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Zusammenfassung

Hefen sind in der Getrankeindustrie einerseits als Schadorganismen und anderer-
seits als Starterkulturen flr alkoholische Getranke von Bedeutung. Die Identifika-
tion von Schadhefen lasst eine Einschatzung des Verderbnispotentials und der
Herkunft der Schadhefeart zu. Alkoholische fermentierte Getranke kénnen durch
Einzel- oder Mischkulturen hergestellt werden. Mischkulturen sind oft nicht defi-
niert, d. h. deren Identifizierung auf Artebene kann Aufschlliisse Uber deren Gar-
eigenschaften und mdgliche Hefe-Hefe Interaktionen bringen. Einzelstarterkultu-
ren bedirfen der regelmaBigen Kontrolle auf Art- und Stammebene, um einen

einwandfreien Prozess zu gewahrleisten.

In dieser Arbeit wurden Real-Time PCR Assays, PCR-DHPLC-, Sequenzierung- und
FT-IR Spektroskopie-Methoden entwickelt, optimiert bzw. auf die getrankemikro-
biologische Analytik Ubertragen, um getrankerelevante Hefen zu identifizieren
und zu differenzieren. Es wurden ein Screening Real-Time PCR Assay flr getran-
kerelevante Hefe, verschiedene Real-Time PCR Identifizierungs-Assays flur Nicht-
Saccharomyces und Saccharomyces Hefearten - darunter auch die industriell
genutzten Hefearten S. cerevisiae und S. pastorianus (syn. carlsbergensis) -
entwickelt und evaluiert. Durch sie ist es erstmals méglich, S. cerevisiae Konta-
minationen in untergdrigen Brauereikulturhefen sensitiv zu detektieren und S.
sensu stricto Kontaminationen artspezifisch in Betriebshefen nachzuweisen. Die
Real-Time PCR Systeme sind kompatibel gestaltet und kénnen simultan ange-
wendet werden. Ein Transfer auf ein Mikrochip Real-Time PCR Format war mdg-
lich. Die PCR-DHPLC Analyse eines DNA-Abschnittes der IGS2-rDNA ermdglichte
eine hochspezifische Differenzierung der industriell genutzten Stamme der Hefe-
arten S. cerevisiae und S. pastorianus (syn. carlsbergensis). Die FT-IR Spektro-
skopie und die Sequenzierungsmethoden konnten erfolgreich auf die Identifizie-
rung von getrankerelevanten Hefearten Ubertragen werden. Durch eine
Kombination der Sequenzierungsmethoden, der Real-Time PCR Assays und der
FT-IR Spektroskopie konnten 363 Hefestamme identifiziert werden und diese 53
verschiedenen Hefearten zugeordnet werden. Darunter befanden sich Isolate aus
Brauereien, Getrankebetrieben und Starterkulturen. Erstmals konnte die Art S.
kudriavzevii aus dem Brauereiumfeld identifiziert werden. Zur Vorkultivierung
getrankerelevanter Hefen wurde neben YM basierten Differentialmedien das Uni-
I



Zusammenfassung

versalmedium YM+Bromphenol+Coumarsaure mit differenzierenden nicht-

inhibierenden Eigenschaften entwickelt.
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Abstract

Abstract

In beverage industries yeasts are considered as spoilage yeasts on the one hand
and on the other hand they are of importance as starter cultures for fermented
alcoholic beverages. An identification of spoilage yeasts on species level allows
an evaluation or estimation of their spoilage potential and their origin. Alcoholic
fermented beverages can be produced by starter cultures using single species or
mixed species cultures. Frequently mixed cultures are not defined. Therefore
identification on species level can clarify fermentation characteristics and yeast-
yeast interactions of participated yeast species. Single species starter cultures
require a continuous control of their identity on species and strain level to ensure

a proper and efficient fermentation process.

In this study real-time PCR assays, PCR-DHPLC methods, sequencing methods
and FT-IR spectroscopy methods were being developed, optimised and trans-
ferred to the microbiological analysis of beverages with the aim to identify and
differentiate beverage-relevant yeasts. A screening real-time PCR assay for the
detection of beverage-relevant yeasts, a variety of real-time PCR identification-
assays for non-Saccharomyces and Saccharomyces species were being devel-
oped and evaluated. The Saccharomyces species included the industrial yeast
species S. cerevisiae und S. pastorianus (syn. carlsbergensis). For the first time
these assays enable to detect contaminations of S. cerevisiae in bottom-
fermenting brewing yeasts and to detect S. sensu stricto contaminations species-
specific in starter cultures. The fluorescent probes and the temperature protocols
of the real-time PCR assays were designed compatible and the assays can be
performed simultaneously. A transfer of the assays to a microchip real-time PCR
format was successful. PCR-DHPLC analyses of an IGS2-rDNA-fragment allowed a
specific differentiation of industrial strains of S. cerevisiae und S. pastorianus
(syn. carlsbergensis). FT-IR Spectroscopy and sequencing methods were being
transferred successfully to identify beverage-relevant yeasts. A combination of
sequencing methods, real-time PCR assays and FT-IR spectroscopy methods en-
abled the identification (on species level) of 363 isolated strains from 53 species.
The isolates originated from breweries, beverage companies and starter cultures.
For the first time S. kudriavzevii was isolated and identified from a brewing envi-
ronment. YM-based selective media and the universal medium YM+bromophenol
III



Abstract

blue+coumaric acid with selective non-inhibiting characteristics were developed

to pre-cultivate beverage-relevant yeasts.

v
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Einleitung

1 Einleitung

Hefen kénnen als einzellige Pilze der Klassen Ascomycetes und Basidomycetes,
deren vegetative Vermehrung auf Sprossung oder Zellteilung beruht und welche
ihr sexuelles Stadium nicht durch einen Fruchtkdrper auspragen, definiert wer-
den (284). Der Name Hefe ist wahrscheinlich auf das deutsche Wort heben zu-
rackzufihren. Wahrend der alkoholischen Garung ,heben" sich bzw. steigen die
Hefezellen zur Flissigkeitsoberflache auf. In anderen Sprachen weisen die Begrif-
fe fir Hefe ebenfalls eine Verbindung zur Garung auf: Yeast=wahrend der Ga-
rung gebildeter Schaum (Englisch), gist=Schaum (Niederlandisch); zes-
tos=Schaum (Griechisch); levure von lever=heben (Franzoésisch); levadura von
levantar=heben (Spanisch), lievito=heben (Italienisch). In slawischen Sprachen
ist der Begriff fir Hefe direkt von dem entsprechenden Wort flir Garung abgelei-
tet (142). Die Namensherkunft der Hefe verdeutlicht, dass die historisch-
kulturelle Bedeutung der Hefe eng mit der Kultivierung durch den Menschen in
verschiedenen Vergarungsprozessen verflochten ist. Die garungstechnologisch
bedeutendsten Hefen sind Arten der Gattung Saccharomyces, welche nach aktu-
ellem taxonomischem Kenntnisstand in den Saccharomyces sensu stricto Kom-
plex eingruppiert sind (217, 282). Dieser Komplex beinhaltet Saccharomyces ce-
revisiae, welche zur Produktion von obergarigem Bier, Wein, Brennereimaische,
Sake und vielen anderen alkoholischen Getranken verwendet wird, Saccharomy-
ces bayanus, die in der Wein- und Apfelweinproduktion (Cidre, Cider) eingesetzt
wird, Saccharomyces pastorianus, die als Starterkultur fur die untergarige Bier-
herstellung und Apfelweinherstellung dient und vier weitere Arten, die nicht in-
dustriell genutzt werden (16, 215, 217). Die Geschichte der gezielten Nutzung
der Hefen - ohne deren Existenz als Mikroorganismen und eigentliche Verursa-
cher der Garung zu kennen - reicht bis 6000 Jahre v. Chr. in die Zeit der Hoch-
kulturen des mittleren Ostens zuriick (72, 284). 1680, einige Jahrtausende spa-
ter, beobachtete Antonie van Leeuwenhoek wahrscheinlich als erster Mensch
Hefen im Mikroskop. La Voisier entdeckte 1789 die Kohlendioxidentwicklung wah-
rend der Garung. 1815 stellte Gay-Lussac eine Garungsgleichung auf, in der 2
Molekile Saccharose zu 4 Molekilen Ethanol und 4 Molekilen Kohlendioxid um-
gesetzt werden. Bis Louis Pasteur 1870 demonstrierte, dass lebende Hefen flr

die Garung alkoholischer Getranke verantwortlich sind, war eine Publikation von
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Friedrich Woehler und Justus von Liebig aus dem Jahr 1839 giiltig, die die Ga-
rung als einen rein chemischen Prozess beschreibt, der durch den Abbau toter
Hefezellen ermdglicht wird (201, 248). Pasteur beschrieb in seinen Studien auch
Mikroorganismen, die qualitative Abweichungen und einen schlechten Geschmack
des Bieres verursachen (72, 248). Wie Pasteur erkannte, haben nicht alle Hefen
fur die Getrankeproduktion positive Eigenschaften. Schadhefen kénnen in vielen
Sektoren der Getrankeindustrie durch unkontrollierte Fermentation zum Verderb
des Produktes fihren und somit groBen wirtschaftlichen Schaden anrichten (87).
Diese Schadhefen verteilen sich weitldufig Uber die 800 bekannten Hefearten
(20, 258). Schatzungen besagen, dass zusatzlich etwa 669000 unbeschriebene
Hefearten existieren (284). Trotz der Artenvielfalt der Hefen vermdégen nur weni-
ge Spezies in Getranken zu wachsen und diese zu verderben (206, 258). Das
Schadhefespektrum und die Schadhefeanfalligkeit eines spezifischen Getrankes
ist abhangig von der physikalisch-chemischen Zusammensetzung dieses Getran-
kes und dessen Eigenschaften als Hefendhrmedium (59, 128, 258, 270). Es exis-
tieren verschiedene Publikationen, die die potentielle Hefeflora bzw. Schadhefe-
flora flr spezifische Getranke, Getrankevorstufen, Getrankegruppen und
Getrankerohstoffe beschreiben (11, 12, 60, 66, 128, 129, 135, 160, 206, 258,
259). Bisher existieren keine wissenschaftlichen Publikationen und keine verof-
fentlichten Schatzungen lUber das AusmalB des wirtschaftlichen Schadens durch
den Schadhefeverderb von Getranken. Es wird davon ausgegangen, dass es sich
europaweit um Millionen, mdglicherweise auch Milliarden Euro pro Jahr handelt
(258). Grunde hierfur sind, dass Getrankehersteller nicht verpflichtet sind,
Schadhefezwischenfalle zu melden, viele Verbraucher geringere Produktfehler
(verursacht durch Hefewachstum) nicht melden oder nicht registrieren und auch
nur ein Teil der schwerwiegenderen Produktfehler (z. B. Bombagenbildung, Tri-
bung, Aromafehler) tatsachlich gemeldet werden (258). Eine Identifizierung und
Katalogisierung auftretender Schadhefe-Spezies in einem spezifischen Getrank
erlaubt es, dem Technologen eine getrankespezifische Schadhefeflora und das
Schadigungspotential der auftretenden Hefearten aufzunehmen (60). Korrekte
Art-Identifizierungen von getrankeschadlichen Hefen ermdglichen es, technologi-
sche Prozesse und deren Qualitatssicherungssysteme zu verbessern und Roh-
stoff- und Produktqualitdt zu bewerten (60). Hefen werden normalerweise pha-

