des Standardmediums A)
zugesetzt bzw. der pH-Wert durch Zusatz von 0,1 molarer HCI auf 4,8 bis 5,0
abgesenkt. Die enzymatische Bestimmung von D(-)- und L(+)-Laktat wurde photo-

metrisch bei 340 nm durchgefiihrt (Testkombination von Boehringer/R-Biopharm).
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Die Identifizierung der Laktobazillen erfolgte anhand von Merkmalsvergleichen nach
den Aufstellungen von Back (1994a) und Hammes und Vogel (1995).

Die in den Tests als bierschéadlich bestatigten Isolate bzw. Isolate der biologischen
Sauerung, die Uber ihre phanotypischen Merkmale nicht eindeutig identifiziert werden
konnten, wurden im Rahmen von Forschungsaufenthalten in Kooperation mit dem
Lehrstuhl far Mikrobiologie der TU-Munchen (ehem. Prof. Schleifer), dem Labo-
ratorium voor Microbiologie and BCCMTM/LMG Bacteria Collection, Universitat Gent
(ehem. Prof. Kersters), Belgien, und der Firma Vermicon, Minchen, folgenden

chemotaxonomischen und genotypischen Charakterisierungen unterzogen:

SDS-Page Gel-Elektrophorese zur Ermittlung der Whole-cell Proteinpatterns (bei
L. perolens), G+C-Gehalt der DNS, 16S rDNS Sequenzierung fur vergleichende
Sequenzanalysen bzw. zuséatzlich 23S rDNS Sequenzierung bei L. amylolyticus zur
Bestéatigung seines separaten Status als Spezies und Entwicklung artspezifischer
Oligonucleotidsonden sowie DNS-DNS Hybridisierung bei L. amylolyticus. Mit der
Analyse des Peptidoglycantyps der Zellwand und des Nachweises von Teichon-

sauren wurden externe Labors beauftragt.

Die Beschreibung dieser Analysenverfahren bzw. entsprechende Quellvermerke, und
Angaben zu den mathematischen Berechnungen zur Erstellung der phylo-

genetischen Stammbaume sind den Publikationen in Kapitel 3 zu entnehmen.

Im Rahmen dieser Arbeiten wurden vier neue fir Brauereien hochrelevante
Lactobacillus-Arten, namlich Lactobacillus lindneri, L. perolens, L. backi (jetzt

L. backii) und L. amylolyticus, erkannt und, wie folgt, neu beschrieben.

(Anmerkung: Die Beschreibungen entsprechen den Inhalten der Veréffentlichungen,

die neuesten taxonomischen Zuordnungen sind deshalb nicht berticksichtigt).

2.2 Neubeschreibungen

2.2.1 Lactobacillus lindneri (ex Bergey et al. 1923) Back, Bohak,
Ehrmann, Ludwig and Schleifer nom. rev.

Lactobacillus lindneri (Revival of the Species Lactobacillus lindneri and the Design

of a Species Specific Oligonucleotide Probe; s. Kap. 3)
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Physiologisch-biochemische und chemotaxonomische Studien mit aus verdorbenen
Bieren isolierten Laktobazillen-Stammen zeigten, dass manche Stamme taxo-
nomisch nicht eindeutig zugeordnet werden konnten. Die Physiologie und
Morphologie stimmte mit den zuvor von Henneberg (1901) als ,Lactobacillus
lindneri“, von Lindner (1909) als ,Bacillus lindneri“ und 1926 nochmals von Henne-
berg als ,Bacterium lindneri“ beschriebenen Mikroorganismen Uberein. Der spezielle
Status dieser Stamme konnte nun mittels 16S rRNA Gensequenz-Analysen bestatigt
werden, so dass L. lindneri als eigene Spezies in der Gattung der Laktobazillen
eingestuft werden darf. Der Typ-Stamm von L. lindneri ist unter DSM 20690" in der
DSMZ hinterlegt.

L. lindneri kann folgendermalf3en beschrieben werden:
L. lindneri (lind neri. L. gen. n. lindneri von Lindner, bezugnehmend auf Lindner,

Deutscher Bakteriologe).

L. lindneri ist ein obligater Bierverderber, der leichte Tribungen, leichte Sedimente
und leichte pH-Wert Absenkungen bewirkt. Er ist deshalb gefiirchtet, weil er neben
Ethanolkonzentrationen bis zu 8 Vol% auch hohe Hopfenkonzentrationen (bis 45
EBC BU) toleriert. Aufgrund seiner Kleinzelligkeit kann er, obwohl zunachst als
Primarkontaminant eingestuft, Filter passieren und im Filtratbereich und im
abgefullten Bier nachgewiesen werden. Zudem ist er extrem langsam wachsend und

schwierig zu detektieren.

Die Zellen sind stédbchenférmig und treten paarweise oder in verwinkelten Ketten (je
nach N&ahrmedium) auf. Die Bakterien sind grampositiv, nicht beweglich, mikro-
aerophil, Katalase negativ und heterofermentativ. Wachstum findet zwischen 15 °C
und 30 °C mit einem Optimium zwischen 22 °C und 25 °C statt. Das pH-Optimum
liegt zwischen 4,6 und 5,2. Kein Wachstum findet Gber pH-Werten von 6,5 statt.

Es werden Saure und Gas aus Glukose und Maltose gebildet, manchmal auch aus
D-Fruktose. Amygdalin, L-Arabinose, Cellobiose, Dextrin, D-Galaktose, Gluconat,
Laktose, D-Mannit, D-Mannose, Melezitose, Melibiose, Raffinose, L-Rhamnose, D-
Ribose, Saccharose, D-Sorbit, Salicin, Trehalose und D-Xylose werden nicht
verwertet, ebenso Askulin und Gelatine. Arginin-Decarboxylase ist nicht vorhanden.
Es werden weder Urease noch H,S produziert und eine Nitratreduzierung findet nicht

statt. Alle Stamme produzieren DL-Laktat. L. lindneri hat den Peptidoglucan-Typ
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Lysin-D-iso-Asp und die Zellwande enthalten keine Teichonsauren. Der G+C Gehalt
(mol%) der DNS liegt bei 35 % (Tr)

2.2.2 Lactobacillus amylolyticus Bohak, Back, Richter, Ehrmann, Ludwig
and Schleifer sp. nov.

Lactobacillus amylolyticus (Lactobacillus amylolyticus sp. nov., Isolated from Beer
Malt and Beer Wort; s. Kap. 3)

Einige Stamme, die in Brauereien zur biologischen Sduerung eingesetzt werden,
wurden zunachst den thermophilen Stammen aus der Gruppe der Laktobazillen,
namlich L. delbrueckii (mit Subspezies) und L.fermentum zugeordnet. Bereits
Henneberg (1901, 1905) hat Stamme aus Sauergut folgendermalRen beschrieben:
Diese Stamme kommen zunéchst auf gekeimtem Getreide, Grinmalz und gedarrtem
Malz vor. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie in ungehopfter Bierwirze bei
Optimumtemperaturen von 47 bis 48 °C gut wachsen und D(-)-Laktat bilden. Die

Laktatbildung steigt unter anaeroben Inkubationsbedingungen signifikant an.

Spater wurden diese Stamme hauptsachlich L. amylovorus zugeordnet (Back, 1988).
Unsere genotypischen Studien zeigten allerdings, dass die Mehrheit der Lakto-
bazillen der biologischen Sauerung, wie sie heute als Starterkulturen angewendet
werden, Unterschiede zum Typstamm von L. amylovorus aufweist und einer neuen
Laktobazillen-Spezies zugeordnet werden muss. Die Bestimmung erfolgte mittels
DNS-DNS-Hybridisierungen und der Sequenzierung der 16S und 23S rDNS. Die
neue Art wird L. amylolyticus genannt und wurde als Typstamm bei der DSMZ unter
DSM 11664 hinterlegt.

L. amylolyticus wird folgendermaf3en beschrieben:
L. amylolyticus (a.my.lo.lyti.cus. Gr. n. amylum starch, Gr. ad lyticus able to loose;

M.L. adj. amylolyticus starch-digesting).

Es handelt sich um ein homofermentatives, grampositives, unbewegliches, nicht-
sporulierendes Stadbchen mit optimalem Wachstum unter mikroaerophilen Bedingun-
gen. Wachstum auf MRS ist positiv. In Bier, gehopfter Wirze sowie in NBB-Medien
findet kein Wachstum statt, da diese Art eine sehr ausgepragte Hopfenempfindlich-
keit aufweist. Das Wachstum ist optimal bei 45 °C bis 48 °C. Wachstum bis 52 °C ist
kurzfristig moglich.
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Der optimale pH-Wert liegt bei 5 bis 5,5, Wachstum findet bei pH-Werten unter 3,5
oder Uber 6 nicht mehr statt. L. amylolyticus bildet DL-Laktat (L(+)-Laktat Anteil ca.
70 %). Saure ohne Gas wird gebildet aus: Dextrin, D-Fruktose, D-Galaktose,
Glukose, Maltose, D-Mannose, Saccharose und manchmal aus Salicin, Amygdalin,
Raffinose und Melibiose. Weder Gas noch Saure wird gebildet aus L-Arabinose,
Cellobiose, Laktose, D-Mannit, Melezitose, L-Rhamnose, D-Ribose, D-Sorbit,
Trehalose und D-Xylose. Asculin wird manchmal verwertet. Arginin-Decarboxylase
ist nicht vorhanden. Nitratverwertung findet nicht statt. Der Peptidoglycantyp besteht
aus L-Lysin-D-iso-Asp. Die Zellwédnde beinhalten Teichonsauren. Der G+C Gehalt
(mol%) betragt 39 (Ty,).

2.2.3 Lactobacillus perolens Back, Bohak, Ehrmann, Ludwig, Pot,
Kersters and Schleifer sp. nov.

Lactobacillus perolens (Lactobacillus perolens sp. nov., a Soft Drink Spoilage

Bacterium; s. Kap. 3)

Lactobacillus perolens wurde zunachst aus alkoholfreien Getranke (AfG) isoliert und
dann auch in Bierwirze und WeilRbieren als potentieller Bierschadling nachgewiesen.
Im Unterschied zur Wein- und Bierherstellung werden alkoholfreie Getranke (AfG)
meist nicht auf biotechnologischem Wege hergestellt, weshalb das Auftreten von
Mikroorganismen normalerweise als Kontamination zu werten ist. Tatsachlich weisen
AfG einen sehr guten Eigenschutz auf, obwohl sie je nach Getranketypus in
Abhangigkeit von Zucker- und Fruchtsaftanteilen hohe Nahrstoffmengen enthalten
konnen und damit ein ideales Substrat fur Mikroben darstellen. Als Faktoren des

Eigenschutzes stellen sich dar:

Tiefe pH-Werte (2,5-3,7 (4,5))
Anaerobiose in karbonisierten Getranken

Olhaltige Essenzen

A

Nahrstoffmangel in Getranken auf Essenzenbasis und suf3stoffgesiuf3ten AfG

Insbesondere aufgrund der hohen Sauregehalte konnen lediglich nur wenige
acidotolerante oder acidophile Bakterien der Gattungen Alicyclobacillus,
Propionibacterium, Lactobacillus, Leuconostoc und Weissella als Verderbs-

organismen in Erscheinung treten (Yamazaki et al., 1996; Kusano et al., 1997). Nach
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Back (2000, 2008) handelt es sich bei den Milchsdurebakterien hauptsachlich um
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Weissella confusa, L. brevis,
L. buchneri, L. plantarum, L.rhamnosus und insbesondere um Vertreter der
L. casei/L. paracasei-Gruppe. Als obligat getrankeschadlich erwies sich zudem
L. perolens, der insbesondere durch massive Diacetylbildung (bis zu 7,5 ppm) zum
nachhaltigen Verderb alkoholfreier Getranke sowie von Weil3bieren fuhrte. Auf dieser
Eigenschaft beruht seine Namensgebung. L. perolens weist morphologisch grof3e
Ahnlichkeit mit den Vertretern der L. casei/L. paracasei Gruppe auf, wachst aber auf
MRS-Agar etwas langsamer und bildet lAngere und etwas schlankere Stadbchen. Wie
diese bildet er auf fakultativ heterofermentativem Weg L(+)-Laktat, unterscheidet sich
jedoch durch positive Melibiose- und negative Mannitverwertung. Die Zellwande
enthalten Glycerin-Teichonsauren und der G+C-Gehalt der DNS betragt zwischen 49
bis 53 mol%. Molekularbiologisch erfolgte die Analyse von L. perolens-Isolaten
mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese zur Bestimmung der Ganzzellproteine und
durch  vergleichende 16SrDNS Sequenzanalyse. Die elektrophoretische
Bestimmung der Ganzzellproteine ergab fir L. perolens-Stamme, im Vergleich zu
naheu allen bis 1999 bekannten Laktobazillen-Arten, sowie zu repréasentativen
Vertretern der Gattungen Pediococcus, Leuconostoc und Weissella, eine eigene
Einheit mit einer nur 65 %igen Ahnlichkeit zum n&chsten Nachbarcluster
(P. inopinatus, P. damnosus). Die Eigenstandigkeit von L. perolens wurde durch die
Sequenzierung der kompletten 16S rDNA bestéatigt. Hier betrug die Ahnlichkeit zu
allen bis 1999 in der 16S rDNS Datenbank vorhandenen Milchs&urebakterien

weniger als 93 %.

L. perolens wird folgendermal3en beschrieben:
L. perolens (per.o’lens, Latin prefix per through, penetrating; L. part. adj. olens

having an odor; M.L. part. adj. perolens offensive smelling).

Es handelt sich um fakultativ anaerobe grampositive, Katalase-negative, nicht
sporulierende, unbewegliche Stabchen mit runden Enden und einer Durchschnitts-
grolB3e von 0,7 bis 2,5 um. Die Stabchen treten einzeln, zu zweit oder in kurzen
Ketten auf. Die Kolonien auf MRS-Agar sind flach oder leicht erhaben, wellig oder
gezahnt, mit matter Oberflache und beiger bis schmutzig-weiRer Farbe und einem
durchschnittlichen Durchmesser von 2,5 mm. Wachstum findet bis 42 °C statt, mit
Optimum von 28 bis 32 °C, kein Wachstum unter 15 °C.
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Der Stoffwechsel ist fakultativ heterofermentativ unter Bildung von L(+)-Laktat. Saure
wird gebildet aus Melezitose, Melibiose, Amygdalin, D-Fruktose, D-Galaktose,
Cellobiose, Glukose, Maltose, D-Mannose, Raffinose, Saccharose, Trehalose und
manchmal aus L-Arabinose, D-Xylose, Dextrin, Laktose, Salicin, und D-Sorbit. Weder
Saure noch Gas werden gebildet aus: D-Ribose, D-Mannit und L-Rhamnose. Asculin
wird verstoffwechselt und es erfolgt keine Reduktion von Nitrat und keine Hydrolyse
von Gelatine. Arginin-Decarboxylase-Aktivitat ist nicht nachweisbar. Urease und H,S
werden nicht produziert. Die Zellwande enthalten Glycerin-Teichonsauren. Der mol%
G+C Gehalt der DNS betragt 49 bis 53 (T,), der des Typstammes 51 (Ty,).

Der Typ-Stamm von L. perolens ist unter DSM 12744" in der DSMZ hinterlegt (LMG
18396).