notypisch (z. B. durch Verwertungsmuster bestimmter Zucker) oder anhand
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diagnostisch etablierter Gensequenzen identifiziert (85, 148). DNA-basierte Iden-
tifizierungsmethoden sind zuverlassiger und schneller als phanotypische Metho-
den und sind bereits in Wissenschaft und Industrie weit verbreitet (148). Die I-
dentifikation von getrankerelevanten Schadhefen auf Artebene ist in der Regel
ausreichend, das Schadpotential und die technologischen Konsequenzen abzulei-
ten. FUr einige spezielle Fragestellungen ist es jedoch ratsam, eine weitergehen-
de Differenzierung einer Art auf Subspezies oder Stammebene durchzuflhren.
Ein Beispiel flr eine weitergehende Differenzierung auf Subspeziesebene ist Sac-
charomyces cerevisiae var. diastaticus, die gefahrlichste Fremdhefe im Brauerei-
bereich. Sie besitzt U(bervergarende Aktivitat, welche anhand einer DNA-
Sequenz, die fir das Enzym Glucoamylase kodiert, differenziert werden kann
(36). Eine weitergehende Differenzierung von Schadhefen auf Stammebene kann
in Spezialfallen angewendet werden, wie z. B. bei atypischen Konservierungs-
stoff-resistenten S. cerevisiae, Sch. pombe und Z. bailii Stammen (174, 259).
Eine weitaus gréBere Rolle spielt die Differenzierung auf Stammebene im Bereich
der industriell genutzten Hefestdmme zur Herstellung von vergorenen Getranken.
Die Wahl des Hefestammes hat einen groBen Einfluss auf Charakter und Qualitat
des Produktes. Hierbei sind u. a. Eigenschaften aufzuflihren wie unterschiedliche
Bildung von sekundaren Stoffwechselprodukten und Aromprofilen, Gargeschwin-
digkeiten, Vergarungsgrade, Bruchbildungsvermégen und Temperaturoptima
(236). Differenzierungsmethoden auf Stammebene sollten im Optimalfall die I-
dentitat eines bestimmten Produktionsstammes sicherstellen (236). Die vorlie-
gende Arbeit setzt sich mit der Anwendung, Erweiterung und Optimierung beste-
hender Identifizierungs- und Differenzierungsmethoden flr getrankerelevante
Schad- und Nutzhefen und deren Einbindung in die getrankemikrobiologische
Qualitatssicherung auseinander. Ein weiterer Aspekt ist die Entwicklung neuarti-
ger Identifizierungs- und Differenzierungsmethoden (z. B. Methodenentwicklun-
gen fur Real-Time PCR Systeme, PCR-DHPLC, FT-IR-Spektroskopie) flr bisher
ungeldste getrankemikrobiologische Problemstellungen. In der Praxis sind den
verschiedenen Identifizierungsmethoden Vorkultivierungen auf Nahrmedien vor-
geschaltet. In diesem Zusammenhang beschaftigt sich diese Arbeit auch mit

Neuentwicklungen und Modifikationen von Selektiv- und Universalmedien.
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Verfahren zu entwickeln oder zu modifizieren, mit
welchen ausreichend exakt und anwenderfreundlich getréankerelevante Kultur-
und Schadhefen sowohl in Rein- als auch in Mischkulturen auf Art- und Stamm-
ebene identifiziert werden kénnen. Die hierbei entwickelten modifizierten Verfah-
ren stehen nicht in Konkurrenz zueinander, vielmehr sollten deren Vorteile und
deren sinnvolle, praxistaugliche Kombinationsmdglichkeiten hervorgehoben und
optimiert werden. Selektive Kultivierungsverfahren eignen sich dazu, Gruppen
von Hefen mit bestimmten Wachstumseigenschaften aus Getranken zu vermeh-
ren und somit eine gewisse Vorauswahl zu erzielen. Diese selektiven Eigenschaf-
ten kénnen in zwei Richtungen forciert werden. Ein Ziel ist es, eine bestimmte
Hefespezies zu vermehren und alle anderen zu unterdriicken. Hiermit kénnte z.
B. eine bestimmte Kontaminante gezielt identifiziert werden und nachfolgende
Identifizierungsverfahren waren somit Uberflissig. Das gegenlaufige Ziel ist es,
das Wachstum einer bestimmten Hefeart oder sogar eines bestimmten Hefe-
stammes zu unterdriicken und mdglichst viele abweichende Hefearten bzw. -
stamme zu kultivieren. Ein Beispiel hierfur ist die Unterdrickung eines Brauerei-
kulturhefestammes und die Kultivierung aller Brauereifremdhefen. Beide Zielset-
zungen wurden bearbeitet. In der QS-Praxis sind breitere Anreicherungsmetho-
den spezifischeren Methoden vorgeschaltet. Im Laufe der letzten beiden
Jahrzehnte haben sich DNA-basierte Identifizierungsmethoden, beruhend auf den
unterschiedlichen genetischen Codes verschiedener Organismenarten, etabliert.
Hierzu gehdren Real-Time PCR, rDNA-Sequenzierung und PCR-DHPLC, welche in
dieser Arbeit naher auf ihre bestmdglichen Einsatzweisen und —gebiete hin unter-
sucht werden. Es sollten Real-Time PCR Systeme entwickelt werden, die Hefear-
ten identifizieren (Identifizierungssystem), die Hefearten in Gruppen identifizie-
ren (Gruppensystem) und die getrankerelevante Hefen im allgemeinen
nachweisen (Screeningsystem). Es sollten Hefearten sowohl in Reinkulturen als
auch aus Hefemischpopulationen mit sehr niedrigen Nachweisgrenzen identifiziert
werden. Deren Spezifitdten, Sensitivitaten, Nachweisgrenzen, PCR-Effizienzen
und praktische Anwendbarkeit sollten ermittelt werden. Die Ubertragbarkeit aus-
gewahlter Real-Time PCR Systeme auf ein Mikrochip-PCR Format wird untersucht.

Zeitaufwendige und kostenintensive rDNA Sequenzierungsmethoden sollten mo-
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difiziert werden, um sie in der QS-Praxis als Identifizierungs-Referenzmethoden
einsetzen zu kénnen. Die PCR-DHPLC sollte bezuglich der Art-Identifizierung und
der Differenzierung industriell genutzter Saccharomyces cerevisiae und pastoria-
nus Stammen untersucht werden. Die FT-IR-Spektroskopie, die eine biochemi-
sche Bestandsaufnahme einer Hefesuspension ermdglicht, sollte zur Art-
Identifizierung von Reinkulturen und zur Differenzierung der Arten des S. sensu
stricto Komplexes eingesetzt werden. In diesem Zusammenhang sollte die beste-
hende Hefe-Datenbank mit getrankerelevanten Arten erweitert und ein neurona-
les Netz flir den S. sensu stricto Komplex entwickelt werden. Die entwickelten
Methoden wurden auf ein groBes Spektrum aus Hefe-Praxisisolaten angewendet.
In diesem Zusammenhang wurde innerhalb eines Zeitraumes von 2 Jahren die
Hefeflora im Brauereisektor untersucht. Die Entwicklungen sollten zudem zur
Aufklarung der origindaren Hefeflora von indigenen Getranken (Satho-Reisgetrank
aus Thailand, Bananenwein aus Costa Rica, Chicha-Maisgetrank aus Costa Rica)

eingesetzt werden.
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3 Stand des Wissens

3.1 Phylogenetik und Systematik der Hefen

Hefen werden entweder nach ihrem Phanotyp oder nach ihrer genetischen Se-
quenz identifiziert (32). Viele molekularbiologische Methoden wurden in den letz-
ten Jahren entwickelt und werden als Alternative zu physiologischen Methoden
betrachtet (85). Die Mehrheit dieser Methoden verwendet die ribosomale DNA
der Hefen als Zielsequenz. Die ribosomalen Gene (5S, 5,8S, 18S und 26S) der
Art Saccharomyces cerevisiae und der meisten anderen Hefearten sind in tan-
demartige Einheiten wie in Abbildung 1 angeordnet, welche sich im Genom auf
Chromosom XII 100-200mal in einer Kopf-Schwanz Anordnung wiederholen (85,
182). Im Englischen wird der Begriff tandem-repeats - der rDNA - verwendet,
welcher jedoch nicht mit short-tandem-repeats (Mikrosatelliten-DNA Abschnitte)

zu verwechseln ist.

l18s|  [58s| |26s| T

(st [msz]

Abbildung 1: Struktur der ribosomalen DNA (nach (21, 85, 279))

Die kodierenden DNA-Abschnitte werden von nicht kodierenden Abschnitten, den
ITS- (internal transcribed spacer) und den IGS-Regionen (intergenic spacer) ge-
trennt (95, 182). Die ribosomalen Gene sowie die ITS- und IGS-Regionen sind
etablierte Werkzeuge, um phylogenetische Verwandtschaftsverhaltnisse aufzukla-
ren und Spezies zu identifizieren (151). Die ITS- und IGS-Regionen weisen einen
hohen Grad an interspezifischen Unterschieden auf (84). Gleichzeitig sind die in-
traspezifischen Polymorphismen in den ITS-Regionen nicht sehr ausgepragt,
weshalb sich diese Regionen anders als die 18S oder 26S rDNA-Abschnitte fur
Identifizierungen nah verwandter Spezies besser eignen (78, 137, 178). Verein-
zelte DNA-Abschnitte der IGS-Regionen kdnnen intraspezifische Unterschiede
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aufweisen, d.h. Unterschiede der DNA-Sequenzen einzelner Stdmme innerhalb
einer Spezies (95, 125, 181, 182). Die zwei am haufigsten genutzten DNA-
Regionen fir Identifizierungszwecke auf Artebene sind die D1 und D2 Domanen,
welche sich am 5’ Ende des 26S Genes befinden, und das 18S Gen (130, 151).
Diese Sequenzen sind in freien Internet-Datenbanken des NCBI oder EBI verflig-
bar. Besonders im Fall der D1/D2 Region des 26S Genes ist eine Vielfalt von Se-
quenzen hinterlegt, welche zum Vergleich der Sequenz einer unbekannten Se-
quenz herangezogen werden, um bei einer Ubereinstimmung von 99% oder mehr
diese Sequenz einer Spezies zuzuordnen (85, 151). Die Sequenzierung, der Se-
quenzabgleich und deren Ablaufschemata sind unter 3.3.4 naher beschrieben. In
der Literatur werden weitere Gene und DNA-Abschnitte wie z. B. Histon Promotor
Sequenzen, Actin-1-, Beta-Tubulin-, Cytochrom Oxidase II-, RNA-Polymerasell-,
Pyruvat-Decarboxylase-, EF1-a-, YCLOO8c-, URA3-, MET10-, LRE1l-, GRC3-,
SED1-, STE2-, BUL2-Gene beschrieben, die zur Aufklarung der Verwandtschafts-
verhaltnisse der Hefen genutzt werden kénnen (22, 43, 54, 152, 171, 172, 215).
Diese Abschnitte werden mittels PCR amplifiziert und anschlieBend sequenziert
oder mittels Gel-Elektrophorese bzw. Real-Time Technologien nachgewiesen. Ne-
ben weiteren Genen lassen sich die Gene LRE1 und GRC3 nutzen, um die phylo-
genetischen Verhaltnisse der Arten von S. pastorianus inklusive der untergarigen
Brauereihefen und S. bayanus zu untersuchen (215). Eine Differenzierung ande-
rer Arten des S. sensu stricto Komplexes anhand dieser Gene ist ebenfalls mdg-
lich (127). Des Weiteren wird auch beschrieben, dass sich die mitochondriale
DNA zur Differenzierung von Brauereihefen und von Arten des S. sensu stricto
Komplexes nutzen lasst (41, 85, 152, 216, 227, 270). Eine phylogenetische Mul-
tigenanalyse ermdglicht die Differenzierung der Arten des Saccharomyces sensu
stricto Komplexes (152). S. Arten, welche auf Grund der Multigenanalyse nicht
mit den S. sensu stricto Arten verwandt sind, gehdren nicht der Gattung S. an
und lassen sich innerhalb 14 vorgeschlagener Gattungen einteilen (147, 152).
Der S. sensu lato Komplex, d.h. S. Arten, welche nur entfernt verwandt zu S.
cerevisiae sind, ist nicht mehr existent (147, 152, 189, 217). Dessen Arten geho-
ren nun zu verschiedenen Gattungen, wie z. B. Kazachstania, Naumovia und La-
chancea (147, 150, 189). So ist z. B. die typische getrankeschadliche Hefeart
Saccharomyces exiguus nun unter Kazachstania exigua aufgefihrt (221). Der S.

sensu stricto Komplex bestand urspringlich aus den vier S. Arten bayanus, cere-
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visiae, paradoxus, pastorianus und seit dem Jahr 2000, in dem die drei S. Arten
cariocanus, kudriavzevii und mikatae beschrieben wurden, aus sieben Arten
(192, 217, 282). Die S. sensu stricto Arten und der Zusammenhang von nicht-
Hybrid Arten zu Hybrid Gruppen sind schematisch in Abbildung 2 dargestellt
(217). Innerhalb der drei industriell genutzten Arten S. bayanus, S. cerevisiae

und S. pastorianus befinden sich Hefen mit Hybridnatur.

S. bayanus

S. sensu stricto
Komplex

S. cariocanus (S. uvarum)

S. paradoxus

gemeinsamer o
Vorfahre S. cerevisiae

S. bayanus
Typstamm
CBS 380

S. mikatae || S. kudriavzevii S. pastorianus
(S. carisbergensis)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Saccharomyces sensu stricto Arten und der
Zusammenhang von reinen Spezies und Hybridspezies (nach (217))

Die Art S. bayanus steht in der Diskussion, zwei Gruppen zu beinhalten. Die eine
Gruppe beinhaltet Hefen, die der ehemals eigenstandigen Spezies S. uvarum
ahnlich sind. Die andere Gruppe beinhaltet reine S. bayanus Stamme. Aktuelle
Hypothesen besagen, dass der S. bayanus Typstamm CBS 380 ein Hybrid, d. h.
eine genetische Mischung aus den beiden erwahnten Gruppen ist, d. h. aus S.
uvarum und S. bayanus (43, 138, 143, 262). Es ist sehr wahrscheinlich, dass die
Verwendung dieses Stammes als Referenzstamm zu Missinterpretationen und
verwirrenden Schlussfolgerungen gefuhrt hat (217). Nach obig genannten Hypo-
thesen hat der S. bayanus Typstamm den gleichen S. bayanus-Elternstamm wie
die untergarige Brauhefe, welche in S. pastorianus eingruppiert ist und friher als
S. carlsbergensis benannt war (43, 138, 143, 262). Die Art S. pastorianus lasst
sich ebenfalls in zwei Gruppen unterteilen: S. pastorianus Typstamm-ahnliche
Stamme und Stamme, die durch den ehemaligen Typstamm flr untergarige
Bierhefe S. carlsbergensis vertreten werden (298). Die S. pastorianus Typstam-

me verschiedener Mikroorganismen-Sammlungen scheinen sich zu unterschei-
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den. So scheint der Typstamm CBS 1538 Hybridcharakter vergleichbar zu S. carl-
sbergensis aufzuweisen, wohingegen der Typstamm NRRL-Y 1551 kein Hybrid ist
(138). Es ist wahrscheinlich, dass durch die Verwendung der Typstamme als Re-
ferenzstamme fehlerhafte Interpretationen und Schlussfolgerungen in Identifika-

tions- und Charakterisierungsstudien entstanden sind (217).
3.2 Getriankerelevante Hefen
3.2.1 Industriell genutzte, getrankerelevante Hefen

In garungstechnologischen Verfahren der Getrankeindustrie werden hauptsach-
lich die drei Arten S. cerevisiae, bayanus und pastorianus eingesetzt, deren Stel-
lung innerhalb des S. sensu stricto Komplexes unter 3.1 beschrieben ist (64, 72,
215). Obergarige Brauereikulturhefen gehéren zur Art S. cerevisiae, untergarige
Brauereikulturhefen zur Art S. pastorianus (43, 124, 217). Die Brauereihefen
werden kontrolliert in Reinzuchtverfahren vermehrt und spater zur Garung einge-
setzt (97, 264). Zur Herstellung von Spezialbieren, wie z. B. Berliner WeiBe oder
belgischen Bieren (Lambic) und englischen Bieren (Porter, Ale) kommen zusatz-
lich Dekkera spp. (anamorph: Brettanomyces spp.) als Nachgar-Kulturen zum
Einsatz (12, 72). Hierbei ist die bedeutendste Art Dekkera bruxellensis, welche
bei anderen Bier- und Getranketypen als obligate oder potentielle Schadhefe -
wie unter 3.2.2.1 und 3.2.2.2 ersichtlich - eingestuft ist (12, 225). Bei der Wein-
herstellung werden S. Starterkulturen sowie Spontangarverfahren eingesetzt
(64, 66). In Spontangarverfahren konkurrieren wahrend der Angarphase viele
Hefearten. Hauptsachlich treten Hanseniaspora uvarum (anamorph: Kloeckera
apiculata), Debaryomyces hansenii, Metschnikowia spp., Candida spp., Pichia
spp., Wickerhamomyces spp. auf, wobei Hanseniaspora uvarum mehr als 60%
der Gesamtzellpopulation ausmacht (12, 64). Die Vielfalt an Hefearten im Trau-
benmost hangt von verschiedenen Faktoren wie dem geografischen Standort,
den klimatischen Bedingungen, der Traubensorte, dem MaB der Beschadigung
der Traubenoberflachen und den Verarbeitungsbedingungen ab (211). Mit stei-
gendem Alkoholgehalt als Folge der Garung setzen sich alkoholtolerante S.
Stamme durch. Ob die garverantwortlichen S. Hefen hauptsachlich von der Trau-
benoberflache oder von den Winzerkellern stammen, ist noch nicht geklart (64).
Einen analogen Zusammenhang bietet die S. Population wahrend der Apfelwein-

bereitung: S. Hefen bewachsen natlrlicherweise nicht die Apfeloberflache, wer-
9
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den jedoch auf den Apfelpressen gefunden (16). In der Traubenweinproduktion
hangt die Weiterentwicklung der origindgren Hefepopulation auch von den unter-
schiedlichen Verarbeitungsparametern, wie z. B. Handlese, maschinelle Lese,
Gartemperatur und SO,-Konzentration ab (64). Neben den stark garenden S. Ar-
ten kénnen andere garkraftige bzw. garfahige Hefearten in Spontangarungen wie
Zygosaccharomyces spp., Zygotorulaspora spp., Kazachstania exigua, Lachancea
kluyveri, Saccharomycodes ludwigii und Torulaspora delbrueckii auftreten (12,
93, 150). S. paradoxus Stamme mit guten oenologischen Eigenschaften, die aus
kroatischen Weingarten isoliert wurden, kamen dort in gréBerer Anzahl vor als
S. cerevisiae (220). In kontrollierten Weingarungen kommen S. cerevisiae und
S. bayanus Stamme zum Einsatz. Es wurden auch Starterkultur-Kombinationen
aus S. cerevisiae und verschiedenen C. spp. untersucht, mit dem Effekt, dass
resultierende Weine andere sensorische Eigenschaften aufwiesen als die Weine,
die ausschlieBlich mit S. cerevisiae Reinzuchthefe vergoren wurden (93, 136,
272). In den westlichen Kulturen kommt S. cerevisiae bei der Herstellung von
Brennereimaischen, Sekt, Apfelwein und anderen Obstweinen als Starterkultur
zum Einsatz. Landliche, spontan vergorene Apfelmoste werden hauptsachlich mit
Hanseniaspora spp. erzeugt (66). Bei der Apfelweinherstellung kdénnen auch
S. bayanus und S. pastorianus Stamme und oft Gemische dieser beiden Arten
zum Einsatz kommen, wobei S. bayanus die Angarphase dominiert und S. pasto-
rianus die restliche Garung dominiert (16). Viele S. bayanus Stamme sind kryo-
tolerant, d. h. sie kdnnen bei niedrigen Gartemperaturen (8-15°C) stabil wach-
sen. Untergarige Brauereikulturstamme der Art S. pastorianus, die auch die
Fahigkeit zum Wachstum bei niedrigen Temperaturen haben, sind Hybride aus S.
cerevisiae und S. bayanus, wobei die mitochondriale DNA ausschlieBlich von S.
bayanus stammt (216). Aus Wein und Apfelwein wurden auch Hybride aus S. ce-
revisiae und S. bayanus isoliert (176). Zudem wurden aus Wein kryotolerante
Hybride aus S. cerevisiae und S. kudriavzevii isoliert (105). Verschiedene chro-
mosomal kodierte Gene sowie mitochondriale Gene von S. kudriavzevii konnten
nachgewiesen werden (105, 164). Diese Erkenntnisse bekraftigen die Theorie,
dass der kryotolerante Charakter kaltgarender Hefen immer vom genetischen
Nicht-S. cerevisiae Anteil herrihrt (216). Neben den groBindustriell hergestellten
alkoholischen Getranken gibt es eine Vielfalt an semi-industriell und auf hand-

werkliche Weise hergestellte, ,fermentierte Ur-Getranke" (engl. indigenous fer-
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mented beverages). Verschiedene Hefearten spielen bei deren Produktion in
Starterkulturen oder in Spontangarkulturen eine Rolle (29, 252). ,Indigenous
fermented beverages" kann mit ,indigenen/einheimischen vergorenen Getran-
ken" oder ,vergorenen Ur-Getranken" Ubersetzt werden. Als Beispiele sind Pul-
que, Chicha aus Lateinamerika, Zuckerrohrwein, Sake, Satho aus Asien, und A-
jon, Busaa, Tej, Kaffir/Sorghum Bier aus Afrika zu nennen (29, 187, 251, 252).
Diese Getranke beinhalten eine groBe Vielfalt an Hefearten, wobei S. Arten am
haufigsten beschrieben sind (134, 252). Die Identifizierungen der Hefearten aus
diesen Getranken stammen meistens aus alteren Studien und wurden meistens
phanotypisch vorgenommen (252). In neueren Studien wird die Hefemikroflora
mit Hilfe von molekularbiologischen Methoden, wie z. B. 18S bzw. 26S rDNA Se-
guenzierung, genauer beschrieben (35, 134, 154, 274). Hefearten, welche als
Starterkulturen, semi-kontrollierte Kulturen oder in spontanen Garprozessen zur
Herstellung ausgewahlter alkoholischer Getranke genutzt werden, sind in Tabelle