2.2.4 Lactobacillus backi Bohak, Thelen and Beimfohr sp. nov.

Lactobacillus backi (Description of Lactobacillus backi sp. nov., an Obligate Beer-

Spoiling Bacterium; s. Kap. 3)

Lactobacillus backi wéachst ohne Adaptationsphase in stark gehopften Bieren mit bis
32 EBC BU unter pH-Wert Absenkungen von 0,1 bis 0,2 Einheiten. Damit ist er den
obligat bierschadlichen Laktobazillen zuzurechnen, zu denen bislang in erster Linie
L. lindneri und Stdmme von L. brevis gehorten. Er unterscheidet sich von diesen
zellmorphologisch ganz klar und &hnelt L. coryniformis, da er unregelmafiige herz-,
keulen- und tropfenférmige Stabchen bildet, die einzeln, in Paaren oder in kurzen
gezackten Ketten mit 5 bis 10 Gliedern vorliegen. L. backi hat homofermentativen
Charakter, auf den aufgrund fehlender CO,-Bildung aus Glukose, Maltose und
Gluconat geschlossen wurde. Das Zuckerspektrum ist begrenzt: Saure wird nur aus
D-Fruktose, Glukose, D-Mannit, D-Mannose, Salicin und D-Sorbit gebildet. Der G+C-
Gehalt liegt bei 37 mol% (L. coryniformis: 45 mol%, Back, 1994a). Die Analyse der
16S rDNS Sequenzen (1483 bp, 1419 bp und 1428 bp) zeigt fur die drei
sequenzierten L. backi Stamme untereinander eine Ahnlichkeit von 99,3 % und ergibt
eine enge monophyletische Gruppe. Die Ahnlichkeit zu seinen phylogenetisch
nachsten Verwandten L. coryniformis ssp. coryniformis und L. coryniformis ssp.
torquens ist 96,2 bis 96,6 % bzw. 95,8 bis 96,3 %. Alle anderen Spezien sind
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entfernter verwandt, so dass L. backi als neue Art in der Gattung Lactobacillus

anzusehen ist.

Lactobacillus backi wird folgendermaf3en beschrieben:

Lactobacillus backi (ba.cki N.L. gen. n. of Back, named in honor to Werner Back, who
contributed to the general classification of beer-spoiling bacteria and brewing
microbiology).

Es handelt sich um grampositive, Katalase-negative, nicht sporulierende, meist
unregelméRige Stabchen mit runden Enden und einer Durchschnittsgréf3e von 0,7
bis 2,0 um. Zellmorphologisch ist groRe Ahnlichkeit mit L. coryniformis gegeben. Die
Zellen treten einzeln, paarweise und gelegentlich in kurzen Ketten auf. Die Kolonien
auf NBB-Agar sind klein (1 bis 2 mm), flach oder leicht erhaben, weil3 und glatt.
L. backi wachst gut unter fakultativ anaeroben Bedingungen bei einem Temperatur-
optimum von 28 °C. Das Temperaturmaximum liegt bei 36 °C. Wachstum unter 15 °C
wurde nicht festgestellt. Wachstum findet bei pH-Werten von 4,5 bis 6,5 statt (kein
Wachstum tber pH 8,0). Der Stoffwechselweg ist homofermentativ unter Produktion
von DL-Laktat. Saure wird nur gebildet aus D-Fruktose, Glukose, D-Mannose, Salicin
und manchmal aus D-Sorbit und D-Mannit. Es wurde keine Gasbildung aus Glukose
und Gluconat festgestellt. Asculin wird nicht verwertet und Gelatine wird nicht
hydrolisiert. Arginin-Decarboxylase Aktivitat ist nicht nachweisbar. Urease und H,S
werden nicht produziert und es erfolgt keine Nitratreduktion. Der G+C Gehalt der
DNS betragt 37 mol% (Tn,). Der Typstamm, hinterlegt bei der DSMZ, hat die Nummer
DSM 18080" (LMG 23555 7).
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Summary

Chemotaxonomic studies were performed on strains of lactobacilli of uncertain taxonomic position
isolated from spoiled beer. Five strains were found to be distinct from other Lactobacillus species. Their
morphology and physiology agree with that of a Lactobacillus species which was previously designated
“Lactobacillus lindneri”. The separate species status of these strains was confirmed by comparative 16S
rRNA gene sequence analysis. We propose L. lindneri as a valid species of the genus Lactobacillus. Strain
DSM 20690 is proposed as the type strain. An rRNA targeted oligonucleotide probe allows a reliable

identification of L. lindneri.

Key words: Lactobacillus lindneri — Oligonucleotide probe — Taxonomy

Introduction

The first mention of “Lactobacillus lindneri” was made
in 1901 by Henneberg as “Bacillus lindneri” (Henneberg,
1901). Further specifications of these organisms were
given by Lindner (1909) (“Bacillus lindneri”) and 1926 by
Henneberg (“Bacterium lindneri”). In these publications
the strains have already been recognized as typical spoiling
organisms of “hopped lager beer”. They were charac-
terized by an optimal growth temperature of 21°C to
23°C, with a maximum at 33 °C, a narrow range of car-
bohydrate fermentation as well as a relatively high ethanol
tolerance (9%). Cultivation in beer results in a remarkable
increase of cell length (up to 20 wm) whereas on the other
hand very short or almost coccoid cells forming chains
comparable to those of streptococci have been observed
under optimal growth conditions. The physiological prop-
erties were typical for that of beer spoiling bacteria (Back,
1981). Organisms with very similar properties were also
described by Eschenbecher as Lactobacillus brevis var.
lindneri (Eschenbecher, 1968). In the present study typical
beer spoiling lactobacilli, whose cell morphology resemb-
les that of “Bacterium lindneri” (Henneberg, 1926), were

physiologically and genotypically characterized to clarify
their taxonomic status.

Material and Methods

Organisms and growth conditions. The bacterial strains
studied and reference strains used for evaluating the probe
specificity are listed in Table 1. Strains L2, L182, L40 and L23
were isolated from spoiled beer bottles or brewing yeast. The
typical beer spoiling organisms were cultivated on NBB-media
(Back, 1980) and the other lactobacilli on MRS-Medium (De
Man et al., 1960) at the optimum temperature of 25 to 27°C.
Cultures were incubated with a CO, overlay. Pure cultures were
stored in glycerol at —20°C.

Physiological and biochemical tests. The physiological and
biochemical tests were carried out as previously described (Back,
1978). DNA base composition was determined by the thermal
denaturation method according to Huss et al., (1983). Cell walls
were prepared and analysed by the method of Schleifer and
Kandler (1972). Methods used to extract and detect teichoic acid
were described by Fiedler et al. (1981) and Albertsheim et al.
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Table 1. Origin of strains studied and reaction of membrane bound nucleic acids

with probes

Species Strain® Reaction with probe
Lbl universal
Lactobacillus lindneri DSM 20690 + +
Lactobacillus lindneri WS L2 + +
Lactobacillus lindneri WS L40 + +
Lactobacillus lindneri WS L182 + +
Lactobacillus lindneri WS L23 + +
Lactobacillus acidophilus DSM 200797 — A
Lactobacillus collinoides DSM 205157 - +
Lactobacillus brevis DSM 200547 - ¥
Lactobacillus buchneri DSM 200577 - +
Lactobacillus fermentum DSM 200527 - +
Lactobacillus fructivorans DSM 202037 - +
Lactobacillus hilgardii DSM 201767 - +
Lactobacillus plantarum DSM 201747 - +
Lactobacillus pentosus DSM 203147 - +
Lactobacillus reuteri DSM 200167 - +
Lactobacillus sanfrancisco DSM 204517 — +

! DSM, Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, Braun-
schweig, Germany; WS, Lehrstuhl fiir Technologie der Brauerei I, Technische
Universitat Miinchen, Weihenstephan, Germany

(1967). The electrophoretic mobility of L-LDH and D-LDH was
examined by the method of Hensel et al. (1977).

16S rRNA sequence analysis. Genomic DNA was extracted
and purified as described by Lewington et al. (1987).

In vitro amplification of 16S rRNA genes and direct sequenc-
ing of the amplified DNA-fragments were done as previously
described (Springer et al. 1993).

Data ana_l]ysis. The total 16S rRNA sequences of L. lindneri
DSM 20690" (T = type strain), L. lindneri L2 and L. lindneri L40
were determined and deposited in the EMBL sequence data bank.
Accession numbers are X95421, X95422, and X95423, respec-
tively.

The 16S rRNA primary structure was added to an alignment
of more than 4000 homologous bacterial sequences. Similarity
matrix (Table 2) and parsimony analyses of a set of relevant
sequences including all available 16S rRNA sequences from
gram-positive bacteria with low DNA G+C contents (Van de
Peer et al., 1994; Maidak et al., 1994) were performed by using

the ARB program package (Strunk et al., submitted for publica-
tion).

In addition the program fast DNAml (Maidak et al., 1994) was
used for maximum likelihood analysis of a smaller data set in-
cluding 16S rRNA sequences of selected representatives of lac-
tobacilli (Fig. 1).

Design and evaluation of a rRNA-targeted oligonucleotide
probe specific for Lactobacillus lindneri. Probe design, dot blot
hybridizations with radioactively labeled probes and evaluation
of specificity were performed as previously described (Ebrmann
etal.,, 1992). The sequence of the oligonucleotide used as specific
probe for L. lindneri (Lbl) was S'TCG GTC AGA TCT ATC
GTC 3'. The sequence of the universal probe (606R) used for
control hybridizations was 5'GGT GTG ACG GGC GGT 3. For
each probe the hybridization temperature was 40 °C, whereas the
temperature for specific washing was 50 °C for Lbl and 46 °C for
the universal probe.

Table 2. Matrix of overall 16S rRNA sequence similarity values for Lactobacillus spp.

Species % rRNA sequence similarity with
E.coli L. buchneri L. bhilgardii L. fructi- L. kefir L.lindneri  L.san-
strain K12 DSM LMG vorans DSM DSM francisco

200577 11696 DSM 205877 206907 DSM
202037 204517

E. coli strain K12 100

L. buchneri DSM 200577 76.91 100

L. hilgardii LMG 11696 77.67 97.28 100

L. fructivorans DSM 202037 77.81 93.68 93.79 100

L. kefir DSM 205877 77.44 97.96 96.10 94.16 100

L. lindneri DSM 20690 76.43 91.54 92.30 96.16 93.06 100

L. sanfrancisco DSM 204517 77.09 91.71 92.06 94.64 93.26 96.71 100

' DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany; LMG, Laboratorium voor Micro-

biologie, Universiteit Gent, Belgium; T, type strain
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L. sanfrancisco L. lindneri
L. fructivorans
L. hilgardii
L. kefir
L. buchneri
5%
E. coli

Fig. 1. Phylogenetic tree showing the relationships of L. lindneri
and related lactobacilli. The tree was constructed by using a max-
imum-likelihood approach as implemented in the fastDNAml
program of Olsen (Maidak et al., 1994. The tree was based on a
data set of sequences that included only positions which are
shared by individual residues in at least 50% of all available
Lactobacillus 16S rRNA sequences. The bar indicates 5% esti-
mated substitutions per sequence position.

Results and Discussion

Morphological, physiological and biochemical
properties

The studied beer spoiling bacteria showed changes in
their cell morphology depending on strain and cultivation
methods. In beer the cells grew to very long regular rods
occurring singly or in pairs. In media like NBB, which
allow optimal growth, cells were either pleomorphic rods
with sharp-edged ends or coccoid, sometimes occurring in
chains (Back, 1994). All strains studied spoiled beers usu-
ally by causing turbidity, sedimentation as well as acidifi-
cation. Their natural habitat in breweries were fermenta-
tion rooms, storage cellars and yeast stores. The capability
of beer spoilage of the strains studied, mainly depended on
the nutrient supply of the media.

In beer ethanol concentrations up to 7% and a relatively
high hop content (45 bitter units) were tolerated. Growth
was significantly enhanced by the presence of so far un-
identified products from yeast metabolism (data not
shown).

The strains studied can be clearly distinguished from
other beer spoiling bacteria by a narrow range of carbohy-
drate utilization. Only glucose, maltose and in some cases
fructose are fermented. Gas is produced from glucose but

not from gluconate. Ammonia is not formed from ar-
ginine. As exspected from their spoiling potential low pH-
values (3.8 to 3.9) are tolerated in beer.

The low G+C content of 35 mol% distinguishes them
from other known beer spoiling species of lactobacilli con-
taining G+C compositions of 39 to 46 mol% (Back,
1994). The strains contain no teichoic acid (Schillinger,
1985).

All strains isolated from beer clearly differ from strains
isolated from sourdough which have been described by
Spicher and Schréder (1978) and designated “L. brevis
var. lindneri”. Chemotaxonomic and DNA-DNA hybrid-
ization studies clearly indicate that the latter strains are
more closely related to L. sanfrancisco. (Weiss and Schil-
linger, 1984; Schillinger, 1985). DNA of strains of “L.
brevis var. lindneri” isolated from sourdough showed high
similarity values (97-101%) to DNA of L. sanfrancisco
DSM 20451 and their cell wall contain the same type of
murein (Lys-DAla) whereas the peptidoglyan of L. lindneri
described in this publication is of the Lys-DAsp type. In
this context a separate species statuts of L. lindneri has
already been recognized by Schillinger but no valid species
description has been published so far (Schillinger, 1985).

Phylogenetic relationship

The 16S rRNA sequences of the strains L. lindneri DSM
206907, L2 and L40 were determined and deposited in the
EMBL sequence data bank.

Thy phylogenetic tree (Fig. 1) shows a close relationship
to L. sanfrancisco originally isolated from sourdough.

Probe design and hybridization studies

Comparative analysis of 165 rRNA gene sequences re-
vealed a region that can be used as a specific target site.
The specificity of the probe was checked by dot blot hyb-
ridization to membrane-bound crude nucleic acids of 16
different Lactobacillus strains. No cross-hybridization to
nucleic acids of 11 different Lactobacillus species used as
controls could be detected. Apart from L. lindneri DSM
206907, nucleic acids from four additional strains of L.
lindneri reacted with the probe (Table 1).

Description of Lactobacillus lindneri (ex Bergey et al.
1923) nom. rev.

L. lindneri (lind’neri. L. gen. n. lindneri of Lindner, re-
ferring to Lindner, a German bacteriologist).

Cells are rod-shaped (0.9 to 5 um depending on the
media), occurring singly, in pairs or in chains. Dependent
on the medium some strains show a strong tendency to
alter their cell length and chain length. Colonies are usual-
ly small (2mm), smooth, low convex and flat with white
colour on NBB-agar. Cells are gram-positive, non-motile;
microaerophilic, catalase negative and heterofermentative.
Growth occurs at 15 °C to 30 °C but not above, optimum
at 22°C to 25°C; growth occurs at initial pH values of
5.8, some strains at 5.4; optimum at pH 4.6 to 5.2; no
growth at or above pH 6.5.

Acid and gas are produced from glucose and maltose
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and in some cases from fructose. Neither acid nor gas are
produced from amygdalin, arabinose, cellobiose, dextrin,
galactose, gluconate, lactose, mannitol, mannose, melezit-
ose, melibiose, raffinose, rhamnose, ribose, sucrose, sor-
bitol, salicin, trehalose, xylose. Aesculin and gelatine are
not hydrolysed; arginine decarboxylase was not detected.
Urease and H,S are not produced; nitrate is not reduced to
nitrite. All strains produce DL-lactate. The peptidoglycan
is of the lysine-D-iso-asparagine (Lys-DAsp) type and cell
wall do not contain teichoic acid. Electrophoretic mobility
of L-LDH and D-LDH is 1.15 and 1.61, respectively
(Back, 1987).

The mol% G+C content of DNA is 35 mol% (Ty);

Habitat: isolated from spoiled beer;

The type strain is DSM 20690.
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Summary

Some of the strains used for the biological acidification in breweries belong to L. delbrueckii subsp. del-
brueckii, L. delbrueckii subsp. lactis or L. fermentum. However, more recent studies showed that most
strains isolated are physiologically different from the above mentioned species and were tentatively allo-
cated to Lactobacillus amylovorus. Genotypic studies of 25 strains exclusively isolated from beer malts
and beer worts, showed, that there were differences to the type strain of L. amylovorus concerning
DNA-DNA similarities and the sequences of their 16S and 23S rRNA genes. Therefore, we propose to
combine these strains in a new species of the genus Lactobacillus, namely L. amylolyticus. Strain DSM
11664 is proposed as the type strain. An rRNA targeted oligonucleotide probe was designed that allows
a fast and reliable identification of Lactobacillus amylolyticus.