1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Hefearten in Starterkulturen und Spontangarpopulationen zur Herstellung alkoholischer
Getranke (12, 16, 52, 64, 66, 72, 150, 217, 220, 251, 252, 276)

Hefearten in Spontangarpopu-

Getrianketyp Hefearten in Starterkultur !
lationen
Bier
Bier (untergarig) S. pastorianus UG -
Bier (obergarig) S. cerevisiae -
Bier (obergérig, Spezialbiere) S. cerevisiae, D. bruxellensis -
Wein

S. bayanus, S. cerevisiae, S para-

doxus, C. spp., Debaryomyces

hansenii, P. fermentans, Hanseni-

aspora uvarum, I. orientalis,
Traubenwein S. bayanus, S. cerevisiae M. pulcherrima, Kregervanrija

fluxuum, Saccharomyco-

des ludwigii, T delbrueckii, Zygo-

torulaspora spp., K. exigua,

L. kluyveri, W. anomalus, Z. spp.

C. oleophila, C. sake, C. stellata,
C. tropicalis, H. uvarum,
H. osmophila, H. valbyensis,
. S. cerevisiae, S. bayanus, L. cidri, Kluyveromyces marxianus,
Apfelwein . 7 )
S. pastorianus Kregervanrija delftensis,
M. pulcherrima, Lindnera misu-
maiensis, P. guilliermondi,

P. nakasei
Sonstiger Obstwein S. cerevisiae -
CO,-haltiger Wein (Sekt, Prosecco, S. cerevisiae _
Champagner)
Destillierte alkoholische Getrdnke
: S. cerevisiae, S. cerevisiae var. _

Whisk(e)y diastaticus
Cognac, Armagnac, Brandy Siehe Traubenwein Siehe Traubenwein

S. cerevisiae, S. bayanus, Sch.
Rum -

pombe

11
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Getranketyp

Hefearten in Starterkultur

Hefearten in Spontangarpopu-
lationen

Indigene fermentierte Getrdanke

Kaffir/Sorghum Bier (Hirsebier)

S. cerevisiae

Pulque (vergorener Agavensaft)

S. cerevisiae

S. cerevisiae, Hanseniaspora uva-
rum

Sake (alkoholisches Reisgetrank)

S. cerevisiae var. sake, C. sake

Palmwein

. cerevisiae, Sch. pombe,
. membranifaciens,
. fermentans, C. tropicalis

Honigwein (Tej)

. cerevisiae

Chicha (alkoholisches Maisgetrank)

nnicon

. cerevisiae, S. pastorianus,
Kregervanrija fluxuum

Busaa (alkoholisches Mais-, Hirse-
getrank)

S. cerevisiae, 1. orientalis

Zuckerrohrwein

*S. cerevisiae, Saccharomycopsis
fibuligera

*Takju/Yakju (alkoholisches Reis
oder Weizengetrank)

*S. cerevisiae, C. inconspicua,
C. sake), P. triangularis, W.
anomalus

*S(iB-saure alkoholische Reis- und
Maniok-Getranke basierend auf
Ragi, Loogpang, Bubod, etc. Star-
terkulturen

* S. cerevisiae, C. intermedia,

C. parapsilosis, C. solani, Crypto-
coccus humicola, Filobasidium
capsuligenum, Kodamaea ohmeri,
Kregervanrija fluxuum,

P. membranifaciens,

P. guilliermondii, Saccharomy-

copsis fibuligera, Saccharomy-
copsis malanga, W. canadensis, W.
anomalus, W. subpelliculosa

*semi-kontrollierte Garungen, basierend auf natirlich kultivierten Starter-Mischkulturen

3.2.2 Schadhefen
3.2.2.1 Schadhefen in alkoholischen Getrdnken

Die Begriffe ,wilde Hefen", Fremdhefen und Schadhefen werden oft als Synony-
me benutzt, wobei es aber sinnvoll ist, diese Begriffe abzugrenzen. ,,Wilde Hefen"
und Fremdhefen fassen Hefearten bzw. -stamme zusammen, welche nicht mit
dem Produktionsstamm/der Starterkultur identisch sind (12, 127). D. h. Fremd-
hefen missen nicht unbedingt obligate, potentielle oder indirekte Schadlinge al-
koholischer Getranke sein. Sie kénnen auch latent in einem Getrank oder in des-
sen Produktionsumgebung vorliegen, ohne eine Schadigung hervorzurufen (12).
Der Begriff Schadhefen impliziert hingegen, dass hier zugehérige Hefen eine indi-
rekte oder direkte Produktschadigung verursachen (127). In den Herstellungs-
prozessen alkoholischer Getranke kénnen Schadhefen wahrend der Garung mit
der Betriebshefe bzw. mit der ,gewollten™ Hefeflora (bei Spontan- oder Mischga-
rungen) konkurrieren und den Garverlauf negativ beeinflussen (12, 167). So
ein Brauereihefestamm in einem  Bier-

kann z. B. untergariger

Produktionsprozess, der mit einem anderen untergarigen Stamm arbeitet, eine
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Schadhefe darstellen (12, 124). Garstérungen und die Bildung von ungewollten
Aromen in Zwischenprodukten gehdéren zu den indirekten Produktschadigungen
und sind oft irreversibel (12). Indirekte Schadhefen zeichnen sich dadurch aus,
dass sie das fertige alkoholische Getrank nicht unmittelbar schadigen kdnnen,
jedoch im Produktionsbereich Produktvorschadigungen verursachen kénnen (12).
Indirekte Schadigungen treten haufig in der Starterkultur und wahrend der Anga-
rung auf (12). Werden indirekte Schadigungen frihzeitig erkannt, kénnen sie
durch entsprechende MaBnahmen beseitigt (Verschneiden, scharfe Filtration)
werden (12). Eine direkte Produktschadigung eines fertigen alkoholischen Ge-
trankes findet durch Schadhefen statt, die dessen Milieu tolerieren und darin
wachstumsfahig sind (127). Indirekte Schadhefen sind hauptsachlich Primarkon-
taminanten, d. h. sie treten im Prozess vor der Abfiillung auf, wohingegen direkte
Schadhefen (potentielle, obligate) Primar- und Sekundarkontaminaten sein kén-
nen, d. h. sie kdnnen in jeder Prozessstufe (auch nach der Abflllung) wachsen
(255). Bei filtrierten alkoholischen Getranken liegt das Endprodukt (aus mikro-
bieller Sicht) nach der Filtration vor, bei destillierten Getranken nach der Destilla-
tion, bei unfiltrierten Getranken ist diese Grenze der Zeitpunkt, ab dem das Pro-
dukt keinen weiteren Anderungen produktspezifischer Parameter unterliegt
(langfristige Ausbauprozesse ausgenommen, wie z. B. Wein- oder Whiskylage-
rung). Der Zeitpunkt an, dem sich das Endprodukt aus mikrobiologischer Sicht
nicht mehr andert, ist auch die Grenze flr direkte bzw. indirekte Schadigung. In
Tabelle 2 sind die indirekten und direkten Schadhefearten verschiedener alkoholi-
scher Getranke aufgelistet. Relativ junge Getrankekategorien stellen die Bier-,
Wein- und Spirituosenmischgetranke dar. Aussagekraftige Studien zur Schadhe-

fen-Anfalligkeit existieren bisher nur fiur Biermischgetranke (33, 128).
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Tabelle 2: Indirekte und direkte Schadhefen verschiedener Getréanketypen (12, 52, 60, 93, 128,

155, 167)

Getranketyp

Indirekte Schadhefen

Direkte Schadhefen

Bier

Bier

S. spp. (bayanus, cerevisiae, pas-
torianus), C. spp. (inconspicua,
intermedia, rugosa, sake, stellata,
tropicalis), Debaryomyces hanse-
nii, H. uvarum, I. orientalis, K.
exigua, Kluyveromyces marxianus
(v. a. Sauergut), Kregervanrija
fluxuum, P. spp. (fermentans,
jadinii, membranifaciens), R. gluti-
nis, Saccharomycopsis fibuligera,
Saccharomycodes ludwigii, W.
anomalus

S. spp. (bayanus, pastorianus,
cerevisiae, cerevisiae var. diastati-
cus) B. spp. (custersianus, nanus),
D. spp. (anomala, bruxellensis)

Biermischgetranke

siehe Bier (indirekte und direkte
Schadhefen)

S. spp. (bayanus, cerevisiae, cere-
visiae var diastaicus. paradoxus,
pastorianus), B. naardenensis, D
spp. (anomala, bruxellensis), K.
exigua, L. kluyveri, N. castelli, Sch.
pombe

Wein

Traubenwein

S. spp. (bayanus, cerevisiae, pas-
torianus), C. spp. (boidinii, glabra-
ta, inconspicua, norvegica, pa-
rapsilosis, rugosa, sake, stellata,
tropicalis, zeylanoides), Cryptococ-
cus laurentii, Debaryomyces spp.
(etchellsii, hansenii), H. spp. (guil-
liermondii, uvarum), I. orientalis,
Torulaspora delbrueckii, K. exigua,
Kluyveromyces marxianus Kreger-
vanrija fluxuum, L. kluyveri, M.
pulcherrima, P. spp. (guilliermon-
dii, jadinii, membranifaciens, fari-
nosa, fermentans), R. spp. (gluti-
nis, mucilaginosa),
Saccharomycopsis fibuligera, Sch.
pombe, T. delbrueckii, W. spp.
(anomalus, subpelliculosa

S. spp. (cerevisiae), D. spp. (ano-
mala, bruxellensis), Saccharomy-
codes ludwigii, Zygosaccharomy-

ces spp. (bailii, rouxii)

Apfelwein

S. spp., C. spp. (anglica, boidinii,
cidri, norvegica, pomicola), Hanse-
niaspora spp. (uvarum, osmophila,
valbyensis), M. pulcherrima, P.
spp. (guilliermondi), Saccharom-
ycodes ludwigii

S. spp. (bayanus, cerevisiae), D.
spp. (anomala, bruxellensis), Z.
bailii

Weinmischgetranke

Siehe Traubenwein (indirekte und
direkte Schadhefen)

Keine Literaturangaben

Destillierte alkoholische Getrdnke

Whisk(e)y

siehe Bier

Cognac, Armagnac, Brandy

siehe Wein

Spirituosenmischgetrénke (Alko-
pops)

Keine Literaturangaben

Indigene fermentierte Getranke

Alkoholische Getranke, die mit
unkontrollierter bzw. semi-
kontrollierer Hefeflora produziert
werden

Hefearten, die sich von den einge-
setzten Betriebsarten unterschei-
den und Garverlauf und Produkt-
qualitdt negativ beeinflussen