Key words: Lactobacillus amylolyticus — Thermophilic lactobacilli — Acidification of beer malt and beer

wort — Oligonucleotide probe — Taxonomy

Introduction

The natural development of thermophilic lactic acid
bacteria in malt mashes had already been examined by
LINDNER (1887). In 1896 LEICHMANN described lactic
acid forming rods producing lactic acid in distillery-
mashes used for the acidification of yeast. He called them
“Bacillus Delbriicki” (LEICHMANN, 1896). LAFAR also
isolated from acidified yeast mashes a lactic acid forming
bacterium that he referred to as “Bacillus acidificans
longissimus” (LAFAR, 1896). Later on, it was found to be
identical with “Bac. Delbriicki” (HENNEBERG, 1901).
The main characteristics of representatives of this species
are according to HENNEBERG (1901, 1905) as follows:
They occur predominantly on germinated barley, green
malt and cured malt. They grow well in unhoped beer
wort at an optimum temperature of 47 °C to 48 °C. They
form D(-)-lactic acid, whereby in the presence of air the
lactate production was significantly lower than under
anaerobic growth conditions.

The so called “biological acidification” of beer mashes
and/or beer worts considerably improves the quality of
beer (NARzISS and HEIDEN 1971, NARzISS and KIENINGER
1973, Back 1994). It is still carried out, as originally de-
scribed bei JOERGENSEN (1909), by applying thermophilic
lactobacilli. The strains used for the biological acidifica-

tion in breweries are known under the name “Del-
brueckii-cultures”. Indeed, some of these strains may be-
long to L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii
subsp. lactis and L. fermentum. However, more recent
studies showed that most strains isolated are physiologi-
cally different from the above mentioned species. They
were tentatively allocated to Lactobacillus amylovorus
(Back, 1988).

During the last years genotypic studies of strains of
L. amylovorus exclusively isolated from beer malts and
worts, showed, that there were differences to the type
strain of L. amylovorus. However on the basis of physio-
logical and biochemical properties it is very difficult to
distinguish them from strains of L. amylovorus. There-
fore in the present study a polyphasic approach was used
to clarify their taxonomic status.

Material and Methods

Organisms and growth conditions. The bacterial
strains studied and reference strains for evaluating the
probe specificity are listed in Table 1. The strains named
LA were isolated exclusively from acidified beer malts

-60 -



3 Originalveréffentlichungen (Original Papers)

Lactobacillus amylolyticus sp. nov., Isolated from beer malt and beer wort 361

Table 1. Origin of strains studied and reaction of membrane
bound nucleic acids with rRNA-targeted oligonucleotide probe
specific for L. amylolyticus.

Species Strain Reaction
with probe

Lactobacillus amylolyticus LAS +
Lactobacillus species LA 1-4 +
Lactobacillus species LA 6 +
Lactobacillus species LA S8 +
Lactobacillus species LA 10 -
Lactobacillus species LA 13-19 +
Lactobacillus species LA 20 +
Lactobacillus species LA 25-27 +
Lactobacillus species LA 29 +
Lactobacillus species LA 31-32 -
Lactobacillus species LA 34 +
Lactobacillus species LA 37 -
Lactobacillus species LA 39 +
Lactobacillus acidophilus DSM 200797 -
Lactobacillus alimentarius LMG 91877 -
Lactobacillus alimentarius LMG 99188t2 -
Lactobacillus alimentarius LMG 9189 -
Lactobacillus amylovorus LMG 9496t2 -
Lactobacillus amylovorus DSM 20552 -
Lactobacillus crispatus LMG 94797 -
Lactobacillus delbrueckii BMEF sie 38 45e -
Lactobacillus fermentum LA 11 -
Lactobacillus gallinarium LMG 9435 -
Lactobacillus gasseri DSM 20243 -
Lactobacillus helveticus WS 176 -
Lactobacillus johnsonii LMG 9436 -

BMF - Bundesanstalt fiir Erndhrung, Karlsruhe, Germany

DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorgansimen und Zell-
kulturen, Braunschweig, Germany

LA — Lehrstuhl fiir Technologie der Brauerei I, TU Miin-
chen, Freising-Weihenstephan

LMG - Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent,
Belgium

WS  — Forschungszentrum fiir Milch und Lebensmittel, TU
Miinchen, Freising-Weihenstephan

and acidified beer worts. These typical thermophilic bac-
teria were cultivated on MRS-Medium (DEMAN et al.,
1960) at their optimum temperature of 48 °C. Cultures
were incubated in the presence of CO,. Pure cultures
were stored both in glycerol at =20 °C and in unhoped
wort at 4 °C. The latter storage method required a trans-
fer to fresh medium every second week.

Physiological and biochemical tests. The physiological
and biochemical tests were carried out as previously de-
scribed (BAck, 1978). The only difference was the incu-
bation temperature of 36 °C for carbohydrate fermenta-
tion tests and arginine cleavage. The determination of
D- and L-lactate acid was carried out enzymatically as
described in Boehringer’s Manual (BOEHRINGER, 1984).
DNA base composition was determined by the thermal
denaturation method according to Huss et al. (1983).

Cell walls were prepared and analysed by the method
of SCHLEIFER and KANDLER (1972). Methods used to ex-
tract and detect teichoic acid were described by FIEDLER
et al. (1981) and ALBERSHEIM et al. (1967).

DNA-DNA hybridization. DNA-DNA hybridization
was done as filter hybridization as described by OWEN
and PITCHER (1985) for the organisms listed in Table 2
with L. amylolyticus LA 5 - DNA as probe DNA. The
probe DNA was labeled with the Random Primed DNA
Labelling Kit from Boehringer Mannheim (Mannheim,
Germany) and [0-*?P]-CTP (NEN DuPont de Nemours
GmbH, Dreieich, Germany) with a specific activity of
111 Tbg/mmol as radiolabelled nucleotide.

Phylogenetic analysis. The total 16S rRNA and 23S
rRNA gene sequences of L. amylolyticus (LA 5) DSM
11664™ (T = type strain) were determined as well as the
total 16S rRNA gene sequence of L. crispatus DSM 205847
and deposited in the EMBL sequence data bank. Accession
numbers are Y17361, Y17360 and Y17362, respectively.

In vitro amplification and direct sequencing of 16S as
well as 23S rRNA encoding DNA fragments were done
as described earlier (SPRINGER et al., 1992; LubwiIG et al.,
1992). The new 16S and 23S rRNA sequences were fit-
ted into alignments of about 8000 and 200, respectively,
homologous full and partial primary structures available
in public databases (LupwiG, 1995). Distance matrix,

Table 2. DNA-DNA hybridization studies under optimal (25 °C below melting temperature of DNA) and and stringent (10 °C
below melting temperature of DNA) conditions. DNA of Lactobacillus sp. LA 5 was used as probe DNA.

Species Strain Hybridization conditions

optimal stringent
Lactobacillus species LAS 100 100
Lactobacillus species LA3 89,8 = 10 89,0 = 10
Lactobacillus species LA 29 79,92 78,2 %2
Lactobacillus species LA 39 109,2 +2 95,34
Lactobacillus acidophilus DSM 200797 28,4+ 10 n.d.
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 17,7+ 2 n.d.
Lactobacillus crispatus DSM 20584 T 20,73 n.d.
Lactobacillus intestinalis DSM 66297 21,0+ 2 n.d.

n.d.: not determined
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maximum parsimony and maximum likelihood methods
were applied for tree reconstructions as inplemented in
the ARB software package (STRUNK et al., 1997). Differ-
ent data sets varying with respect to included outgroup
reference organisms (sequences) as well as alignment po-
sitions were analyzed.

Results

Phenotypic properties

The studied thermophilic obligately homofermenta-
tive lactobacilli used for acidification of beer wort and/or
beer mash showed during growth in the exponentially
phase long, regular rods with rounded ends occurring
singly, in pairs or in chains. In older cultures the cells
were significantly shorter.

All strains studied grew well in unhoped beer worts
and decreased the pH in these media from 5,7-5,5 to
3,3-2,9 within 24-48 h while producing 0,9-1,7% lactic
acid (refer to worts containing extracts of 10% (w/w)
and 16% (w/w), respectively). The capability of acidifi-
cation power depended on the nutrient supply of worts.
As the strains could neither grew in hoped wort (also in
wort containing only traces of hop) nor in beer, they have
no-beerspoiling character. The strains are used in the
brewing process as pure cultures to decrease the pH of
wort before the onset of the yeast fermentation with the
effect of lower end-pH in beer (up to 4,1-4,4).

Dextrin, fructose, galactose, glucose, maltose, man-
nose, sucrose and in some cases salicine, esculin, amyg-
dalin, melibiose and raffinose were fermented. Gas was
neither produced from glucose, maltose nor gluconate.
Ammonia was not formed from arginine. All strains pro-
duced DL-lactic acid .The peptidoglycan was of the L-ly-
sine-D-iso-asparagine (L-Lys - D-Asp) type and cell walls
contained teichoic acid. The G+C content of the DNA is
39 mol%.

16S rRNA sequence analysis

16S and 23S rRNA encoding DNA from Lactobacillus
amylolyticus as well as 16S rDNA from L. crispatus were
amplified iz vitro and directly sequenced. A comparative
database analysis revealed highest overall 16S rRNA se-
quence similarities (95.4-98.9%; Table 3) for both or-
ganisms with L. acidophilus, L. amylovorus, L. intesti-
nalis and L. helveticus. These six species represent a
monophyletic subcluster of the socalled L. acidophilus
group (SCHLEIFER and LubwiG, 1995). The phylogenetic
structure of the group is shown in Figure 1. The 23S
rRNA sequence was compared with the corresponding
primary structure of L. delbrueckii. The overall 23S
rRNA similarity of L. amylolyticus and L. delbrueckii
(89.6%; Table 3) is somewhat lower than the corre-
sponding value for their 16S rRNAs (92.5%; Table 3)
demonstrating the higher content of variable positions
within bacterial 23S rRNA primary structures (LUDWIG
and SCHLEIFER, 1994).

Design and evaluation of a rRNA-targeted oligo-
nucleotide probe specific for L. amylolyticus and
hybridization studies

Probe design, dot blot hybridizations with radioactive
labeled probes and evaluation of specifity were per-
formed as previously described (EHRMANN et al., 1992).
Comparative analysis of the 16S rRNA gene sequence re-
vealed a region that can be used as a specific target site.
The sequence of the oligonucleotide used as specific
probe for L. amylolyticus was 5’-CCGAAGTAGATCT-
GTTAG-3’. The sequence of the universal probe (97K)
used for control hybridizations was 5>-CTGCTGCCTC-
CCGTA-3".

The hybridization temperature for the specific probe
was 50 °C and for the universal probe 40 °C, whereas
the temperature for specific washing was 51 °C for the
specific probe and 44 °C for the universal probe.

Table 3. Overall 165 (lower left part) and 235 rRNA (upper right) sequence similarities of L. amylolyticus and other members of the
L. amylophilus group. L. sake was included as an outgroup representative. Abbreviations: ace, L. acetotolerans; aci, L. acidophilus;
ami, L. amylophilus; amo, L. amylovorus; amy, L. amylolyticus; cri, L. crispatus; del, L. delbrueckii; gas, L. gasseri; hel, L. helveti-

cus; int, L. intestinalis; jon, L. johnsonii; L, Lactobacillus.

Organism Overall rRNA sequence similarity (%)
amy int aci amo cri hel del ace gas john ami
L. amylolyticus 89.6
L. intestinalis 96.1
L. acidophilus 96.0 94.9
L. amylovorus 96.8 95.5 98.1
L. crispatus 96.4 95.4 98.3 98.9
L. helveticus 95.7 96.0 98.4 98.2 98.6
L. delbrueckii 92.5 91.7 92.8 92.6 92.9 93.9
L. acetotolerans 93.0 92.6 93.5 93.9 93.7 95.3 91.8
L. gasseri 91.9 91.3 91.8 91.8 91.8 94.0 90.9 91.7
L. johnsonii 91.9 91.4 91.8 91.4 91.8 93.7 91.0 91.8 99.4
L. amylophilus 89.4 89.5 88.7 89.2 89.4 91.1 88.4 90.8 90.6 90.7
L. sake 87.0 86.5 86.9 87.0 87.2 88.5 87.0 87.6 88.3 88.3 90.0
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L. amylolyticus

L. delbrueckii

L. acetotolerans

L. johnsonii
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Fig. 1. 16S rRNA based tree reflecting the relationships of Lac-
tobacillus amylolyticus and its closest relatives among the mem-
bers of the L. acidophilus group of lactobacilli. The topology of
the tree is based on the results of a maximum likelihood analy-
sis. Only sequence positions which share identical residues
among 50% of all available (almost) complete 16S rRNA se-
quences from the L. acidophilus group were included for tree
reconstruction. Multifurcations indicate that a common relative
branching order was not supported by the results obtained per-
forming different treeing methods. The bar indicates 10% esti-
mated sequence divergence.

The specifity of the probe was checked by dot blot hy-
bridization to membrane bound crude nucleic acids of 38
different Lactobacillus strains (Table 1). No cross-hy-
bridization to nucleic acids of 13 different Lactobacillus
species used as controls could be detected. Apart from L.
amylolyticus LA S, nucleic acids from 24 additional
strains of L. amylolyticus reacted with the probe.

DNA-DNA hybridization was done under optimal
and stringent hybridisation conditions. The calculated
similarity values are given in Table 2.

Discussion

According to comparative 16S rRNA sequence analy-
sis, L. amylolyticus clearly is a member of the L. aci-
dophilus group of lactobacilli (Schleifer and Ludwig,
1995). The phylogenetic relationships among the repre-
sentatives of this group are shown in Figure 1. A com-
mon origin of L. amylolyticus and L. intestinalis is sup-
ported by the majority of phylogenetic analyses per-
formed by applying alternative treeing methods. Howev-
er, the significance of a common root of these two species
is low as indicated by the (in relation to the overall
branch lengths of the tree) short common branch. For
the cluster of the closest relatives comprising L. acido-
philus, L. amylovorus, L. crispatus and L. helveticus a
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relative intracluster branching order could not be unam-
bigously resolved. These species share a narrow range of
16S rRNA sequence similarity (98.1-98.9%; Table 3).
The separate species status of L. amylolyticus is clearly
supported by comparativel6S rRNA sequence analysis
and DNA-DNA similarity studies.The overall 16S rRNA
sequence similarities with the closest related Lactobacil-
lus species are less than 97% and DNA-DNA similarity
are below 70% justifying a separate species status
(Wayne et al., 1987).

Description of Lactobacillus amylolyticus Bohak,
Back, Richter, Ehrmann, Ludwig and Schleifer sp. nov.

L. amylolyticus (a.my.lo.ly’ti.cus. Gr. n. amylum
starch, Gr. ad. lyticus able to loose; M.L. adj. amylolyti-
cus starch-digesting

Gram-positive, non spore-forming rods with rounded
ends, generally 0,7-0,9 pm by 5-20 pm, occurring single,
in pairs or short chains, catalase-negative. Non-motile.
Colonies on MRS flat, rough, dull surface, beige to dirty-
white colour; diameter 2-3 mm. Microaerophilic; growth
in agar stabs occurs througout the stab but not up to the
surface. Can grow up to 52 °C; optimum at 45 °C to
48 °C; no growth at 20 °C. Optimum at pH 5 to 5.5, no
growth below pH 3,5 or above pH 6. Obligately ho-
mofermentative, producing DL-lactic acid. Acid is pro-
duced from dextrin, fructose, galactose, glucose, maltose,
mannose, sucrose and in some cases from salicine, amyg-
daline, raffinose and melibiose. Neither acid nor gas are
produced from arabinose, cellobiose, lactose, mannitol,
melezitose, rhamnose, ribose, sorbitol, trehalose and xy-
lose. Esculin is hydrolysed in some cases; arginine decar-
boxylase was not detected. Urease and H,S are not pro-
duced; nitrate is not reduced to nitrite. The peptidogly-
can is of the L- lysine-D iso-asparagine (L-Lys - D-Asp)
type. Cell walls contain teichoic acid. The mol% G+C
content of DNA is 39 (Ty).