Hefearten, die im fertigen Produkt
wachstumsfahig sind und dieses
schadigen

Mischgetranke setzen sich aus zwei Anteilen zusammen, zum einem aus einem

alkoholischem Getrank und zum anderem aus einem alkoholfreien Getrank. Die

zugesetzten alkoholfreien Getranke variieren meist sehr in ihrer Zusammenset-
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zung (Zuckeranteil, -spektrum, Safte, Aromen, Antioxidantien, Konzentrate,
Fruchtausziige, Stabilisatoren, pH-Wert, Farbstoffe) und ihrem Mischungsanteil
(128). Das potentielle Schadhefespektrum eines Mischgetrankes hangt von sei-
ner Rezeptur und seinen Milieueigenschaften ab (128). Als indirekte Schadhefen
der Mischgetranke kénnen die Schadhefen der alkoholischen Getranke Bier und
Wein betrachtet werden, da diese Getranke hier als Zwischenprodukte zu sehen
sind. Fur den Limonadenanteil besteht im Regelfall keine indirekte Schadigungs-
gefahr, da die wenig anfalligen Limonadenrohstoffe (Sirupe, Konzentrate, Aro-
men) erst kurz vor dem eigentlichen Mischprozess (z. B. Inlineausmischung) mit
dem alkoholischen Getrank zur alkoholfreien Komponente ausgemischt werden
(239). Erst nach dem Ausmischen ist das Milieu vorteilhaft flir Schadhefen. Di-
rekte Schadhefen flr Biermischgetranke sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Destillierte
alkoholische Getranke und deren Anteil flr Spirituosenmischgetranke sind durch
den hohen Alkoholgehalt fir Schadhefe-Kontaminationen unanfallig. Die Schad-
hefeflora fir Bier und Wein und Apfelwein ist ausgiebig erforscht (12, 60, 93,
167). Uber das Schadhefespektrum in Fruchtweinen existieren keine Studien, es
ist jedoch davon auszugehen, dass es mit dem in Wein und Apfelwein vergleich-
bar ist. Ahnlich verhalt es sich im Bereich der indigenen fermentierten Getranke.
Fir indigene Getranke lasst sich die Aussage fur direkte und indirekte Schadhe-
fen treffen, welche in Tabelle 2 angegeben ist. Da fur indigene Getranke in vielen
Studien (siehe 3.2.1) zunachst die an der Garung beteiligten Hefearten identifi-
ziert werden mussen um kontrollierte Prozesse mit definierten Starterkulturen zu
gewahrleisten, steht die Erforschung der Schadhefeflora bislang noch im Hinter-

grund.
3.2.2.2 Schadhefen in alkoholfreien Getrénken

Eine begrenzte Anzahl von Hefearten kann in alkoholfreien Getranken, welche
definierte mikrobiologische Umgebungsbedingungen bieten, gefunden werden.
Viele Hefearten halten diesen jedoch nicht Stand (259). Eine sehr groBe Anzahl
von Hefearten verschiedener Gattungen wurde aus alkoholfreien Getranken iso-
liert (15, 214, 232-235, 246, 258, 299). Viele der isolierten Hefen wirken sich
nicht auf alkoholfreie Getranke aus, da sie zufallig ,in das Getrank gelangen®,
nicht wachstumsfahig sind oder in kurzer Zeit absterben. Die wirklich schadlichen

Hefearten aus dieser Hintergrundflora zu erkennen, ist von Bedeutung (259). In
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diesem Zusammenhang wurden Hefearten aus alkoholfreien Getranken nach
DAVENPORT in drei verschiedene Kategorien eingeordnet (55, 259). Tabelle 3
enthalt Hefearten der Kategorie I-III, wobei Kategorie I Schadhefen beinhaltet,
die das Potential haben, aus einer Zelle pro Gebinde zu wachsen und das Getrank
zu verderben (55). Hefearten aus Kategorie II kénnen Verderb verursachen,
wenn Produktionsfehler stattfinden oder wenn es sich um ein mikrobiell anfalliges
Getrank handelt (55). Sie tauchen bei guter Betriebshygiene nur in niedrigen
Zellzahlen auf. In Kategorie III sind Arten zu finden, die als Hygienekeime be-
zeichnet werden kénnen, die haufig als Indikatorkeime eingesetzt werden und im
Regelfall keinen Verderb verursachen. Hefearten der Kategorie IV sind Arten aus
Fremdhabitaten, welche normalerweise nicht im Produktionsbereich alkoholfreier
Getranke beheimatet sind. Als Beispiel ist Kluyveromyces lactis zu nennen, wel-
che typischerweise aus dem Molkereibereich stammt. Wird diese Hefe in der AfG
Produktion gefunden, ist dies ein Indiz, dass ein Kontakt mit Molkereiprodukten
oder —-equipement stattfand (259). BACK teilt die Hefearten der AfG-Industrie
nach ihrem Garpotential ein, namlich in garkraftige, garfahige, garschwache und
nicht garfahige Arten (11, 13). In Tabelle 3 sind die Hefearten der Kategorien I-

ITI dem entsprechendem Garpotential zugeordnet.
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Tabelle 3: Gruppierung der Hefearten aus alkoholfreien Getranken (Softdrinks) und deren Produkti-
onsumgebungen nach ihrem Schad- und Garpotential (modifiziert nach (11, 13, 20, 60, 221, 259))

Garpotential

I Schadhefearten

II Potentielle Schadhe-
fearten/ Hygienearten

III Hygienearten

garkraftig

S. cerevisiae

Z. bailii

S. bayanus

Zygotorulaspora florenti-
nus

garfahig

K. exigua
Sch. pombe
Z. rouxii
. bisporus

lentus

orientalis
fermentati
kluyveri
delbrueckii

. microellipsoides

garschwach

. naardenensis

. anomala

O U N N

. bruxellensis

. boidinii

. davenportii
. etchellsii

. intermedia

. parapsilosis

OO0 o000 o0d 18- =

stellata
Debaryomyces hansenii
H. uvarum

L. thermotolerans

Lodderomyces elongispo-
rus

P. fermentans
P. minuta
P. guilliermondii

W. anomalus

. lactis-condensi
sake

. solani

. tropicalis

. lusitaniae

DO 0000

. etchellsii

Atmungshefe
(nicht garfahig)

C. inconspicua

P. membranifaciens

(Aureobasidium pullulans)
Cryptococcus albidus
Cryptococcus laurentii
Rhodotorula glutinis

Rhodotorula mucilaginosa

3.2.2.3 Getrdnkerelevante Schadhefen - eine Ubersicht

Der Verderb von Getranken durch Schadhefen kann diverse Erscheinungsbilder

aufweisen. Die Verderbnis-Effekte, die in alkoholfreien und alkoholhaltigen Ge-

tranken auftreten kénnen, zeigt Tabelle 4. Gasproduktion, Tribung, Bodensatz

und Fehlaromen durch Schadhefen kdénnen in beiden Getrankegruppen auftreten
(168). Lediglich die Filmbildung tritt nur bei alkoholischen Getranken auf (168).
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Tabelle 4: Durch Hefewachstum verursachte Verderbnis-Effekte in Getranken (modifiziert

nach(168))
Verderbnis-Effekte
Getrankegruppe
Gasproduktion Tribung Bodensatz Filmbildung | Fehlaromen
filtrierte, alkoholische Getranke
(z. B. Bier, Wein) + + + + +
alkoholfreie Getranke (Soft + + + _ +
Drinks)
DEAK und BEUCHAT beschreiben das errechnete prozentuale Auftre-

ten/Vorkommen von 96 Schadhefearten in Frichten, alkoholfreien Getranken,

Bier und Wein (60). Tabelle 5 listet das prozentuale Auftreten ausgewahlter He-

fearten auf.

Tabelle 5: Errechnetes prozentuales Auftreten/Vorkommen (%) von ausgewadhlten Schadhefearten
(aus 96 Schadhefearten) in Frichten, alkoholfreien Getranken, Bier und Wein (modifiziert nach

(60))

Schadhefeart

Vorkommen (%)

Schadhefeart

Vorkommen (%)

Brettanomyces naardenensis
Candida apicola

Candida glabrata

Candida intermedia
Candida parapsilosis
Candida sake

Candida stellata

Candida tropicalis

Candida versatilis
Cryptococcus albidus
Cryptococcus laurentii
Debaryomyces hansenii
Dekkera anomala

Dekkera bruxellensis
Hanseniaspora guilliermondii
Hanseniaspora uvarum
Issatchenkia orientalis
Kazachstania exigua
Kluyveromyces marxianus
Kregervanrija fluxuum
Lachancea kluyveri
Lachancea thermotolerans
Lodderomyces elongisporus
Metschnikowia pulcherima

0,09
0,65
0,86
0,74
1,38
1,72
1,66
1,85
0,92
1,45
0,92
4,61
0,65
0,43
1,01
3,20
3,23
1,11
2,21
1,11
0,65
0,98
0,55
2,46

Pichia angusta

Pichia burtonii

Pichia fermentans

Pichia guilliermondii

Pichia jadinii

Pichia membranifaciens
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula minuta
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces bayanus
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces pastorianus
Saccharomycodes ludwigii
Schizosaccharomyces pombe
Sporobolomyces roseus
Torulaspora delbrueckii
Torulaspora microellipsoides
Wickerhamomyces anomalus
(friher Pichia anomala)

Wickerhamomyces subpelliculosa

(friher Pichia subpelliculosa)
Zygosaccharomyces bailii
Zygosaccharomyces bisporus
Zygosaccharomyces rouxii

0,58
0,55
1,60
2,40
0,74
4,43
2,58
0,55
3,45
1,85
6,40
0,92
1,01
1,69
0,83
4,68
1,11
4,25

1,29
4,76

0,92
3,20

Unter 3.2.2.1 und 3.2.2.2 ist aufgefihrt, welche Schadhefearten indirekte und
direkte Schadigung der verschiedenen Getranke verursachen kénnen. Die Kom-
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bination dieser Daten mit der prozentualen Verteilung aus Tabelle 5 lasst eine
Voreinstufung des Schadpotentials einer Hefeart und der Schadenswahrschein-
lichkeit dieser Hefeart flir einen bestimmten Getranketyp zu. Des Weiteren sind
im Anhang 8.1 allgemeine Informationen zu bedeutenden getréankeschadlichen
Hefearten und nah verwandten nicht-getrankeschadlichen Hefearten aufgefihrt.
Die Hefearten sind in alphabetischer Reihenfolge beschrieben und beinhalten zu-
satzliche Informationen zu ihrem Vorkommen/Auftreten und einer Beschreibung
der getranketechnologisch relevanten Wachstums- und Stoffwechseleigenschaf-
ten. Im Besonderen wird auf die Resistenz gegenlber Konservierungsstoffen, die
Osmotoleranz und die Temperaturbestandigkeit der verschiedenen Hefearten ein-
gegangen. Auf morphologische Beschreibungen und physiologische Verwertungs-
spektren (z.B. flur Zucker, Stickstoffquellen) wird nur zum Teil eingegangen, da
fir diese Zwecke Nachschlagewerke und Datenbanken von z. B. BARNETT et al.
BOEKHOUT et al., KURTZMAN und FELL, ROBERT et al. existieren (20, 32, 149,
221). Der Anhang 8.1 soll die Funktion eines Nachschlagewerkes erflillen, in dem
schnell ein getrankemikrobiologischer Uberblick zu einer bestimmten Hefeart ge-
wonnen werden kann. Anhang 8.1 beinhaltet Beschreibungen zu Hefearten, flr
die bereits Identifizierungsmethoden (in Vorarbeiten am BT II) entwickelt wurden
oder die in dieser Arbeit etabliert wurden. Fir die weiteren getréankeschadlichen
Hefearten, die im Anhang 8.1 beschrieben sind, kdnnen die bestehenden Identifi-
zierungssysteme erweitert werden oder als Vorlage flr spezifische Identifizie-

rungssysteme dienen.
3.3 Hefeidentifizierung und -differenzierung
3.3.1 Allgemeine Aspekte

Die Identifizierung kann als Zuordnung eines unbekannten Mikroorganismus zu
einer bestimmten Klasse/Art nach einer existierenden Klassifikation, definiert
werden (212). Die Identifizierung auf Speziesebene (mittels rDNA Sequenzie-
rung) ist in der getrankemikrobiologischen Praxis mittlerweile als Referenzme-
thode anerkannt und Stand der Technik (85, 148, 256). Eine Differenzierung ist
im Allgemeinen eine - von der taxonomischen Ebene unabhangige - Unterschei-
dung zweier Organismen. Identifizierung und Differenzierung kénnen auf ver-
schiedenen Expressionsebenen genetischer Information stattfinden: Genomebe-

ne, Proteinebene, Morphologie-/ Zellkomponentenebene und die Ebene der
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Verhaltensweise (110). Im Bereich der Getrankemikrobiologie werden Differen-
zierungen zwischen Arten, Unterarten, Stémmen und praxisrelevanten Gruppen
durchgefihrt (12, 57, 85, 256). Von hoher Bedeutung, v. a. im Bereich der in-
dustriell genutzten Hefen, ist die Differenzierung verschiedener Stamme einer Art
(=Stammdifferenzierung), wobei der Ausdruck Stammcharakterisierung oft syn-
onym verwendet wird (85, 236, 237). Bei Schadorganismen ist die Identifizie-
rung auf Art- oder Stammebene ein wichtiges Werkzeug zur Lokalisierung einer
Kontaminationsquelle - mit Hilfe eines Stufenkontrollplanes - innerhalb eines

Prozesses (256).
3.3.2 Ubersicht aktueller Identifizierungs- und Differenzierungsmethoden

In Tabelle 6 sind verschiedene Identifizierungs- und Differenzierungsmethoden
nach ihren Wirkprinzipien geordnet. Zusatzlich sind zu den einzelnen Methoden
der Differenzierungsgrad und zugehorige Veroéffentlichungen, die getrankerele-

vante Hefen behandeln, angegeben.

Tabelle 6: Ubersicht tiber Identifizierungs- und Differenzierungsmethoden fiir Hefen (modifiziert
nach (85, 256))

Differenzie- Bisher untersuchte Hefegruppe, -
Methode .
rungsgrad gattung, -art/ Matrix, Quellenangabe
Physiologische, morphologische Methoden
Diverse Hefearten/ Lebensmittel, Getrdnke
Standard-Methoden Gattung, Art (20, 149, 221)

C. spp., Claviaspora lusitanae, I. orientalis, H.

spp., M. spp., P. spp., R. spp., S. spp., Sac-
Gattung, Art charomycopsis cratagenesis., T. spp., W. spp./
Orangensaft (8)

Miniaturisierte kommerzielle Systeme (z. B.
API 20C AUX, Rapid IDYeast Plus,

Chemotaxonomische Methoden

B. naardenensis, Debaryomyces hansenii, D.
Gesamt-Fettsdurenanalyse spp., I. orientalis, Kluyveromyces marxianus, P.

(FAME = determination of fatty acid methyl Art spp., S. spp., Z. rouxii, W. spp./ Fruchtkon-

zentrate (231)
ester compounds) C. spp., K. unispora, S. cerevisiae, T. delbrueckii,

W. anomalus/ Brauereiisolate (266)

Protein-Fingerprinting S. cerevisiae, S. pastorianus, Sch. sp, Z. rouxii/

; Art, Stamm Bier, Bierhefen, Weinhefen (1)
(z. B. 2D-protein map) ' S. cerevisiae, S. pastorianus/ Bierhefen (141)
Massenspetrometrische Methoden Diverse Hefearten (datenbankabhéngig)/ Le-

bensmittel, Getrdnke (238)

(z. B. MALDI-TOF MS, Py-MS, DIMS, GC-TOF Art, Stamm S. cerevisiae, S. pastorianus/ Bierhefen (208,
MS) 267)

. : . S. cerevisiae, S. pastorianus/ Bierhefen (267)
Fourier tranformierte Infrarot Spektroskopie Art, Stamm Diverse Hefearten/ Lebensmittel, Getrénke

Immunologische Methoden

Technik basierend auf monoklonalen Antikér- Art. Stamm B. spp., D. spp./Wein (146)
pern ’ S. cerevisiae, S. pastorianus, Sch. sp, Z. rouxii/
(z. B. ELISA) Bier, Bierhefen, Weinhefen (1)

Molekulargenetische Methoden

S. cerevisiae/ Sorghum Bier (278)

Sequenzierung Art C. spp., Claviaspora spp., Geotrichum spp., H.
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Methode

Differenzie-

rungsgrad

Bisher untersuchte Hefegruppe, -

gattung, -art/ Matrix, Quellenangabe

spp., I. spp., M. spp., P. spp., R. spp., S. cerevi-
siae, S. bayanus, Saccharomycopsis spp., T spp.,
W. spp./ Orangensaft (8)

Bulleromyces spp., C. spp., Clavispora spp.,
Cryptococcus spp., Filobasidium spp., Galactomy-
ces spp., H. spp., I. spp., P. spp., R. spp., S.
spp., Sporobolomyces spp., Trichosporon spp.,
W. spp., Williopsis spp./ Malzereiprozess (160)
C. spp., S. spp., P. spp., W. spp./ Bier (266)

Karyotypisierung

Stamm

C. guilliermondi, ,C. pulcherima , H. uvarum S.
cerevisiae/ Trauben Wein (227)

. bayanus/ Wein (62, 193, 194)

. cerevisiae/ Sherry (80)

. cerevisiae/ Cachaca (108)

. cerevisiae, S. bayanus/ Cider (195)

0

. cerevisiae/ Most (7)

RFLP mt DNA

Stamm

. cerevisiae/ Trauben (50)

. cerevisiae, C. stellata, H. uvarum, M. pulcher-
rima, T. delbrueckii/ Wein (210)
S. cerevisiae/ Sherry (79, 80)
S. cerevisiae/ Most (41)
S. cerevisiae/ Most, Wein (86)
S. cerevisiae/ Wein (23, 107, 165, 173, 269,
270)
C. guilliermondi, ,C. pulcherima , Kloeckera
apiculata, S. cerevisiae/ Trauben, Wein (227)

S
S
S
S. cerevisiae/ Wein (173)
S
S
S

Fluoreszenz/ Chemielumineszenz in-situ Hyb-
ridisierung (FisH/ CisH)

Gattung, Art

B. custersianus, B. naardenensis, B. nanus, D.
anomala, D. bruxellensis/ Wein (225)

C. stellata, H. uvarum, H. guillermondii, Kluyve-
romyces marxianus, Kluyveromyces thermotole-
rans, P. membranifaciens, S. cerevisiae, T. delb-
rueckii, W. anomalus/ Most, Wein (296)

D. bruxellensis/ Wein (254)

Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ba-
sierte Methoden

Gattung, Art,
Stamm

PCR-RFLP der 5.8S ITS rDNA Region

Art

S. cerevisiae/ Sorghum Bier (278)

C. spp., D. anomala, H. spp., I. terricola, Kloe-
ckera apiculata, Kluyveromyces thermotolerans,
L. kluyveri, M. pulcherrima, R. glutinis, S. spp.,
Sch. spp., T. delbrueckii Z. spp./ Wein (23, 80,
94, 210, 227, 270)

C. spp., Claviaspora spp., Geotrichum spp., H.
spp., I. spp., M. spp., P. spp., R. spp., S. cerevi-
siae, S. bayanus, Saccharomycopsis spp., T spp.,
W. spp./ Orangensaft (8)

C. spp., Claviaspora sp, H. spp., P. spp., R. spp.,
Trichosporon spp., W. spp./ Orangen, Oran-
genSaft (161)

D. spp., Debaryomyces spp., H spp., M. spp., P.
spp., S. spp., Saccharomycodes spp., W. spp./
Cider (185)

PCR-DGGE, PCR TGGE

Art, Stamm

Aureobasidium pullulans, H. spp., M. spp./ Trau-
ben (209)

C. spp., H. spp., Kloeckera apiculata, Kluyvero-
myces spp., P. spp., M. spp., S. cerevisiae, W.
spp./ Wein (49)

Real-Time PCR

Art, Unterart

D. bruxellensis/ Wein (61, 204)

C. tropicalis, K. exigua, P. membranifaciens, D.
anomala, D. bruxellensis, S. cerevisiae, S. cerevi-
siae var. diastaticus., S.pastorianus, Saccharo-
mycodes ludwigii, W. anomalus/ Bier (36, 37)
Getranke und Lebensmittel verderbende Hefen
(Gruppennachweis, Screening)/ Saft (30, 44)
Getrankerelevante Hefen (Gruppennachweis,
Screening), S. cerevisiae var. diasaticus/ Ge-
tranke (71)

RAPD-PCR

Stamm

S. cerevisiae/ Cachaca (108)
Sch. pombe/ Cachaca (104)
. cerevisiae, S. pastorianus/ Bierhefen (236)

Miikrosatelliten PCR

Stamm

. cerevisiae, Kloeckera apiculata/ Wein (42)
. cerevisiae/ Wein (121)
. cerevisiae, S. pastorianus/ Bierhefen (236)

AFLP-PCR

Stamm

nlnnnn

. cerevisiae, S. pastorianus/ Bierhefen (237)
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Differenzie- Bisher untersuchte Hefegruppe, -
Methode
rungsgrad gattung, -art/ Matrix, Quellenangabe

S. cerevisiae, S. pastorianus/ Bierhefen (236)
0 -Sequenzen PCR Stamm S. cerevisiae/ Wein (48, 62, 165, 210)
S. cerevisae/ Most (41)

Tabelle 6 verdeutlicht, dass molekularbiologische Methoden und darunter die PCR
basierten Methoden in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen haben und
viele Publikationen zur Identifizierung und Differenzierung von getrankerelevan-
ten Hefen bestehen. Die Methoden, die in dieser Arbeit Anwendung fanden und
deren aktueller Stand bezlglich der Untersuchung getrankerelevanter Hefen sind
in den folgenden Kapiteln beschrieben (siehe 3.3.3 - 3.3.8). Darunter befinden
sich auch die Methoden PCR-DHPLC und Mikrochip Real-Time PCR (siehe 3.3.6
und 3.3.7), welche nicht in Tabelle 6 auftauchen, da mit ihnen bisher keine ge-
trankerelevanten Hefen untersucht wurden. Ein Teil der Ergebnisse der
PCR-DHPLC Methode wurde bereits vorveroffentlicht (125).