Habitat: Brewery, unhoped wort, malt-mash, malt

The type strain is DSM 11664.
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Summary

Lactic acid bacteria that are able to spoil soft drinks with low pH comprise a limited number of acido-
tolerant or acidophilic species of the genera Lactobacillus, Leuconostoc and Weissella. Various Gram-
positive rods causing turbidity and off-flavour were isolated from orange lemonades. Physiological and
biochemical studies including SDS-PAGE whole-cell protein analysis showed a homogeneous group of
organisms. The 165 rRNA gene sequence analysis of two representatives revealed that they formed a
phylogenetically distinct line within the genus Lactobacillus. All strains were facultatively heterofermen-
tative, producing L-lactic acid. Based on the data presented a new species L. perolens is proposed. The
name refers to the off-flavour caused by high amounts of diacetyl. The type strain of L. perolens is DSM
12744 (LMG 18936).

A rRNA targeted oligonucleotide probe was designed that allows a fast and reliable identification of
L. perolens.

Key words: Lactobacillus perolens — Spoilage of soft drinks — Oligonucleotide probe — Protein patterns —

Taxonomy

Introduction

In contrast to beer and wine soft drinks are not neces-
sarily produced by microbiological processing. Therefore
the appearance of microorganisms normally has to be
rated as an undesirable contamination. Indeed soft drinks
though usually containing a lot of nutrients (according to
the type of beverage and the rate of juice) show a very
good self protection against spoilage by microorganisms.
This is attributed to (1) low pH (2.5 to 4.5) caused by
high concentrations of fruit acids, (2) anaerobic condi-
tions in carbonated soft drinks, (3) essential oils (especial-
ly in citrus lemonades) and (4) lack of nutrients (only in
bright lemonades without juice). As a result of these
properties only a limited number of acidotolerant or aci-
dophilic bacteria of the genera Alicyclobacillus, Propioni-
bacterium, Lactobacillus, Leuconostoc and Weissella are
able to grow in soft drinks (Kusano et al., 1997; Ya-

* Present address: Lehrstuhl fiir Technische Mikrobiologie, Tech-
nische Universitdt Miinchen-Weihenstephan, Freising, Germany
** Present address: Science Department, Yakult Belgium SA/NV,
Brussel, Belgium

0723-2020/99/22/03-354 $ 12.00/0

MAZAKI et al., 1996). Among the lactic acid bacteria rele-
vant organisms belong to Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Weissel-
la confusa, Lactobacillus brevis, L. buchneri, L. plan-
tarum and representatives of the L. casei — L. paracasei
group as most prevalent bacteria (BAck, 1993; 1999).

FUNAHASHI et al. (1998) isolated three facultatively
heterofermentative Lactobacillus strains with a weak
beer-spoilage activity from Japanese brewery environ-
ment. Moreover, phenotypic and genotypic analysis re-
vealed that these strains were not related to any known
Lactobacillus species, so far.

This paper describes the physiological and biochemi-
cal characteristics of various strains isolated during the
last years from spoiled lemonades from European origin.

Comparative sequence analysis of 16S rDNA showed
significant similarity to the 16S rRNA gene of a represen-
tative strain LA-6 of the above mentioned beer spoilage
lactobacilli from Japanese breweries. On the basis of the
data presented a new species Lactobacillus perolens is
proposed.
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Materials and Methods

Organisms and growth conditions: The origin of the L. pero-
lens strains studied is given in Table 1. Reference strains for
evaluating the probe specificity are listed in Table 2. The L.
perolens strains were cultivated on MRS-medium (DE MAN et
al., 1960) at their optimum growth temperature (28 °C). Cul-
tures were incubated in the presence of CO,. Pure cultures were
stored in glycerol at 20 °C.

Physiological and biochemical tests: The physiological tests
were carried out as described by BAck (1999). The determination
of D- and L-lactic acid was carried out enzymatically according
to the manufacturer’s instructions (Boehringer, Mannheim). Di-
acetyl was determined by the method of MEBAK (PFENNINGER,
1996). DNA base composition was determined by the thermal
denaturation method according to Huss et al. (1983).

Cell walls were prepared and analysed by the method of
ScHLEIFER and KANDLER (1972) with the exception that ascend-
ing thin layer chromatography on cellulose sheets instead of
paper chromatography was used. Methods used to extract and
detect teichoic acid were described by FIEDLER et al. (1981) and
ALBERSHEIM et al. (1967).

SDS-PAGE of whole-cell proteins: All strains were grown on
MRS agar at 30 °C for 48h. Whole-cell protein extracts were
prepared and SDS-PAGE analysis was performed as described
previously (POT et al., 1994). Registration of the protein elec-
trophoretic patterns, normalization of the densitometric traces,
grouping of the strains by the Pearson product moment correla-
tion coefficient (r) and UPGMA cluster analysis were performed
by the techniques described by POT et al. (1994) using the soft-
ware package GelCompar (Version 4.2; Applied Maths, Kor-
trijk, Belgium).

Phylogenetic analysis: The total 16S rRNA gene sequences of
L. perolens L 532 and L 534 were determined. In vitro amplifi-
cation and direct sequencing of 16S rRNA genes encoding DNA
fragments were done as described earlier (SPRINGER et al., 1992;
LupwiG et al., 1992). The total 16S rDNA sequences were fitted
into alignments of about 16.000 homologous full and partial
primary structures available in public databases (LubwiG,
1995). Distance matrix, maximum parsimony and maximum
likelihood methods were applied for tree reconstructions as im-
plemented in the ARB software package (LUDWIG and STRUNK,
1997). Different data sets varying with respect to included out-

Table 1. Origin of L. perolens strains.
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Table 2. Reactions of hybridizations of different crude nucleic
acids isolated from lactobacilli with DNA probe (Lbkp) specific
for L. perolens.

Reaction with probe

Species Strain® Lbkp universal
L. perolens L:533 + +
L. perolens L 534 + +
L. perolens 1:5327 + +
L. perolens L48 + +
L. perolens L 50 + +
L. perolens L592 + +
L. perolens L 426 + +
Lactobacillus sp. L 394 - +
Lactobacillus sp. L 636 - +
L. kefiranofaciens WS 2465 - +
L. crispatus LMG 11440 - +
L. amylovorus LMG 9496127 - +
L. amylovorus DSMZ 20552 - +
L. acidophilus DSMZ 200797 - +
L. johnsonii LMG 94367 - +
L. helveticus WS 176 - +
L. gasseri DSMZ 20243 - +
L. delbrueckii Sie J845e - +
L. alimentarius LMG 9187" - +
L. gallinarum LMG 9435 - +

2 DSMZ - Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zel-
lkulturen, Braunschweig, Germany; LMG — BCCM™/LMG
Bacteria Collection, Laboratorium voor Microbiologie, Gent,
Belgium; WS — Weihenstephan, Germany.

group reference organisms (sequences) as well as alignment po-
sitions were analyzed.

Probe design, dot blot hybridizations: Comparative analysis of
the 16S rRNA gene sequence revealed a region that can be used as
a specific target site. The sequence of the oligonucleotide used as
specific probe for L. perolens was 5> - GGTAATTGGTGATG-
CAAG - 3°. The sequence of the universal probe (97K) used for
control hybridizations was 5’- CTGCTGCCTCCCGTA - 3.

Species Strain® Source Year Geographic area

Lactobacillus perolens DSMZ 12744 Orange lemonade 1987 Germany (G)
(L 532) (O))
(LMG 18936")

L. perolens L 48 (LMG 18937) Ol 1985 G

L. perolens L 50 Ol 1987 G

L. perolens DSMZ 12745 Ol 1985 Netherlands
(L 533)
(LMG 18938)

L. perolens L 534 Ol 1988 G

L. perolens L 426 (LMG 18939) Beer wort 1991 G

L. perolens L 592 (LMG 18940) Wheat beer 1992 G

1 DSMZ — Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany;
LMG - BCCM™/LMG Bacteria Collection, Laboratorium voor Microbiologie, Gent, Belgium
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Probe design and hybridizations assays were performed by
using radioactive labeled probes as previously described
(EHRMANN et al., 1992). The hybridization temperatures for the
specific probe was 50 °C and for the universal probe 40 °C,
whereas the temperature for specific washing was 51 °C for the
specific probe and 44 °C for the universal probe.

Results

Phenotypic properties

The studied soft drink spoiling facultatively heterofer-
mentative lactobacilli showed somewhat longer and
more slender regular rods than L. casei, with rounded
ends occurring singly, in pairs or in short chains. All
strains (also the non-beer spoiling strains from brewery
environment) grew well in orange lemonade and bright
citrus lemonade and spoiled these beverages, specially
the latter one, by causing turbidity and sedimentation.
Due to the strong formation of diacetyl up to an amount
of 7,5 ppm soft drinks got completely undrinkable. Di-
acetyl formation occured independently of cultivation
media. The spoiling characteristics of L. perolens in com-
parison to the other relevant strains of Weissella, Leu-
conostoc and Lactobacillus are summarized in Table 3.
The strains studied can be clearly distinguished from the
other relevant soft drink bacteria by a different carbohy-
drate fermentation pattern. The main characteristics are
the fermentation of D(+)-melezitose and melibiose but
never of D(-)-ribose, D(-)-mannitol and L(+)-rhamnose.
Further esculin, amygdalin, D(-)-fructose, D(+)-galac-
tose, cellobiose, glucose, maltose, D(+)-mannose, raffi-
nose, sucrose, trehalose and in some cases L(+)-arabi-
nose, D(+)-xylose, dextrin, lactose, salicin and D(-)-sor-
bitol are fermented. Gas is produced from gluconate but
not from glucose and maltose. Ammonia is not formed
from L-arginine. All strains produce L-lactic acid. The
peptidoglycan is of the L-lysine-D-iso-asparagine (L-Lys-
D-Asp) type and cell walls contain glycerol-teichoic acid.
The relative high G+C content of 49-53 mol% distin-
guishes L. perolens from all other known soft drink
spoilage bacteria.

SDS-PAGE of whole-cell proteins

The reproducibility of the method was estimated by
triplicate analysis of at least three L. perolens strains and
was found to be between 91 and 94%, with an average
of 92% (Fig. 1, duplicates of strain L533). The repro-
ducibility of the electrophoretic procedure, however, was
found to be over 95%. The fairly low overall repro-
ducibility observed (which is normally between 93 and
96 %) most probably relates to the slow growth (48 h) of
the L. perolens strains on MRS agar.

For identification purposes the electrophoretic protein
patterns of the L. perolens strains have been compared to a
database covering all known species of Lactobacillus (ex-
cept L. iners and L. kunkeei) as well as most other species
of lactic acid bacteria, including those known to be in-
volved in spoilage of beer and soft drinks. No significant
correlation was found, indicating that the strains consisted
of a previously unidentified taxonomic entity. A partial
dendrogram, which displays also the visual differences in
electrophoretic patterns is shown in Fig. 1. Protein patterns
of representative species of the genera Lactobacillus, Pedio-
coccus, Leuconostoc and Weissella have been included. The
separate position of L. perolens with a similarity of 65% to
its closest neighbour clearly indicates a separate taxonomic
status, which is confirmed by 16S rDNA sequence analysis.

Fig. 1 shows that the protein electrophoretic cluster of
L. perolens is composed of two subclusters. The main
differences in the protein patterns between the two sub-
clusters are situated in the molecular weight zone be-
tween 32.000 and 50.000 dalton. More genotypic com-
parisons might be necessary to estimate the exact taxo-
nomic weight of these differences observed.

16S rRNA sequence analysis

The total 16S rRNA gene sequences of the strains L.
perolens L 532 and L 534 were determined (1544bp) and
deposited in the EMBL sequence data bank (accession
numbers Y19176 and Y19168, respectively). Both se-
quences showed a sequence similarity of 98.4% amongst
themselves.

Table 3. Damages in carbonated bright soft drinks caused by various lactic acid bacteria

Strains Frequency Turbidity Sediment Sensorics Slime production
of occurrence®
Lactobacillus perolens c + + Diacetyl -
L. casei-L. paracasei-group  vc + + Diacetyl =
L. plantarum ( + + Diacetyl -
L. brevis s w w - -
L. buchneri s w w - -
Leuconostoc sp. ve + + Diacetyl +
Weissella confusa® Vs w w - w

ayc — very common; ¢ — common; s — seldom; vs — very seldom; w — weak effect; + pronounced effect; — no effect.

b only in soft drinks with pH > 4,5.
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L. buchneri

L. perolens LA6
L. perolens 1534

\ )\ Pediococcus

L. plantarum P. dextrinicus
L. sharpae

L. casei

L. sakei
L. coryniformis

L. salivarius

L. perolens L532

L. reuteri

Fig. 2. 16S rRNA based tree show-
ing the position of L. perolens
among other members of the lactic
acid bacteria. The consensus tree is
based on maximum parsimony
analyses of the complete data set of
about 16.000 small subunit rRNA
sequences. The topology was evalu-
ated and corrected according to the
results of maximum likelihood and
distance matrix analyses of smaller
data sets comprising lactic acid bac-
teria and representatives of the bac-
terial phyla. Alignment positions
which share identical residues in at
least 50% of all representatives of
the Lactobacillus-Pediococcus clus-
ter were considered. Multifurca-
tions indicate that a common
branching order could not be signif-
icantly determined or was not sup-
ported performing different alterna-
tive treeing approaches. The phylo-
genetic groups indicated by trian-

L. acidophilus

Weissella

Leuconostoc

The closest relative whose 16S rRNA gene is available
in public databases is Lactobacillus sp. LA6 (similarity
98.4% and 99.5%). Only minor differences were found
in the hypervariable regions (helices 6, 11, 18). The phy-
logenetic tree (Fig. 2) shows the relationship to other lac-
tobacilli. Overall sequence simliarities are below 93%
for all other bacteria represented in 16S rRNA databases
thus far.

Design and evaluation of a rRNA-targeted oligo-
nucleotide probe specific for L. perolens

Comparative analysis of 16S rRNA gene sequences re-
vealed a region that can be used as a specific target site
(see Materials and Methods). The specificity of the probe
was checked by dot blot hybridization to membrane-
bound crude nucleic acids of 10 different Lactobacillus
species. No cross-hybridization to nucleic acids of other
species used as controls could be detected (data not
shown). Apart from L. perolens L 532 and L 534, nucleic
acids from five additional strains of L. perolens reacted
with the probe (Table 2).

Discussion

Despite self protecting properties non-alcoholic bever-
ages like lemonades can undergo spoilage resulting in
turbidity and off-flavours. During the last years we have
isolated a variety of strains from lemonades and from the
brewery environment that were characterized by their
ability to grow under highly acidic and anaerobic condi-

gles are as defined earlier (SCHLEI-
FER and LUDWIG, 1995). The bar in-
dicates 10% estimated sequence di-
vergence.

tions. Physiological properties, protein electrophoretic
patterns (Fig. 1) and phylogenetic analyses (Fig. 2) differ-
entiated these organisms from hitherto known spoilage
organisms. The strains displayed highly similar SDS-
PAGE patterns. Their high 16S rRNA gene sequence sim-
ilarity indicated their relationship at species level among
themselves and to Lactobacillus sp. LA-6 which was re-
cently isolated in a Japanese brewery (FUNAHASHI et al.,
1998). Sequence similarity levels to other species (below
92%) justified a separate species status within the L.
casei-Pediococcus group (COLLINS et al., 1991; SCHLEIFER
and LubwiG, 1995). Closest relative is Pediococcus dex-
trinicus (92% similarity) that was known to be more
closely related to L. coryniformis and L. bifermentans
than to the other pediococci sensu stricto (VANDAMME et
al., 1996). Using a gene probe targeted against a diagnos-
tic region in addition to whole-cell protein patterns a va-
riety of isolates forming a homogeneous taxon could be
identified. These findings led to the proposal of the new
species L. perolens.