3.3.3 Nahrmediennachweis und -differenzierung

Die Durchfihrung der meisten modernen eindeutigen Identifizierungs- und Klas-
sifizierungsmethoden auf Art- und Stammebene (siehe 3.3.2) ist im Regelfall erst
nach einer universellen oder selektiven Vorkultivierung auf Nahrmedien maéglich.
Klassische mikrobiologische Methoden zum Nachweis von Hefen basieren auf der
Kultivierung und Anreicherung von Hefen mit festen (Agar) und flissigen (Bouil-
lon) Nahrmedien, nachdem die Ursprungsprobe direkt, als Aliquot einer Verdin-
nungsreihe oder als Membranfilter auf/in das Nahrmedium Uberfihrt wird (12,
58, 71). Das Verdliinnen, Schitteln bzw. Zerkleinern einer Probe ist bei Getran-
ken, die suspendierte Teilchen beinhalten, wichtiger als bei klaren Getranken (wie
z. B. Wein), da Zellen an suspendierten Partikeln haften kénnen (167). Die Kulti-
vierung erfolgt normalerweise bei Temperaturen zwischen 25 und 28 °C flr 5-7
Tage, kann jedoch bei langsam wachsenden Hefen (z. B. Z. spp., D. spp.) auch
bis zu 14 Tage in Anspruch nehmen (167). Bei der Verwendung von Selektivme-
dien bzw. Differentialmedien kann ebenfalls mit verlangerten Bebritungszeiten
gerechnet werden (58). Im Idealfall sollte ein Medium den Nahrstoffansprichen
mdglichst aller relevanten Hefen (fir ein spezifisches Getrank) genligen, das
Wachstum von vorgeschadigten Hefen unterstlitzen, Bakterienwachstum unter-

driicken und ein Uberwachsen mit Schimmelpilzen vermeiden (71, 88). Weitere
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Anspriche an ein ideales Medium sind eine maximale Wiederfindungsrate, repro-
duzierbare Ergebnisse, und es sollte ein einfach herzustellendes Medium mit ein-
facher Zusammensetzung sein (58). Viele unterschiedliche komplexe unselektive
Hefemedien werden verwendet, die Zucker als Energiequelle (z. B. Glucose, Fruc-
tose, Saccharose), verdaute Proteine als Stickstoffquelle (z. B. Pepton, Trypton,
Casein) und komplexe Zusatze (Malzextrakt, Hefeextrakt) enthalten (167). Einige
Untersuchungen zielen nur auf den summarischen Nachweis von Hefen und
Schimmelpilzen ab (58). Einige der wichtigsten Hefe-Universalmedien sind der
Wiirzeagar (WA), der Malzextraktagar (MEA), der Sabouraud-Glucose Agar
(SGA), der Trypton-Glucose Hefeextrakt Agar (TGYA), Kartoffel-Dextrose Agar
(PDA), Orangenfruchtsaft Agar (OFSA), Hefeextrakt-Malzextrakt Agar (YM-A),
Hefeextrakt-Malzextrakt Bouillon (YM-B) (11, 12, 58, 135, 148). Zusatzliche
Komponenten wie Antibiotika gegen Bakterienwachstum (z. B. Chloramphenicol,
Oxytetracyclin), Schimmelpilzwachstum unterdriickende Substanzen (z. B. Ben-
galrot, Biphenyl, Dichloran, Natriumpropionat) und Indikatoren (z. B. Bromphe-
nolblau, Bromkresolgrin) kénnen dem Medium zugesetzt werden (167). Bakteri-
enwachstum kann auch durch Absenkung des pH-Wertes auf 3,5 unterdrickt
werden, wobei die Wiederfindungsrate bei dem Einsatz von Antibiotika héher
liegt (45, 71). Dichloran-Bengalrot-Chloramphenicol Agar (DBRC) wirkt antibak-
teriell und fungistatisch und wird oft eingesetzt, wenn Hefen aus bakterien- und
schimmelpilzhaltigen Habitaten isoliert werden sollen (71, 148). Es ist zu berlck-
sichtigen, dass Substanzen, die Schimmelpilzwachstum unterdriicken, auch das
Wachstum von Hefearten negativ beeinflussen kénnen (17). Neben den Univer-
salmedien werden selektive Medien eingesetzt, die auf die Anspriiche eines In-
dustriezweiges (z. B. Brauerei, Winzerei, AfG-Hersteller) oder der nachzuweisen-
den Hefeart (z. B. D. bruxellensis, S. cerevisiae var. diastaticus) abgestimmt sind
(71). So wirde ein optimales Selektivhahrmedium fur den hefehaltigen Brauerei-
bereich (=Unfiltratbereich) alle indirekt, potentiell und obligat bierschadlichen
Hefen nachweisen und die verwendete S. Betriebshefe unterdriicken (124, 135,
223, 277). Im hefefreien Bereich der Brauerei (=Filtratbereich) ist sogar die Be-
triebshefe als potentielle Schadhefe zu betrachten (223). Flir den Unfiltratbereich
existiert noch kein optimales Nahrmedium, das alle Schadhefen nachweisen und
zugleich die Betriebshefe unterdriicken kann (135). Sollen im Filtratbereich

Schadhefen und Betriebshefen nachgewiesen werden, kann ein Universalmedium
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wie z. B. WA und YM-A verwendet werden (36, 223). So miussen im Unfiltratbe-
reich mindestens drei verschiedene Selektivmedien kombiniert werden, um das
Fremdhefespektrum (NSFH, SFH) so weitgehend abzudecken (12, 123). Proble-
matisch gestaltet sich der Nachweis von S. sensu stricto Stammen, die nah ver-
wandt mit S. cerevisiae (obergarigen Kulturhefen) und S. pastorianus (untergari-
ge Kulturhefen) sind oder sogar der gleichen Art angehdren (277). Die Medien,
die diese S. Fremdhefen (SFH) nachweisen, wie z. B. Kristallviolett Agar (KV),
Taylor & Marsh Agar (TM), LWYM (Lin’s Wild Yeast Medium) weisen Erfassungsli-
cken auf, d.h. neben der Betriebshefe wird auch ein Teil der SFH unterdrickt
(135, 242). KV, TM und LWYM erhalten durch Hemmstoffe (Kristallviolett, Kupfer-
sulfat, Fuchsinsulfit) ihre selektiven Eigenschaften (135, 277). Die Nahrmedien-
Selektivitdt kann zudem durch weitere Prinzipien bewerkstelligt werden: Spezifi-
scher Nahrstoffanspruch (Nahrmedien, die nur eine oder bestimme Stickstoff-
quelle(n) oder Kohlenstoffquellen(n) enthalten), spezifische Bebritungseigen-
schaften (Nahrmedien werden aerob oder anaerob und bei bestimmten
Temperaturen bebrutet), Differenzierung Uber Farbung (Nahrmedium enthalt In-
dikator, der Arten spezifisch farbt), Differenzierung Uber Stoffwechselprodukte
(Nahrmedium enthalt Edukt, welches durch Hefewachstum in ein wahrnehmbares
Produkt umgesetzt wird wie z. B. eine geruchsaktive Substanz) (71, 123, 135,
277). Die verschiedenen selektiven Prinzipien kédnnen auch kombiniert zum Ein-
satz kommen, wie es z. B. bei dem Medium flr bierschadliche Hefen (MBH) der
Fall ist (74). Im Anhang unter 9.2 befindet sich eine Ubersicht zu haufig verwen-
deten Selektivnahrmedien fur den Fremdhefe-Nachweis in Brauereien. Diese sind
von 8.2.1 bis 8.2.4 nach ihren selektiven Prinzipien geordnet. BRANDL beschreibt
ein Konzept, wie drei Anwendungsmodifikationen des Basismediums YM einen
praxisgerechten und weitestgehend llickenlosen Nachweis von Fremdhefen in
obergarigen und untergarigen Brauereien bewerkstelligen kénnen (36). Der Ein-
satz der Medienkombination YM, YM bei 37 °C Bebritungstemperatur (siehe An-
hang 8.2.4) und YM+CUSOQ, (250 ppm) wird in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Probenbearbeitungsschema basierend auf YM-Varianten zum Fremdhefe-
nachweis in untergarigen und obergdrigen Brauereien (nach (36))

Der Fremdhefenachweis wurde mit dem Bearbeitungsschema nach BRANDL auf
24-48h reduziert, und zudem waren diese Medien flr eine anschlieBende Re-
al-Time PCR Analyse verwendbar, ohne Inhibitionen zu verursachen (36). Der
Ansatz von BRANDL stellt die Grundlage fur die Untersuchungen dieser Arbeit.
Die Nachweisliicken, die in der Literatur fir SFH und NSFH flr die Medien
YM (37°C) und YM+CUSO, beschrieben werden (siehe 8.2.1 und 8.2.4), sollen
genauer evaluiert werden. Weitere Hemmstoffe sollen in Kombination mit YM un-
tersucht werden, mit dem Ziel, die Nachweislicken und die Zahl der einzuset-
zenden Medien weiter zu minimieren. Zudem sollen weitere selektive Prinzipien
(Farbindikation, Aromaprecursoren) in das Medium YM mit einflieBen, um schon
bei der Basisvariante einen hoheren Informationsgewinn zu erreichen. Als Vorbild
dienen Ansatze von EIDTMANN et. al. (Bromphenolblau als Indikator), HOPE
(neuartige Hemmstoffe wie Zimtsdaure) und RODRIGUES et al. (p-Kumarsaure als
Precursor fur phenolische Fehlaromen) (74, 120, 226). Neben den YM-Varianten
sollen noch andere neuartige Medien wie CLEN, XMACS und MBH (siehe Anhang
8.2.2 und 8.2.3), die in der Literatur als vielversprechend beschrieben wurden,
auf ihr Nachweispotential untersucht werden (3, 4, 56, 74). CHROMagar Candida