Even if some strains of L. perolens were isolated from
the brewery environment, there is no report on beer
spoilage caused by L. perolens in Germany up to now.

Description of Lactobacillus perolens Back, Bohak,
Ehrmann, Ludwig, Pot, Kersters and Schleifer sp. nov.

L. perolens (per.o’lens, Latin prefix per through, pene-
trating; L. part. adj. olens having an odor; M.L. part.
adj. perolens offensive smelling). Gram-positive, non
spore-forming rods with rounded ends, average size 0,7
to 2,5 pm, occurring singly, in pairs or short chains, cata-
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lase-negative. Non-motile. Colonies on MRS flat or little
exalted, wavy or toothed with rough, dull surface, beige
to dirty-white colour; average diameter 2.5 mm. Faculta-
tively anaerobic. Can grow up to 42 °C with an optimum
at 28° to 32 °C; no growth below 15 °C. Optimum
growth at pH 5.5 to 6.5, no growth below pH 3,7. Fac-
ultatively heterofermentative, producing L-lactic acid.
Acid is produced from D(+)-melezitose, melibiose, escu-
lin, amygdalin, D(-)-fructose, D(+)-galactose, cellobiose,
glucose, maltose, D(+)-mannose, raffinose, sucrose, tre-
halose and in some cases from L(+)-arabinose, D(+)-xy-
lose, dextrin, lactose, salicin and D(-)-sorbitol. Neither
acid nor gas are formed from ribose, mannitol and rham-
nose. Gelatine is not hydrolysed; arginine decarboxylase
was not detected. Urease and H,S are not produced; ni-
trate is not reduced to nitrite. The mol% G+C content of
DNA is 49 to 53 (T,;). The mol% G+C content of the
type strain is 51 (T,,) Habitat: isolated from spoiled soft
drinks and from brewery environment. The type strain is
DSM 12744 (LMG 18936).
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Bohak, ., Thelen, K. and Beimfohr, C.

Description of Lactobacillus backi sp. nov.,
an Obligate Beer-Spoiling Bacterium

Lactic acid bacteria that are able to spoil beer comprise a limited number of bacteria of the genera Lactobacillus and Pedi-
ococcus. Five Gram-positive isolates of uncertain taxonomic position causing turbidity, sediments and decreasing pH-value
were isolated from lager, pils and wheat beers from different breweries in Germany and Italy. Physiological and biochemi-
cal studies of these strains showed a homogeneous group of organisms. The 16S rDNA sequence analysis of three of the five
isolates revealed that they formed a phylogenetically distinct line within the genus Lactobacillus and have clearly less than
97% 168 rDNA sequence similarities to any other species. All strains were homofermentative, producing D(L)-lactic acid.
Based on the data presented in this study the new species Lactobacillus backi is proposed. The type strain of L. backi is DSM

18080" (LMG 23555").

Descriptors: Lactobacillus backi, beer-spoiling bacteria, Lactic acid bacteria

1 Introduction

Only a limited number of species of the genus Lactobacillus
are able to spoil beer. This is due to the selective conditions
of beer such as low pH-values, CO,-content (anaerobic at-
mosphere), alcohol-content, lack of nutrients and hop-content.
According to Back [1,2] beer-spoiling bacteria can be subdivided
into obligate and potential beer-spoiling bacteria. Thereby obligate
beer-spoiling bacteria quickly lead to a deterioration of the product
and show a very high beer-spoiling ability, regardless of the type
of beer. Whereas the possibility of deterioration due to potential
beer-spoiling bacteria depends on the ingredients of the beer and
on the ability of the bacterium to adapt to those conditions.

So far only a few number of obligate beer-spoiling lactobacilli
like Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri, “Lactobacillus
brevisimilis” and “Lactobacillus frigidus™ are known. Strains of the
Lactobacillus casei/ Lactobacillus paracasei group, Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus coryniformis are known to be mem-
bers within the group of potential beer-spoiling lactobacilli [1,2].
In the last years five Lactobacillus strains were isolated from
lager beers (EBC BU 20 — 22), pils beers (EBC BU 32) and
wheat beers (EBC BU 12 — 14) from different breweries in
Germany and Italy (Table 1). These strains caused turbidity, se-
diments and decreased the pH-values of different types of beer.
All strains showed a striking morphological resemblance to L.
corvniformis, whereas in contrast to L. coryniformis physiolo-
gical tests consistently showed a lack of maltose fermentation
and diacetyl formation. These results in combination with the
homofermentative behavior of these strains suggested that they
belong to a new species of obligate beer-spoiling lactobacilli.
Further studies based on 16S rDNA sequence analysis of three of
the five strains revealed significant differences to other Lactoba-
cillus sp.. On the basis of our results, the strains L1062, L1064
and L1065 should be classified as members of a novel species

Ingrid Bohak, Lehrstuhl fiir Technologie der Brauerei I, Technische
Universitit Miinchen - Weihenstephan, D-85354 Freising, Germa-
ny, phone: 0049-8161-713787, fax: 0049-8161-713883, e-mail:
ingrid.bohak@wzw.tum.de; Karin Thelen, Claudia Beimfohr,
vermicon AG, Emmy-Noether-Str. 2, D-80992 Miinchen, Germany

Tables and Figures see Appendix

within the genus Lactobacillus. The name Lactobacillus backi is
proposed for this organism. The type strain of Lactobacillus backi
is strain L1062 (DSM 18080, LMG 23555™).

2 Materials and Methods
Organisms and growth conditions

The origin of the L. backi strains studied is given in Table 1. The
L. backi strains were cultivated on NBB-media (Déhler, Darm-
stadt, Germany) [3] at their optimum growth temperature of 28°C.
Cultures were incubated in the presence of CO2. Pure cultures
were stored in 80% [v/v] glycerol at —20°C.

Physiological and biochemical tests

The physiological tests were carried out as described by BACK
[4]. The determination of D- and L-lactic acid was carried out
enzymatically according to the manufacturer’s instructions (UV
method, Boehringer, Mannheim). Diacetyl was determined by
the method of MEBAK [5]. The G+C content of the DNA was
determined by HPLC analysis. [6, 7. 8, 9].

Cell walls were prepared and analyzed by the method of SCHLEI-
FER and KANDLER [10], Mac KENZIE [11] and GROTH et
al. [12].

Phylogenetic analysis

The 16SrRNA gene sequences of L. backil.1062,1.1064 and L1065
were determined. /n vitro amplification and direct sequencing of
16S rRNA genes encoding DNA fragments were carried out as
previously described [13].

Sequences were added toa 16S rRNA sequence database by the use
of the program package ARB [14, 15]. The tool ARB_EDIT was
used for sequence alignment. The alignment was checked visually
and corrected manually. The 16S rRNA-based phylogenetic tree
was constructed on the results of distance matrix analyses of a
full set of more than 22 000 homologous full and partial primary
structures available in ARB database (http://www.arb-home.de).
The topology of the tree was evaluated by performing maximum
parsimony and maximum likelihood analysis of the full data set
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and subsets, respectively [16]. Alignment positions at which fewer
than 50% of the sequences of the entire data set shared the same
residues were excluded from the calculations. The phylogenetic
positions of organisms presented by partial sequences wereroughly
reconstructed by applying the parsimony criteria without changing
the overall tree topology.

Bootstrapping was performed (1000 resamplings) with the ARB_
GDE phylogeny tool to estimate stability of the clusters formed.

Nucleotide sequence accession numbers

16S rDNA sequences were submitted to GenBank under the ac-
cession numbers DQ406860 to DQ406862.

3 Results
Phenotypic and physiological properties

The cell morphology was observed by dark field microscopy.
The studied beer-spoiling lactobacilli enriched in NBB-Bouillon
formed rods morphologically similarto L. coryniformis. The shape
of the rods was irregular, whereas cells were mostly appearing
in the form of cudgels, drops or hearts, with rounded ends. They
were occurring singly, in pairs or in short chains (about 5 to 10
cells). Whereby their arrangement in chains was jagged. All
strains grew well in beers up to 32 EBC BU and spoiled these
beverages by causing turbidity and sediments. Due to acidifica-
tion the pH-value was decreased between 0.1 to 0.2 pH units.
The strains analysed in this study can be distinguished from their
phylogenetic most closely related species by their narrow range of
carbohydrate fermentation patterns. The phenotypic and physiolo-
gical results obtained in this study are summarized in Table 2.

The main characteristics of L. backi are the hydroly-
sis of aesculin and the fermentation of fructose, glucose,
D(—)-mannitol, D(+)-mannose, salicine and D(-)-sorbitol.
Neither maltose, D(+)-melezitose, melibiose, D(—)-ribose,
L(+)-rhamnose, amygdalin, D(+)-galactose, cellobiose, raffi-
nose, sucrose, trehalose, L(+)—arabinose, D(+)—xylose, dextrin
nor lactose are fermented. No gas is produced from gluconate,
glucose and maltose. Ammonia is not formed from L-arginine. All
strains produce D(L)-lactic acid. The peptidoglycan is of L-lysine-
D-asparagine type. The G+C content is 37 mol%. The cell wall
composition and the G+C content of the DNA was determined for
the type strain (DSM 180807/ LMG 23555") of Lactobacillus backi.

16S rDNA sequence analysis

Due to the fact that all five strains of L. backi showed a homoge-
nous phenotypic and physiological behavior (Table 2), the 16S
rDNA sequence was exemplary determined for three of the five
isolated strains.

Phylogenetic analysis of almost complete 16S rDNA sequences
(1483 bp, 1419 bp and 1428 bp) confirmed the affiliation of the
L. backi strains L1062 (Genbank accession no. DQ406862),
L1064 (DQ406861) and L1065 (DQ406860) within the genus
Lactobacillus. The three strains shared average 16S rDNA se-
quence similarity values of 99.3% to each other and formed a
tight monophyletic group (Fig. 1).

The constructed consensus tree showed the position of L. backi
within a cluster composed of Lactobacillus coryniformis, Lacto-
bacillus rennini and Lactobacillus bifermentans.

The position of this cluster within the consensus tree was confirmed
by all applied treeing methods.

The phylogenetic most closely related species Lactobacillus cory-
niformis subsp. coryniformis (Genbank accession number M58813)
and Lactobacillus coryniformis subsp. torquens (AJ575741) had
96.2 — 96.6% and 95.8 — 96.3% 16S rDNA sequence similarities
to the new strains. All other species were more distantly related.

4 Discussion

Despite self-protecting properties beers like lager, pils or wheat
beer can undergo microbial spoilage resulting in turbidity, sedi-
mentation and decreased pH-value. During the last years we have
isolated a variety of obligate beer-spoiling strains in breweries that
were characterized by their ability to grow under highly acidic and
anaerobic conditions. Physiological properties and phylogenetic
analyses differentiated these organisms from hitherto known
beer-spoiling organisms. Although showing a high morphological
resemblance to L. coryniformis these new strains can be clearly
distinguished physiologically from L. coryniformis by the lack of
maltose and saccharose fermentation as well as by the lack of dia-
cetyl formation. Moreover, the very low G+C content of 37 mol%
(G+C content L. coryniformis: 45 mol%, [1]) and a homofermen-
tative fermentation behavior underlines the differentiation. Their
16S rDNA sequence similarity values higher than 99% indicated
their relationship at species level among themselves.

The 16S rDNA sequence similarities lower than 97% to the next
related species Lactobacillus corvniformis justify that these three
strains represent a new species within the genus Lactobacillus
[18].

Description of Lactobacillus backi Bohak, Thelen and Beimfohr
sp. nov.

Lactobacillus backi [backi N.L. gen. n. of Back, named in
honor to Werner Back, who contributed to the general classi-
fication of beer-spoiling bacteria and brewing microbiology].
Gram-positive, non spore-forming, non-motile, catalase-ne-
gative, mostly unregular rods with rounded ends, average size
0.7 to 2.0 pm. Cells are found singly, in pairs and occasionally
in chains. Colonies on NBB-Agar are small (1 to 2 mm), flat or
little exalted, white and smooth. They are facultatively anaerobic
and can grow up to 36°C with an optimum at 28°C; no growth
below 15°C. Optimum growth at pH 4.5 to 6.5, no growth
above pH 8.0. Homofermentative, producing D(L)-lactic acid.
Acid is only produced from aesculin, fructose, glucose,
D(-)-mannitol, D(+)-mannose, salicine and D(—)-sorbitol.
Neither acid nor gas are formed from gluconate and mal-
tose. No gas is formed from glucose. Gelatine is not hy-
drolysed, arginine decarboxylase activity was not detected.
Urease and H2S are not produced: nitrate is not redu-
ced to nitrite. The G+C content of the DNA is 37 mol%.
Habitat: Isolated from spoiled beers of different breweries. The
type strain is DSM 18080" (LMG 235557).
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Appendix

& Lactobacillus sakei, AB124845

T | " Lactobacillus curvatus, AY204889
Lactobacilus salivarius, AY137585
L illus perolens, Y19167
ol casei, AY299487
L_| T Lactobacillus paracasei, AF243147
Lactobacilus parabuchneri, AJS70317
Lactobacillus buchneri, M58811
Lactobacillus higardi, M58821
¢ Lactobacillus fructivorans, X76330
Lactobacillus lindneri, X95422
‘ & Laclobacilus parap AJ306297
‘ T Lactobacillus plantarum, AB112083
- Lactobacil AB005893
i L il brevis, D37785

L illus rennini, AJ576008

" Lactobacillus rennini, AJ576007
Lactobacillus coryniformis, M58813

Lactobacillus coryniformis, AJ575741

Lactobacillus backi L1062, DQ406862
{E Lactobacillus backi L1064, DQ406861 |
Lactobacillus backi L1065, DQ406860 3

L illus bife M58809

0.10

Fig. 1: Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences showing the position of L. backi among closely related species of the genus
| Lactobacillus. Lactococcus lactis was used as outgroup. The consensus tree topology was determined by maximum-likelihood
analysis. Black points on tree nodes symbolize high parsimony bootstrap support above 90% based on 1000 replications. The
scale bar indicates 0.1 estimated changes per nucleotide. Sequences retrieved in this study are marked in boldface.

Table 1 Origin of isolated L. backi strains

Strain' Source Year of isolation Geographic location of the brewery

L1062 Lager beer 2005 South Bavaria, Germany
| DSM 18080"
| (LMG 235557) j
| L1064 Pils beer 2005 Hesse, Germany I
| L1065 Lager beer 2005 Northern Italy 1
i (LMG 23556) }

L700 Pils beer 1994 Hesse, Germany

L1002 Wheat beer 2002 Northern Bavaria, Germany

' DSMZ, Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany
LMG, BCCMTM/LMG Bacteria Collection, Laboratorium voor Microbiologie, Gent, Belgium
L: Culture collection of the Lehrstuhl fiir Technologie der Brauerei I. TU Munich, Freising, Germany |
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Table 2 Phenotypic and physiological characteristics of Lactobacillus backi in comparison to the phylogenetic most closely related
species Lactobacillus coryniformis and Lactobacillus rennini

Lactobacillus backi

Lactobacillus
coryniformis ssp.
coryniformis'

Lactobacillus
corvniformis
ssp. torquens'

Lactobacillus
rennini?

L1062 L1064

L1065

L700

L1002

Gas production
from:
Gluconate
Glucose
Maltose
D,L-Lactate
Growth at:
5°C

15°C

36°C

45°C

Acid production
from:
Amygdaline
L-Arabinose
D-Ribose
D-Xylose
D-Galactose
D-Mannose
L-Rhamnose
D-Sorbitol
N-Acetylgluco-
samine
Arbutine

| D-Cellobiose

| D-Melezitose
Starch
D-Trehalose
D-Mannitol
Lactose
Melibiose
D-Glucose
Maltose
Saccharose
D-Fructose
Salicine
Hydrolysation
of:

| Aesculin

| Arginin

Diacetyl

formation

D(L)

| € 4+ |
Z

D(L)

€+ 1

2

D(L)

I+ 1 |

i

D(L)

g + |

D(L)

ND

<+ +++e<+ |

-

ND
L(D)

w
+/w
w
w

ND

Symbols:

+, all strains positive; —, all strains negative: w, weakly positive result; v, feature variable: *, exceptions possible: ND, no data

'Data of Lactobacillus corvniformis ssp. coryniformis and Lactobacillus corvniformis ssp. torquens were obtained by BACK ([1]. p. 66).
*Data of Lactobacillus rennini were obtained by Chenoll et al. [17].

-75-



4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Taxonomie der neubeschriebenen Arten

Innerhalb der bis Anfang 2015 bekannten Laktobazillen, bestehend aus 213 Arten
und 29 Unterarten (http://www.bacterio.net/lactobacillus.html, abger. 01/2015), sind

die vier neubeschriebenen bierspezifischen Arten wie folgt einzugruppieren:

L. lindneri kann aufgrund seines begrenzten Kohlenhydratstoffwechsels klar von
anderen bierschadlichen Bakterien unterschieden werden. Es wird lediglich Glukose,
D-Fruktose und manchmal Maltose fermentiert. Diese Spezies ist fast ausschlie3lich
im Unfiltratbereich beheimatet (Primarkontaminant) und als obligat bierschéadlich
einzustufen. L. lindneri verdirbt Biere durch leichte Triibungsbildung, welche oft erst
nach Wochen oder Monaten beobachtet werden kann. Da sich der pH-Wert der
betroffenen Biere kaum verdndert, macht sich L. lindneri aber in triben Bieren, wie
Hefeweil3bieren oder Kellerbieren, entsprechend nicht bemerkbar. Der G+C Gehalt
der DNS von 35 mol% liegt deutlich unter dem der Ubrigen bierschadlichen Bakterien
(39-46 mol%). Alle analysierten Stamme unterscheiden sich von den Stammen aus
Sauerteig, welche von Spicher und Schroder (1978) beschrieben und ,L. brevis var.
lindneri“ genannt wurden. Chemotaxonomische Studien und DNS-DNS Hybridisie-
rungen zeigen, dass diese Stdmme L. sanfrancisco (Weiss und Schillinger, 1984)
bzw. nach neuer Terminologie (Triper und De Clari, 1997) L. sanfranciscensis
zuzuordnen sind. So zeigt zum einen die DNS von ,L. brevis var. lindneri“ 97 bis
101 % Ubereinstimmung mit der DNS von L. sanfranciscensis DSM 20451, und zum
anderen ist der Mureintyp identisch (Lys-DAla). L. lindneri dagegen weist die
Zellwandkomposition Lys-DAsp auf. In diesem Zusammenhang hatte bereits
Schillinger L. lindneri sowohl aufgrund physiologischer als auch durch DNS-DNS-
Homologiestudien als eine in sich homogene Gruppe von Bierisolaten beschrieben,
aber nicht valid publiziert (Schillinger, 1985). Storgards etal. bestatigen den
separaten Status von L. lindneri sowohl mit SDS-PAGE Identifizierung, als auch mit
Ribotyping und vermerken, dass die analysierten Stamme, trotz unterschiedlicher
Herkunft, keine signifikanten Unterscheidungsmerkmale aufweisen (Storgards et al.,
1998). Die L. lindneri am nachsten verwandte Art ist L. sanfranciscensis, gefolgt von
der fruktophilen Art L. florum, einem Isolat von stdafrikanischen Blumen (Endo et al.,
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2010), von Trauben und aus Weinproben (Mtshali et al., 2012). Zusammen sind sie

der L. fructivorans-Gruppe zuzuordnen (Abb. 7).

L. perolens ist zellmorphologisch von Vertretern der L. casei/L. paracasei-Gruppe
kaum zu unterscheiden. Wie diese bildet er auf fakultativ-heterofermentativem Weg
L(+)-Laktat, unterscheidet sich jedoch durch positive Melibiose- und negative D-
Mannitverwertung. Genetisch betrachtet besteht ein weiterer Unterschied im G+C-
Gehalt der DNS, der zwischen 49 bis 53 mol% liegt (L. casei/L. paracasei 45-47
mol%,; Collins et al., 1989). Der separate Status in der Gattung Lactobacillus wird bei
der elektrophoretischen Auftrennung der Gesamtproteine (SDS-PAGE-Analyse)
deutlich. Die entsprechende Clusteranalyse, die alle bis 1999 bekannten Lacto-
bacillus-Arten (bis auf L. kunkeei und L.iners) und aul3erdem viele anderen
Milchséaurebakterienarten einschlie3lich bekannte Bier- und AfG-Schadlinge bertck-
sichtigte, zeigte fur die untersuchten L. perolens Stamme ein separates Cluster mit
einer Ahnlichkeit von nur 65 % zu seinen nachsten Nachbarn (Pediococcus
damnosus und P. inopinatus). Auch die Vollsequenzierung der 16S rDNS zweier
L. perolens-Stamme L532 und L534 bestatigte die Eigenstandigkeit von L. perolens
innerhalb der L. casei-Pediokokken-Gruppe (Collins etal.,, 1991; Schleifer und
Ludwig, 1995a und 1995b) und wies Overall-Sequenz-Ahnlichkeiten zu allen anderen
in den 16S rDNA Datenbanken hinterlegten Bakterien von weniger als 93 % auf.
Zwischen L532 und L534 betrug die Ahnlichkeit 98,4 %. Die phylogenetische
Analyse ergab aul3erdem einen sehr hohen Verwandtschaftsgrad zu einem Isolat
aus einer japanischen Brauerei mit der Bezeichnung LA-6 (Funahashi et al., 1998).
Dieser Stamm ist mit einer 16S rDNA Sequenz-Ahnlichkeit von 98,4 % zu dem
L. perolens-Stamm L532 (DSMZ 12744") und 99,5 % zu dem L. perolens-Stamm
L534 (DSMZzZ 12745) vermutlich ebenfalls als L. perolens einzustufen. Funahashi
et al. (1998) publizierte Lactobacillus sp. LA-6 als neue fakultativ heterofermentative
Lactobacillus-Art aus dem Brauereiumfeld und bescheinigte ihm einen schwach
bierschadlichen Charakter. 2005 isolierten Miyamoto et al. aus dem fermentierten
chinesischen Gemiise "Suan cai’ zwei L-Laktat bildende, fakultativ heterofermen-
tative Laktobazillen-Stdmme, die in den 16S rDNS Analysen nahe Verwandtschaft zu
L. perolens zeigen, und nannten die neuen Stamme L. harbinensis. DNS-DNS-
Homologiestudien zeigten, dass diese Stamme zwar Unterschiede zum L. perolens
Typstamm L532 (DSMZ 127447 aufwiesen, aber zusammen mit LA-6 [Funahashi]
und L. perolens L534 (DSMZ 12745) ein Subcluster bildeten (Abb. 3). Neben den
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Ergebnissen der DNS-DNS-Homologie und der vergleichenden 16S rDNS
Sequenzanalysen wurden als weitere Unterschiede des LA-6 und L534 zum
L. perolens-Typstamm angefihrt: G+C-Gehalt der DNS ist 53,2-53,6 % (Typstamm:
51 %) und Unterschiede in der D- und L-Arabinose-Verwertung. Aufgrund dieser
Angaben wurde L534 als L. harbinensis reklassifiziert und ist unter der DSMZ-Nr.
12745 aufzufinden. Es wurde allerdings schon in vorliegender Arbeit bei der SDS-
Page Ganzzellproteinanalyse festgestellt, dass das L. perolens-Cluster aus zwel
Subclustern besteht (Abb. 4). Die Hauptunterschiede hier liegen in der Molekular-
gewichtszone von 32.000 bis 50.000 Dalton. In diesem Zusammenhang erfolgte
auch der Hinweis, dass die genaue taxonomische Bedeutung dieser Unterschiede

Uber weitere genotypische Vergleiche abgeklart werden miusste.

Enferpeoccus faecalz JCMBIDIT (ABD12212)

Laciohsciluz biemmenianz DEM2O0D3T [MEIEDT)

ga1

Laciohaciluz conmiomiz DEM20001T (MBEZ13)

Farslaciohsciluz =elangorenziz LMGATT10T [AFD49T45)

Lacichacilue perplenz DEMIZ2744 TV189167)

502

Laciobsciiuz =p. AB434 (E1706E6)
873
Lacichscilus =sp. LA-S (ABDDSTIE)
1000
Lacichaciluz percienz L534 [V19168)
53z
Laciobscifuz =p.5BT10504,D5M16991 (thiz study)

1000

L1 +an Lactobaciiuz manithotiveranzs LMG130107 (AFDDD162)

Laciobaciluz cazei JCM1134T [D16551)
810
Lacichacilug zese ATCC153207 (DBE516)

a7a

1000

1000
L‘ Lacichacilus parmcaszei subsp. folermnz JCM11TIT [D1655D)
Lacichacilus parmcazei subsp. pammscazel JCMB130T [OT79213)

— HG9

0.01

Abb. 3: Darstellung der phylogenetischen Stellung von L. perolens DSM12744" zu
L. harbinensis-Stammen (L. sp. AB434, L. sp. LA-6, L. sp. DSM16991, L. perolens L534)
(Ausschnitt aus Miyamoto et al., 2005). Balken: 1 % Nukleotidsequenz-Unterschied.
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Pot etal. (2014) ordnen L. perolens und L. harbinensis phylogenetisch in die
L. perolens-Gruppe ein, der auch die ehemalige Gattung Paralactobacillus
(reklassifiziert zu L. selangorensis, Haakensen etal.,, 2011) angehort. Die
L. perolens-Gruppe wird vervollstandigt durch L. shenzenensis, einer Spezies aus
einem fermentierten Milchgetrank, die sehr eng mit L. harbinensis (Zou et al., 2013)
verwandt ist. Aus Abbildung 7 wird ersichtlich, dass der L. perolens-Gruppe
phylogenetisch L. composti am nachsten steht, gefolgt von L. dextrinicus.
L. dextrinicus (Haakensen etal., 2009a) wird Ubrigens in der vorliegenden
Publikation noch unter dem Namen Pedicoccus dextrinicus (Back, 1978) mit 92%iger
16S rDNS Ahnlichkeit als sehr naher Verwandter von L perolens angegeben, mit
dem Hinweis, dass ersterer eher mit L. coryniformis und L. bifermentans verwandt

ist, als mit anderen Pediokokken sensu stricto (Vandamme et al., 1996).

Similarity dendrogram Normalised protein profiles Strain number Species name
60 70 80 90 100 .
| | 8 3 5 &L &8 O S o
llLlllJll||lllllllll[llnllllllllll INRRERNEN] = = 22 2 =8 2 2
< = e @ o =3 =3 =3
Correlation coefficient r x 100 1 1 [N N | 1 1 |
| SRR AR Ell  LseT
I RISl LR | t‘:gs
CWREE O | b | L. perolens
| MUATERER1 1] B P
B BR[O T R 4 L5338
| EEVAREED ] G E L533A
PO EE ...;LAZEE'. & i MG 11410 | P inopinafus
HTEIFEE TREETY GG LMG 114087
| E T EETE e | L7 MG 11484T - P damnosus

Abb. 4: SDS PAGE Ganzzellprotein-Analyse von L. perolens Stammen. Das Dendrogramm
zeigt 2 Subcluster von L. perolens. (Back et al., 1999)

Die Erstbeschreibung von L. backi erfolgte durch die Promovendin in der Brewing
Science - Monatsschrift fir Brauwissenschaft (Bohak etal., 2006). Tohno et al.
(2013) griffen L. backi mit Ubernahme der Daten aus der Erstbeschreibung in ihrer
Publikation Uber L. iwatensis im IJSEM auf, womit die Namenskorrektur und
Validierung von L. backi als L. backii erfolgte. L. backii wurde bisher ausschliel3lich
aus verdorbenen Bieren verschiedener Herkunft mit EBC BU von 12 bis 32 isoliert
und besitzt obligat bierschadliche Eigenschaften. Er unterscheidet sich phénotypisch
von den anderen bierschadlichen Bakterien durch seinen obligat homofermentativen
Charakter, den ansonsten im Brauereibereich bisher nur die meisten Kulturstdmme
der biologischen Sauerung aufweisen. Alle analysierten Stamme zeigen zellmorpho-
logisch groRe Ahnlichkeit zu L. coryniformis spp., unterscheiden sich aber von diesen

insbesondere durch die fehlende Maltose- und Saccharosefermentation, sowie die
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fehlende Diacetylbildung. Des Weiteren weist seine DNS einen G+C Gehalt von 37
mol% auf und liegt damit deutlich unter dem Wert von L. coryniformis mit 45 mol%.
Die Analyse der 16S rDNS Sequenzen (1483 bp, 1419 bp und 1428 bp) zeigt fur die
drei sequenzierten L. backii Stamme untereinander eine durchschnittliche Ahnlichkeit
von 99,3 % und ergibt eine enge monophyletische Gruppe. Die 16S rDNS Sequenz-
Ahnlichkeit zu seinen phylogenetisch nahen Verwandten
L. coryniformis ssp. coryniformis und L. coryniformis ssp. torquens betragt weniger
als 97 % (Daten s. Kap. 3). Nakakita et al. (1998) beschrieben ein bierschéadliches,
bis dahin unbekanntes Isolat BS-1 aus Bieren, welches ebenfalls homofermentativ
eine ahnliche Zuckerverwertung wie L. backii aufwies, einen G+C-Gehalt der DNS
von 38 % besal? und zudem phylogenetisch sehr nahe mit L. coryniformis verwandt
war. Es ist nicht auszuschlieBen, dass BS-1 heute L. backii zugeordnet werden
konnte. Zwei Stamme von L. iwatensis (Tohno et al., 2013), isoliert aus Knauelgras-
Silage, sind mit einer 16S rDNS-Sequenz-Ahnlichkeit von 99,7 % die phylogenetisch
nachsten Verwandten zu L. backii (Abb. 5). Da der L. backii Typstamm (JCM 18665"
= DSM 18080" = LMG 23555" = L1062) sehr hohe 16S rDNS Sequenz-,
Phenylalanyl-tRNA-Synthase (pheS) Gensequenz- sowie RNS-Polymerase alpha
subunit  (rpoA)-Gensequenz-Ahnlichkeiten zum Typstamm von L. iwatensis
(IWT246") aufweist, wurde der jeweils separate Spezies-Status mit DNS-DNS-
Homologien und Ribotyping Uberprift und bestétigt (Tohno et al., 2013).

Die Abtrennung des L. backii von L. iwatensis ist nicht nur aus wissenschaftlichen
Aspekten sinnvoll, sondern auch von grof3er Bedeutung fur die Brauereipraxis, da es
hier um den spezifischen Nachweis von L. backii in seiner Rolle als obligaten
Bierschadling geht. Interessant ware in diesem Zusammenhang die Uberpriifung von

L. iwatensis-Stammen auf ihr Bierschadlichkeitspotenzial.

Dass L. backii lange Zeit nicht als bierschadliche Lactobacillus-Art erkannt worden
ist, mag an seiner zellmorphologischen und auch genetischen Ahnlichkeit zu
L. coryniformis liegen, was moéglicherweise zu Fehlidentifikationen fuhrte. L. backii
und sein phylogenetisch nachster Verwandter L. iwatensis ist der L. coryniformis-

Gruppe zugeordnet (Abb. 7).
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[ actobacilus acidophilus DSM 200797 (M58802)

Lactobaciffus backiif JCM 186657 (AB7T79648)

74/94/86
Lactobacillus backii Bo-237 (DQ406860)

a4/91/20
Lactobacillus backi Bo-272 (DO406662)

100/100/28 T1/67/75
Lactobacillus backi Bo-274 (DO406861)

67/-1-]
9a/85/74

iiacmbacﬂ!us fwatensis IWT248 (AB773429)
Lactobacilius iwatensis WT246T (AB773428)

98/-/-

Lactobacilus rennini CECT 59227 (AJS76007)

99/97/99 rLa ctobacillus coryniformis subsp. torguens CECT 41297 (AJ575741)

100/100/99
| Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis DSM 200017 (M58813)

Lactobacillus bifarmentans DSM 200037 (M58809)

—— Lactobacillus brevis ATCC 148897 (M38810)
100/100/100

Lactobacillus spicheri LTH 57537 (AJ534844)

Lactobacillus hilgardii DSM 201 76T (M58821)
1004100499 5;9#'8‘{4

Lactobacillus diolivorans JKDeT (AF264701)

Lactobacillus parakefiri LMG 151337 (AY026750)
ﬂ' 100/93/85 B3/79/66
Lactobacillus buchneri JCM 111587 (AB205055)
o5/88/65
Lactobacillus kefin LMG 24807 (A)621553)
91/95/83
L actobacillus parabuchneri JCM 124937 (AB205056)

Abb. 5: Dendrogramm basierend auf 16S rDNS Sequenzen (aus Tohno et al., 2013): Phylo-
genetische Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen L. backii und L. iwatensis zu verwandten
Laktobazillen-Stammen. Balken: 1 % Nukleotidsequenz-Unterschied

Lange Zeit wurde L. amylovorus als wichtigstes Bakterium der biologischen Maische-
und Wiirzesauerung betrachtet (Back, 1988 und 1994a). Dies ist nicht verwunderlich,
da L. amylovorus (Nakamura, 1981) ganz ahnliche physiologische und biochemische
Eigenschaften wie der hier beschriebene L. amylolyticus aufweist. So wird von

beiden Arten homofermentativ unter fakultativ anaeroben Bedingungen bei einem
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Temperaturoptimum von 45 bis 48 °C DL-Laktat aus Glukose gebildet. Beide Arten
verwerten u. a. neben Glukose, D-Fruktose, Maltose und D-Mannose auch Starke,
was eine entscheidende Rolle bei der Substratumsetzung im Sauergut darstellt.
Pentosen werden nicht fermentiert. Schlie3lich sind auch die G+C-Gehalte der DNS
dieser Mikroorganismen nicht signifikant unterschiedlich (L. amylolyticus: 39 mol%,
L. amylovorus 40,4 mol%). Vergleichende 16S rDNS Sequenzanalysen an 13 aus
den Sauergutkulturen verschiedener Brauereien isolierten Stammen ergaben jedoch,
dass es sich bei diesen Stammen um eine eigenstandige Laktobazillen-Art handelt,
welche aufgrund ihrer Fahigkeit der Starkefermentation als L. amylolyticus
bezeichnet wurde. L. amylolyticus ist ein Mitglied der L. acidophilus-Gruppe
(Schleifer und Ludwig, 1995a und 1995b) bzw. nach neuer Nomenklatur der
L. delbrueckii-Gruppe (Felis und Pot, 2014), mit L. intestinalis, L. helveticus
L. acidophilus, L.amylovorus, L. crispatus als néchsten Verwandten, wobei die
meisten der phylogenetischen Berechnungen auf einen gemeinsamen Ursprung von
L. amylolyticus und L. intestinalis hinweisen. Die Signifikanz eines gemeinsamen
Ursprungs ist allerdings aufgrund des kurzen gemeinsamen Astes (in Relation zu
dem angelegten Malistab) als relativ gering einzuschatzen. Die 16S rDNS
Sequenzahnlichkeiten von L. acidophilus, L. amylovorus, L. crispatus und
L. helveticus Arten bewegen sich in einem sehr engen Bereich (98,1-98,9 %). Der
separate Status von L. amylolyticus hingegen wird gestitzt durch die Ergebnisse der
vergleichenden 16S rDNS Sequenzierungen und auch durch die Ergebnisse der
DNS-DNS-Homologiestudien. Demnach betragt die Ahnlichkeit der 16S rDNS
Sequenz von L. amylolyticus zu seinen nachsten Verwandten auf Artebene weniger
als 97 % und die DNS-DNS-Homologie liegt deutlich unter 70 % (Wayne et al.,
1987). Gancheva et al. (1999) bestatigen den Status von L. amylolyticus als neue
homogene Spezies innerhalb der L. delbrueckii-Gruppe. Die mittels SDS-PAGE
Ganzzellprotein  Analyse, AFLP-Fingerprinting und RAPD-PCR-Fingerprinting
erhaltenen Profile zeigen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Arten
dieser Gruppe (Abb. 6), so dass insbesondere die Fingerprinttechniken als effiziente
Methoden zur Differenzierung der Starterkultur L. amylolyticus von seinen nahen

Verwandten in der L. delbrueckii-Gruppe gesehen werden kdnnen.
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Abb. 6: Digitalisierte und normalisierte Darstellung der elektrophoretischen Abdriicke von

L. amylolyticus im Vergleich zu anderen Arten der L. delbrueckii-Gruppe (aus Guancheva
et al., 1999)

Die aktuellsten phylogenetischen Positionen der beschriebenen Laktobazillen sind
der Abbildung 7 zu entnehmen. Danach ist L. amylolyticus der sehr heterogenen
L. delbrueckii-Gruppe zugeordnet

und hat

als nachsten

phylogenetischen
Verwandten L. intestinalis. L. lindneri befindet sich in der L. fructivorans-Gruppe.
Zusammen mit seinem nachsten Verwandten L. sanfranciscensis teilt er sich eine
gemeinsame Wurzel mit L. florum. L. perolens bildet zusammen mit seinen n&chsten
Verwandten L. harbinensis und L. shenzenensis ein Cluster und ist Namensgeber
seiner Gruppe. Nahe phylogenetische Verwandtschaft besteht zu L. composti und
L. dextrinicus, zwei aul3enstehenden Spezies. L. backii und L. iwatensis befinden
sich in der L. coryniformis-Gruppe und bilden dort ein eigenes Cluster. Dieser
Gruppe phylogenetisch am nachsten, mit einer gemeinsamen Wurzel, sind die
L. casei- und die L. perolens-Gruppe, sowie L. dextrinicus.

Alle bekannten bierschadlichen Laktobazillen (Tab. 4) verteilen sich insgesamt auf
zehn phylogenetische Gruppen (Abb. 7).
Heterogenitat,

Dies belegt ihre bereits erwahnte

welche sich auch in ihren unterschiedlichen phéanotypischen

Merkmalen wiederspiegelt.
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Lactobacillus amylophilus DSM 205337
— Lactobacillus rodentium MYMRS/TLU1T
Lactobacillus delbrueckii delbruecki DSM 200747

— [lactobacillusacefolerans DSM 207497
Lactobacillus amylolyticus DSM 116647 | delbrueckii-Gruppe

Lactobacillus intestinalis DSM 66297

Lactobacillus helveticus MCDO 27127

Lactobacillus kefiranofaciens DSM 50167
Lactobacillus amylovorus DSM 205317
Lactobacillus acidophilus DSM 200797 —
Lactobacillus dextrinicus DSM 203357

-I— Lactobacillus compost NRIC 06897

Lactobacillus _perolens DSM 127447 perolens-Gruppe
Lactobacillus shenzhenensis LY-73
_|: Lactobacillus harbinensis DSM 169917
Lactobacillus coryniformis DSM 200017
Lactobacillus backii DSM 180807 coryniformis-Gruppe

Lactobacillus iwatensis IWT 246

Lactobacillys case] ATCC 3937
Lactobacillus rhamnosus DSM 200217

. . T
——— Lactobacillus farciminis DSM 20184
L (Lactobacillus alimentarius DSM 202497

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum DSM 201747 plantarum-Gruppe
I: Lactobacillus pentosus DSM 203147

Lactobacillus suebicus CECT 5917
Lactobacillys rossiae DSM 158147

Lactobacillus fermentum DSM 200527
Lactobacillus secaliphilus DSM 178967 reuteri-Gruppe

Lactobacillus reuterf DSM 200167
"—E Lactobacillus frumenti DSM 1314587
Lactobacillus pontis ATCC 515187 _
Lactobacillus homohiochil LMG 94787 .

I: Lactobacillus fructivorans DSM 202037

Lactobacillus florum DSM 226897 fructivorans-Gruppe
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Lactobacillus kimchicus JCM 155307 collinoides-Gruope
—| E Lactobacilus paracollinoides DSM 155027 "o
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Lactobacillus hilgardi DSM 200767
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. ) T
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Abb. 7: Phylogenetischer Stammbaum (Neighbor-Joining-Verfahren) beruhend auf vollstan-
digen 16S rDNS Sequenzen ausgewahlter Lactobacillus-Spezies, Gruppeneinteilung nach
W. H. Holzapfel, B. J. B. Wood (eds.): Lactic Acid Bacteria: Biodiversity and Taxonomy. John
Wiley & Sons, 2014. Die in dieser Arbeit beschriebenen Spezies sind im Fettdruck dar-
gestellt. Die als bierschadlich bekannten Lactobacillus-Spezies sind unterstrichen. Als out-
group wurde K. vitulina verwendet. Balken: 5 % Nukleotidsequenz-Unterschied.
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4.2 Kritische Punkte beim Einsatz genbasierter
Schnellnachweismethoden

Nun ist die Erforschung des spezifischen Erbgutes von Laktobazillen zum einen die
Grundlage wissenschaftlicher phylogenetischer Betrachtungen. Zum anderen bildet
das Studium und die Kenntnis art- oder stammspezifischer Gensequenzen — bei
Laktobazillen sind dies hauptsachlich die spezifischen 16S rRNS-Sequenzen als
Target-Gene — die Grundlage fur Schnellnachweis- und Identifizierungssysteme, wie
in Kapitel 1.3.2.3 dargestellt. Ein grof3er Vorteil der Nutzung von 16S rDNS liegt im
Vorhandensein umfangreicher, allgemein zuganglicher Datenbanken. Andererseits
fuhren inhérente Sequenzunterschiede innerhalb derselben Spezies zu vielfachen
Kopien von Genen mit geringfligigenen Sequenzenabweichungen, und damit zu

Signalen, welche die Datenanalyse erschweren kénnen (Cocolin et al., 2013).

Die Vorteile kommerziell angebotener Nachweissysteme, die Uberwiegend auf der
PCR- oder FISH-Technik basieren (Tab. 5), liegen im Allgemeinen in ihrer Schnellig-
keit (praparativer Zeitaufwand: 2—8 Stunden) bei leichter Durchfiihrbarkeit, ihrer
Spezifitdt (Eindeutigkeit), ihrer Sensitivitat (Detektion geringer Bakterienmengen von
1 bis 5 x 10® KBE pro ml; s. Tab.5) und in ihrer Sicherheit (validierte Systeme)
(Cocolin und Rantsiou, 2012; Rohde etal.,, 2015). Dennoch greifen deutsche
Brauereien kaum auf Schnellnachweis-Kits zurtick, wie eine repréasentative Umfrage
2013 ergeben hat (Abb. 8). Arbeiten sie dennoch mit Gensonden oder PCR-
basierten Methoden, dann meist nur in Kombination mit klassischen kulturellen

Methoden (Membranfiltration, Flissiganreicherung) (Novy et al., 2013).

Als einige Grinde fir diese eher geringe Akzeptanz werden die héheren Material-
kosten fur Gerate und Reagenzien, die komplizierte Handhabung im Vergleich zu
klassischen Verfahren sowie Fehlinterpretationen bei der Auswertung angefihrt
(Hutter etal., 2003; Storgards et al., 2006, Huhtamella et al., 2007; Novy et al.,
2013).

-85 -



4 Diskussion

Fluoreszenzmethoden

PCR

pH-abhdngige Methoden

optische Methoden

Impedanzverfahren

94%

Inkubation auf Ndhrmedien

94%

0% 20%  40% 60% 80% 100%

Abb. 8: Verfahren der mikrobiologischen Qualitatskontrolle in deutschen Brauereien. Erhe-
bung zu praktizierten Nachweismethoden (aus: Novy et al., 2013)

Der Hauptgrund ist jedoch in folgender brauereispezifischen Problematik zu sehen:
Es missen Spurenkontaminationen, d. h. ein bierschéadlicher Keim pro Gebinde, bei
einem statistisch auf3erst ungunstigen Verhaltnis von entnommenem Probevolumen
zum Verkaufsbier (0,001-0,01 % der Gesamtmenge), gefunden werden. Selektive
Voranreicherungen mit fir PCR oder Gensondentechnik geeigneten Selektivmedien,
Erhdhung der Probenahmevolumina und/oder mechanische Keimaufkonzentrierun-
gen sind deshalb unabdingbar, um die fir die Analyse bendtigten Keimzahlen zu
erhalten. Die Vertreiber der Test-Kits empfehlen aus diesem Grunde auch Vor-
inkubationen von 24 bis 48 Stunden, wobei fir langsam wachsende Keimarten, wie
L. lindneri oder L. paracollinoides (Storgards et al., 1998; Suzuki et al., 2008; Asano
et al., 2009), diese Zeit aber haufig nicht ausreichend bemessen ist. Des Weiteren ist
das in den Schnellnachweisen zur Analyse kommende Probevolumen sehr klein
(Mikroliter-Bereich). Die automatisierte Auswertung bei PCR-basierten Verfahren,
z. B. Uber Schmelzkurvenanalysen der gebildeten DNS-Fragmente, stellt eine
Arbeitserleichterung dar. Sie beinhaltet aber keine Ganzzellcharakterisierung und
setzt viel Erfahrung bei der Interpretation voraus. Eine Stdérung der PCR-Reaktion
kénnte durch eingeschleppte Verunreinigungen aus der Proben- und Nukleinsaure-
aufbereitung zu zweifelhaften Ergebnissen fuhren (Cocolin und Rantsiou, 2012).
Ebenso kénnten bestimmte Matrixinhaltsstoffe, wie z. B. Polyphenole im Bier, die
PCR-Reaktion beeinflussen und damit die Sensitivitat und Selektivitdt herabsetzen,

wie dies auch bei Wein (Delaherche etal., 2004) und fur andere Lebensmittel
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(Cocolin und Rantsiou, 2012; Rohde et al., 2015) berichtet wird. Problematisch ist
hier auRerdem die Amplifikation der DNS toter Zellen, die eine aktive Kontamination
vortauschen kénnte (Homann et al., 2002; Cenciarini-Borde et al., 2009; Nocker und
Camper, 2009; Cocolin und Rantsiou, 2012). Versuchsansatze, diesem Problem
mittels Einsatz der interkalierenden Substanz EMA (Ethidiumbromid-Monoazid)
entgegenzuwirken, ergaben, dass nicht fir alle untersuchten bierschadlichen Keime
ein PCR-Signal von toten Zellen unterdrtickt werden konnte und die PCR-Sensitivitat
fur lebende Zellen abnahm (Brandl, 2006). Die Arbeit mit EMA ist aul3erdem sehr
matrixabhangig (Pisz etal.,, 2007). Versuche zur ausschlieBlichen Detektion
lebensfahiger Zellen mittels RT-PCR, abzielend auf die 16S rRNS und den
Elongationsfaktor tuf mMRNS, ergaben ebenfalls unbefriedigende Resultate (Juvonen
etal., 2010). Die Problematik der Erfassung toter Zellen entfallt bei Schnell-
nachweisen mit Gensonden, da hier die in den lebenden Zellen zahlreich
vorhandenene ribosomale RNS als Zielgene fungieren (Schleifer et al., 1992a und b;
Thelen et al., 2001 und 2002; Amann et al., 2008; Thelen, 2009). Die mit der FISH-
Technik einhergehende Visualisierung der Mikroorganismen (Rohde et al., 2014)
wird in den Brauereien haufig als positiv empfunden. Als Kritikpunkt bei FISH ist der
geringe Probendurchsatz durch (noch) fehlende Automatisierung anzuftihren.

Dass die molekularen Techniken aufgrund ausgewaéhlter Primer und Gensonden,
hohe Spezifitaten aufweisen, kann sich auch als Nachteil erweisen. Hier liegt nadmlich
die Gefahr in der Nicht-Erfassung noch nicht erkannter, und damit nicht erwarteter,
neuer Spezies und Subspezies (Temmermann et al., 2004), welche in den Test-Kits
entsprechend nicht aufgenommen sind. Die daraus resultierenden falsch negativen
Befunde verhindern die Ergreifung von Gegenmal3ihahmen und kdnnen bei
Distribution der betroffenen Biere zu erheblichen Imageschéaden und finanziellen
Verlusten fiihren. Andererseits finden sich in den Schnellnachweis-Kits mancher
Hersteller nicht-bierschadliche Mikroorganismen (z. B. L. fructivorans, L. hilgardii,
L. pentosus, Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus). Diese werden detektiert und
fuhren zu falsch positiven Befunden, mit der Konsequenz, dass die Qualitats-
sicherung zu unnétigen zeit- und kostenintensiven Mal3hahmen (z. B. doppelte
Filtration, erhohter Reinigungs- und Desinfektionsaufwand, Rickrufaktionen) greift
oder sogar das falsch-positiv analysierte Bier vernichten lasst. Als falsch-positiv
muss ein Befund auch dann gewertet werden, wenn ein Stamm, der einer als

bierschadlich charakterisierten Art angehort, detektiert wird, obwohl er keine
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bierschadlichen Eigenschaften aufweist. Dies ist durchaus vorstellbar, wenn man die
aktuell bekannten obligaten oder potentiellen bierschadlichen Laktobazillen (Tab. 4)
unter dem Aspekt ihrer phylogenetischen Gruppeneinordnung (Abb. 7) betrachtet:
Wie bereits diskutiert, bemerkt man zum einen eine weite Streuung dieser Mikro-
organismen Uber die verschiedenen Gruppen in der Gattung Lactobacillus (Abb. 7).
Zum anderen ist Uber die phylogenetische Einordnung kein direkter Zusammenhang
mit den jeweiligen biochemisch-physiologischen Einordnungskriterien und jeweiligen
Schadlichkeitspotenzialen erkennbar. Ein Blick in die Datensammlung der DSMZ
oder der LPSN genuigt, um zu erkennen, dass die Mitglieder der verschiedenen Arten
der Gattung Lactobacillus aus den unterschiedlichsten Substraten an den
unterschiedlichsten Standorten der Erde isoliert worden sind. Das wirft die
grundsatzliche Frage nach den Ursachen des bierschadlichen Charakters
bestimmter Stamme innerhalb dieser Arten auf, bzw. gibt Anlass nachzufragen, in
welchen Merkmalen die Eigenschaft der Bierschadlichkeit in den Bakterien
festgeschrieben ist. Dieses Wissen ist die unabdingbare Voraussetzung fir die
Entwicklung  wirklich  aussagekraftiger und spezifischer Nachweis- und

Identifizierungsverfahren.

4.3 Ausblick: Trends in der Forschung

Ein Hauptziel der Forschung ist also die Ergrindung der Faktoren, welche dem
Merkmal der Bierschadlichkeit zugrunde liegen. Diese Faktoren lassen Mikro-
organismen die im Bier vorhandene Stresssituation tolerieren, was ihnen zum einen
das Uberleben sichert und zum anderen sogar Wachstum im Bier erméglicht. Stress
wird allgemein definiert als Veranderungen von Umweltbedingungen, die reduziertes
Wachstum oder generell eine Einschrankung der Uberlebensfahigkeit nach sich
ziehen (Spano und Massa, 2006). Laktobazillen reagieren mit Stressantworten, die
auf koordinierten Genexpressionen beruhen, welche zusammenwirkend die
zellularen Prozesse, wie z. B. Mechanismen zur Aufrechterhaltung der pH-Homo-
ostase oder erhohte Produktion von Chaperonen, zur Steigerung ihrer Stresstoleranz
verdndern (van de Guchte etal.,, 2002). Zahlreiche Quellen verweisen auf die
Stressfaktoren, welche die mikrobiologische Anfélligkeit von Bieren limitieren. Dies
sind insbesondere die Hopfeninhaltsstoffe (hpts. Humulonsauren), tiefe pH-Werte

(Saureanteil), Alkoholgehalte bis 8 Vol%, reduzierte Sauerstoffgehalte, hohe CO,-
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Anteile, Nahrstoffmangel aufgrund vorangegangener Hefegarung sowie niedere
Temperaturen im Produktionsbereich (u. a. Back, 1994a, 2005 und 2008; Thiele und
Back, 2008; Hammond et al., 1999; Suzuki, 2011; Vriesekoop et al., 2012; Bokulich
et al., 2013). Ausgehend von der Annahme, dass das Bierschadlichkeitspotenzial der
MOs in unmittelbarem Zusammenhang mit ihrer Toleranz gegentber Hopfeninhalts-
stoffen steht und genetisch verankert sein konnte, befassten und befassen sich
zahlreiche Forschungsgruppen in den letzten Jahren intensiv mit verschiedenen
durch Hopfen bedingte Resistenzmechanismen. Diese Mechanismen werden vor
allem 1. mit der Cytoplasmamembran, im Wesentlichen den Hopfenresistenzgenen
horA, horC und ihren flankierenden Open Reading Frames [ORF]), 2. mit der
Zellwand (héhermolekulare Lipoteichonsauren in Kombination mit Mn?* und hitA) und
3. mit anderen Hopfentoleranzmechanismen, wie z.B der Induzierung Mn?*-
abhangiger Enzyme durch Hopfenbitterstoffe oder der Verkleinerung der ZellgroR3e
zur Verringerung des Bierkontaktes, in Verbindung gebracht (Suzuki, 2011). Die
wissenschaftlichen Grundlagen hierzu werden, neben Sakamoto und Konings
(2003), Suzuki (2011) und Preissler (2011), auch ausfuhrlich von Behr und Vogel
(2010), Vogel etal. (2010) und aktuell von Schurr etal. (2015) wiedergegeben.
Letztendlich kann resiimiert werden, dass durch die untersuchten hopfenbezogenen
Resistenzmechanismen die Problematik der Bierschadlichkeit nicht vollstandig erklart
werden kann (u. a. Suzuki etal.,, 2005b; Haakensen et al., 2008b; Bergsveinson,
2013; Deng et al., 2014; Kern et al., 2014a, 2014b). Zwar finden sich Betrachtungen
Uber Stressantworten von Laktobazillen bez. Hitze, Alkohol und Aziditat, allgemein
fur den Lebensmittelbereich (Van de Guchte et al., 2002; Liu und Qureshi, 2009)
oder fir einzelne Lactobacillus-Stamme (u. a. Laplace et al., 1999; Siegumfeldt et al.,
2000; Martinez et al., 2010; Van Bokhorst-van de Veen et al., 2011; Carvalho et al.,
2013 [fur Lactococcus lactis]; Heunis etal., 2014; Liu, 2014). Berichte uUber
bierspezifische Untersuchungen zu nicht hopfeninduzierten Stressantworten sind
jedoch selten. Zhao etal. (2014) berichten Uber oxidative Stressreaktionen bei
bierschadlichen L. brevis-Stammen im Vergleich zu nicht-bierschadlichen Stammen,
wenn sie Desinfektionsmitteln ausgesetzt werden. Uber den Effekt von Alkohol und
tiefen pH-Werten auf die Genexpression bez. der Argininverwertung durch L. brevis
und P. pentosaceus referieren Araque et al. (2013). Pittet et al. (2011) befassten sich
mit der Stressantwort bierschadlicher Bakterien auf Alkohol, konnten aber keine

signifikante Korrelation zwischen Alkoholtoleranz und Bierschadlichkeit ausmachen.
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Offensichtlich ist die Fokussierung auf die Suche nach einzelnen Markern fir das
Merkmal Bierschadlichkeit nicht ausreichend. Einige Faktoren sprechen fur diese
Annahme: Das Medium Bier besitzt eine komplexe Zusammensetzung, welche
zunachst von der Getreidebeschaffenheit mit ihrer Mikroflora und der sich daraus
ableitenden Malzqualitdt sowie der Hopfenart und der Wasserbeschaffenheit im
Sudprozess bestimmt wird. Auch spielen die verwendeten Hefestamme, ihre
Gareigenschaften, das Hefemanagement und die Reifungs- und Lagerungs-
bedingungen des Jungbieres eine wesentliche Rolle fir die Auspragung der
Bierzusammensetzung und -stabilitat. Da durch den Hefestoffwechsel und bei
unsachgemaler Prozessfuhrung durch eventuelle Autolyseerscheinungen auch
wachstumsfordernde Substanzen wie Aminosauren und organische Sauren (u. a.
Sauren aus dem Krebs-Zyklus und aus dem Aminosaure-Biosynthese-Weg) ins Bier
entlassen werden (Dufour etal., 2003), wird dieses kontaminationsanfalliger
gegenuber Bakterien. Hier spielt auch der forschungsméfig noch einzugrenzende
.P-Faktor‘ (Peptidfaktor) eine Rolle, den scheinbar manche recht anfalligen Biere
besitzen und den schwer nachweisbare Keime wie L. lindneri zum Wachstum
bendtigen (Back, 1994a). Tatsachlich wurde bereits von Berg et al. (1981) ein Peptid
mit einem Molekulargewicht von ca. 1.065 aus frischen Hefeextrakten nachgewiesen
und analysiert. Dieses Peptid stimulierte laut Berg das Wachstum von
L. sanfranciscensis aus Sauerteig, dem phylogenetisch nachsten Verwandten von

L lindneri.

Die dargestellte Komplexitdt des Bieres erschwert zudem die Evaluierung des
Bierschadlichkeitspotenzials von Bakterien. Diese Evaluierung ist als Voraussetzung
fur alle Studien zur Bierschéadlichkeit unabdingbar. Da eine umfassende Nachstellung
der Komplexitat des Bieres in Kulturmedien kaum in vollem Umfang gelingen kann,
erweist sich bis zum jetzigen Zeitpunkt die sogenannte ,Bierpassage” als die
zuverlassigste Evaluierungsmethode. Hier wird das Wachstum der Testorganismen
direkt in den unveranderten Biertypen (s. Kap. 2.1; Preissler et al., 2010) beobachtet.
Bei der Entwicklung von Nahrmedien flr Bierschadlinge ist darauf zu achten, dass
die Validierung mit bieradaptierten Stammen erfolgt, da Stdmme aus
Kulturensammlungen oder Stdmme, die mehrfach Uber Optimalmedien gefihrt
werden, ihren bierschadlichen Charakter verlieren kdnnen (Suzuki, 2011; Bohak
et al.,, 2012). Diese Mdoglichkeit des Verlustes (oder Erwerbes) ist eine Indikation

daflr, dass die Eigenschaft der Bierschadlichkeit nicht von vornherein fest im Genom
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verankert ist, sondern Uber Adaptationsprozesse, vielleicht auch tber Plasmid
bezogenen horizontalen Gentransfer, erst erworben wird. Hierzu konnte
maoglicherweise die Betrachtung des gesamten Bakteriengenoms weiteren
Aufschluss bringen, da zu vermuten ist, dass wesentliche Teile des Genoms eines

bestimmten Stammes diesen einzigartig machen (Gevers et al., 2005).

Vielversprechende Ansatze fir weitere Forschungen zu den Faktoren der
Bierschadlichkeit und mikrobiologischen Idenzifizierungsméglichkeiten bieten die
,Omik“-Wissenschaften, welche neben der Genomik u.a. die Proteomik, Trans-
kriptomik und Metabolomik umfassen. Ziel dieser Wissenschaften ist es,
interdisziplinar ein Bild von allen zellregulatorischen Prozessen im Kontext zum
Gesamtverhalten des untersuchten Mikroorganismus oder der MO-Gemeinschaft in
ihrem Okologischen Umfeld zu erhalten (Brul, 2014). Herrero et al. (2012) bezeichnen
die Omik fir Lebensmittel als Foodomik. Sie definieren Foodomik als eine Disziplin,
die das Studium aller Nahrungsmittel- und Ernahrungsbereiche, z. B. Uber die
Detektion von qualitatsrelevanten Biomarkern oder das Studium von Nahrungsmittel-
kontaminanten, durch Anwendung fortschrittlicher Omik-Technologien, im Sinne des
Verbraucherwohls, beinhaltet. Dabei sind massenspektrometrisch-basierte
Techniken, wie z. B. MALDI-TOF fiir Proteom-Analysen, unabdingbar (Herrero et al.,
2012). Colgrave etal. (2012) erortern die Applikationen der massenspektro-
metrischen Techniken flr die Proteomanalyse vom Getreide bis hin zum Produkt
Bier. Sie kommen zu dem Ergebnis, dass diese hochsensitiven und schnellen
Techniken eine gute Alternative zu immunologischen Methoden darstellen. Unter-
suchungen zur Proteomzusammensetzung vom Getreide Uber die Wirze bis zum
Bier mittels 2D-Gelelektrophorese oder MALDI-TOF MS belegen den deutlichen
Einfluss der verschiedenen Kulturhefestamme auf das Proteinprofil und unter-
streichen damit die Bedeutung der Wahl des Hefestammes fir die Bierqualitat, wie
z. B. auf die Filtrierbarkeit, den Schaum oder die oxidative Stabilitat (Berner et al.,
2013; Konecna et al., 2012). Ein grofRes Potenzial der Proteomik ist in der Brauerei
insbesondere auch auf dem Gebiet der Bakteriendiagnostik zu sehen. So gelang die
Identifizierung von Bakterien nicht nur auf Spezies-, sondern auch auf Stammebene
(Kern etal., 2014a, 2014b; Wieme etal.,, 2014). Umfangreiche Analysen der
Proteome von bierschéadlichen und nicht-bierschadlichen L. brevis-Stammen aus
unterschiedlichen Substraten wurden ebenfalls bereits mittels MALDI-TOF MS

getatigt und lieferten vielversprechende Informationen tber mdogliche Gruppen-
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bildung in Abhangigkeit zur Bierschadlichkeit (Kern et al., 2014b; Preissler, 2011).
Eine Erweiterung der Proteomerfassung aller bierschadlicher Mikroorganismen im
Vergleich mit nicht-bierschadlichen Vertretern der gleichen Art und dem damit
verbundenen Ausbau der spezifischen Datenbanken kénnte fur Schéadlichkeits-
beurteilungen in Zukunft nitzlich sein. mRNS-basierte Transkriptom-Sequen-
zierungen, wie sie von Pittet et al. (2013) fur bierschadliche Pediococcus claussenii-
Stamme beschrieben werden, er6ffnen neue Aspekte zu substratabhéngigen
Genexpressionen und werden, neben der Proteomik, eine bedeutende Funktion fur

die Aufklarung der Faktoren einnehmen, welche die Bierschadlichkeit steuern.

Das Nahrungsmittel Bier stellt eine 6kologische Nische dar und weist so sein eigenes
spezifisches Keimspektrum auf. Die Mikroorganismen haben sich an dieses Umfeld
vermutlich wahrend ihres evolutionaren Entwicklungsprozesses adaptiert und dabei
komplexe molekulare Mechanismen entwickelt, welche wahrscheinlich in ihrer gene-
tischen Ausstattung zu finden sind. Diese Mechanismen sichern nicht nur ihr Uber-
leben, sondern begilnstigen auch ihre Vermehrung unter an sich ungunstigsten
Bedingungen. Die Wissenschaften der Omics werden bei der Aufklarung der mole-
kularen Zusammenhange in Zukunft eine wesentliche Rolle spielen und damit ins-
gesamt zum besseren Verstdndnis des Substrates Bier und seiner Mikroflora

beitragen.
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