wird in der medizinischen Mikrobiologie zur Differenzierung von klinisch relevan-
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ten und pathogenen Candida Arten verwendet (C. albicans grin, C. tropicalis
blau, C. glabrata rosa) (58, 163, 271). CHROMagar-Candida wurde schon auf die
Tauglichkeit zur Differenzierung von Hefen aus Lebensmitteln untersucht (58).
TORNAI-LEHOCKI und PETER beobachteten, dass sich S. cerevisiae violett farbte
und eine Differenzierung zwischen Z. bailii und Z. rouxii mit CHROMagar Candida
madglich ist (271). Viele der untersuchten Arten, die auch zu den getrankerele-
vanten Hefearten gehdren, zeigten eindeutig zuordenbare Farbungen (58, 271).
Getrankerelevante und insbesondere brauereirelevante Hefen wurden bisher
noch nicht mit CHROMagar Candida untersucht. Fir osmotolerante Hefen wie z.
B. Z. rouxii werden Verdinnungslésungen und Medien mit hohen prozentualen
Anteilen an Glucose, Glycerin oder Saccharose verwendet, die einen niedrigen
ay-Wert aufweisen und die Hefezellen vor einem osmotischen Schock bewahren
(71). Als Beispiele sind Dichloran-18 % Glycerin Agar (DG18), Malzextrakt-
Hefeextrakt Agar mit 30 % Glucose (YM30G), Typton-Hefeextrakt Agar mit 10 %
Glucose (TY10G) und Plate-Count Agar mit 52 % Saccharose zu nennen (206).
In Kombination mit Verdlinnungslésungen mit 40 % Glucose oder 30 % Glycerin
kdnnen die Medien eingesetzt werden, um osmotolerante Hefen aus konzentrier-
ten Produkten (z. B. Saftkonzentrate, Zuckersirupe) nachzuweisen. Sdaure- und
konservierungsmittelresistente Hefestamme von z. B. S. cerevisiae und Z. bailii
kdnnen mit angesauerten Universalmedien (z. B. 0,5% Essigsaure) wie MEA oder
TGYA selektiv nachgewiesen werden. Die Verarbeitung von Getrankeproben kann
mittels Plattengussverfahren, Oberflachenverfahren (z. B. Spatel), Membranfiltra-
tion oder FlUssiganreicherung durchgefihrt werden, wobei folgende Aspekte bei
der Verarbeitungswahl abgewogen werden miussen: Hitzestress (bei Plattenguss-
verfahren), einsetzbares Probenvolumen (bei PlattenguBverfahren gréBer als bei
Oberflachenverfahren), Sensitivitat (bei Oberflachenverfahren gréBer als bei Plat-
tenguBverfahren), Quantifizierung (bei Flissignahrmedium schwierig) (71). Flr
nachfolgende molekularbiologische Downstream-Anwendungen (z. B. Real-Time
PCR) ist eine Flissiganreicherung von Vorteil, da die Hefezellen Uber einen
Zentrifugationsschritt leicht von der Flissigkeit getrennt werden kénnen und so-

mit der DNA-Isolation zur Verfligung stehen (36).
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3.3.4 Sequenzierung

Unter 3.1 wird beschrieben, dass Uber Sequenzierung hauptsachlich die Nukleo-
tidabfolge der D1/D2 26S-, 18S-, ITS1-5,85-ITS2-, IGS1- und IGS2-Region der
rDNA bestimmt werden, um Hefearten zu identifizieren (21, 85). Ribosomale
DNA besitzt hoch konservierte Bereiche und Bereiche, die zwischen Arten und
sogar Stammen Sequenzunterschiede aufweisen kdnnen. Deswegen wurde die
rDNA von sehr vielen Mikroorganismen sequenziert, um diese Informationen
konsequenterweise in die mikrobiologische Phylogenetik und Taxonomie einflie-
Ben zu lassen (21). Folglich sind die ribosomalen DNA Sequenzen fir die Mehr-
zahl der bekannten Mikroorganismen, inklusive der Hefen verfiigbar und werden
fir Routinediagnostik und —identifizierung verwendet (275). Der Aufbau der rDNA
und einige Eigenschaften der unterschiedlichen rDNA-Regionen sind in Abbildung
1 und unter 3.1 ersichtlich. Alle rDNA Regionen besitzen Differenzierungspotenti-
al, aber der Fokus bei der Identifizierung von Gattungen und Arten lag bisher auf
den 18S-, D1/D2 26S- und die ITS1-5,85-ITS2-Regionen (147, 275). So wurde
die D1/D2 Domane der 26S rDNA Sequenzen, die eine Sequenzlange von etwa
600 Nukleotiden hat, fir nahezu alle bekannten Hefearten sequenziert. Die Se-

quenzen koénnen unter Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), DataBank of

Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) und European Molecular Biology Laboratory

(http://www.ebi.ac.uk/embl/) in Datenbanken abgerufen und verglichen werden

(21). Die D1/D2 26S-Sequenzierung und der anschlieBende Sequenzvergleich in
den Datenbanken ist mittlerweile eine Routinemethode zur Identifizierung und
phylogenetischen Analytik fir Hefen der Ascomycota und Basidiomycota (21, 83,
151, 152, 240). Da die ITS-Regionen hdhere interspezifische Polymorphismenra-
ten aufweisen als die 26S-Region, kdnnen mit ihr einige Spezies identifiziert wer-
den, welche die 26S-Region nicht unterscheidet (40, 192). Als Beispiele kbnnen
die drei Cluster H. uvarum/ H. guilliermondi, S. cerevisiae/ S. bayanus, S. pasto-
rianus und Cryptococcus magnus/ Filobasidium floriforme/ Filobasidium elegans
nicht mit D1/D2 26S Sequenzen eindeutig unterschieden werden, wohingegen
eine Differenzierung mit den ITS-Regionen bessere Ergebnisse liefert (21, 36).
Gene und Sequenzen, die neben den rDNA Regionen zur Aufklarung phylogeneti-
scher Verwandtschaftsverhaltnisse, aber weniger fur Identifizierungszwecke ver-
wendet werden, sind unter 3.1 aufgefihrt. Abbildung 4 zeigt den schematischen

Ablauf der Hefeidentifizierung tUber Sequenzierung.
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Abbildung 4: Hefeidentifizierung durch PCR-Amplifikation von rDNA Regionen, Sequenzie-
rung und Sequenzdatenbankabgleich (modifiziert nach (85))

Zunachst muss eine Einzellkolonie, bzw. eine Reinkultur einer Hefe vorliegen, um
daraus die DNA zu isolieren und ggf. aufzureinigen (21). AnschlieBend wird die
PCR mit Primern der gewlinschten DNA-Region durchgeflihrt. Abbildung 4 zeigt
die rDNA Regionen, die in dieser Arbeit untersucht wurden. Bevor die PCR-
Produkte lUber das automatische Sequenziersystem laufen, missen sie mit z. B.
kommerziellen Kits aufgereinigt werden, um dNTPs und Primer zu entfernen
(85). Am Anfang der Sequenzierungsreaktion stehen das PCR-Produkt, fluores-
zenzmarkierte dNTPs (wobei die Basen A, T, C, G unterschiedlich markiert sind),
die Sequenzierprimer (identisch mit Vorwarts- oder Rickwartsprimer der vorhe-
rigen PCR) und das Enzym Polymerase (166). Es findet nun eine Strangsynthese
statt, bei der DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange aber mit basespezifischen
Endmarkierungen entstehen. Es folgt eine Auftrennung der DNA-Fragmente in
feinen Kapillaren nach GréBe und mit gleichzeitiger Laseranregung, wobei eine
basenspezifische Emission erzeugt wird (85). Die gemessenen Signale kdnnen
mit einer Software in eine Peakabfolge lbersetzt werden, die der Basenabfolge
der DNA-Sequenz entspricht (siehe Abbildung 4). Ein Sequenzierautomat erreicht
eine Geschwindigkeit von etwa 600 Nukleotiden in 2-3 h (85). Die erhaltene
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DNA-Sequenz kann mit Hilfe der oben beschriebenen Referenzdatenbanken den

ahnlichsten Sequenzen und somit einer Hefeart zugeordnet werden.
3.3.5 Real-Time PCR

Die Standard PCR oder Endpunkt PCR ist eine Methode, die spezifische DNA-
Abschnitte in sehr kurzer Zeit zu vervielfaltigen vermag. Mit Hilfe von Primern
(synthetischen Oligonukleotiden) und dem Enzym Polymerase, die in einer defi-
nierten thermischen Abfolge mit einer DNA-Zielsequenz reagieren, ist es maéglich,
diese 10%-fach innerhalb von 1-2 h zu amplifizieren (186). In der getrankemik-
robiologischen QS konnte sich die Standard PCR nie richtig etablieren, wohinge-
gen die Real-Time PCR immer weiter Einzug und Akzeptanz findet (38, 126, 256,
287, 295). Bei der Standard PCR werden die PCR-Produkte in Agarose-
Gelelekrophorese aufgetrennt, anschlieBend mit Ethidiumbromid angefarbt und
unter UV-Licht ausgewertet (36). Mit der Real-Time PCR ist es mdglich, die Amp-
lifikation der PCR-Produkte wahrend der stattfindenden PCR-Zyklen zu messen.
Diese Technik basiert auf der Quantifizierung eines Fluoreszenzdonors (Reporter),
dessen Signal direkt proportional mit der Anzahl der PCR-Produkte oder der Zu-
nahme der PCR-Produkte (je nach Methode) zunimmt (85). Der Ablauf einer Re-
al-Time PCR Analyse, die in Abbildung 5 schematisiert ist, findet in einem Ther-
mocycler statt, der mit einem Detektionssystem ausgestattet ist, das ihm
ermdglicht, das emittierte Fluoreszenzsignal nach jedem Zyklus zu messen und
zu quantifizieren. Die gewonnenen Informationen zeigt die Amplifikationskurve,

die das Fluoreszenzsignal Uber der Zyklennummer darstellt (85).

Auswertung
+ Fluoreszenzfarbstoff Real-Time PCR § - N iasaans
2 SYBR Green T | <
-‘ ~ 1000 ‘/
Gesamt-DNA g - /
+ Primer o= ]
:
o |= L
+ Fluoreszenzsonden Z i =
- Hydrolyse/ Taqman RN R I R
Gesamt-DNA Hairpin/Scorpion
Hybridsierung/ FRET PCR-Zyklennummer

Abbildung 5: Schematischer Ablauf einer Real-Time PCR (modifiziert nach (85))

Die Zyklennummer, bei der sich eine ansteigende Amplifikationskurve mit einem

festgelegten Fluoreszenz-Schwellenwert (geringfligig Uber dem Hintergrundsig-
29



Stand des Wissens

nal) schneidet, wird ,threshhold cycle number" (C,-Wert) genannt (36, 98). Der
Ct-Wert ist indirekt proportional zur Ausgangszellzahl oder der Ausgangskopien-
zahl der DNA-Zielsequenz. Somit kann er genutzt werden, um auf die Ausgangs-
zellzahl oder Ausgangs-Zielsequenzkopien zurlickzurechnen oder um unter-
schiedliche Proben quantitativ zu vergleichen (36, 85). Das Fluoreszenzsignal
kann durch interkalierende Farbstoffe, wie z. B SYBR Green oder durch unter-
schiedlich funktionierende Fluoreszenzsonden entstehen (85). SYBR Green® in-
terkaliert in dsDNA, und die Zunahme des Fluoreszenzsignals steigt mit der Zu-
nahme der Anzahl der PCR-Produkte. Wird ein steigender Temperaturgradient der
Hauptreaktion nachgeschaltet, kann eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt
werden, die auf dem Prinzip der Freisetzung des SYBR Green® Farbstoffes und
somit der Signalabnahme bei dem spezifischen Schmelztemperaturbereich eines
PCR-Produktes beruht (119). Drei Typen von Fluoreszenzsonden kénnen unter-
schieden werden: Hydrolyse-Sonden (z. B. Tagman®-Sonden), ,loop-shaped"
(ring- oder schlaufenférmige) Sonden (z. B. Molecular Beacons, Scorpions) und
Hybridisierungssonden (z. B. FRET-Sonden) (85, 119). In dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich Tagman®-Hydrolysesonden eingesetzt, weshalb nur auf deren
Funktionsweise eingegangen wird. Eine Tagman®-Sonde ist ein Oligonukleotid,
das ein Donor-Photochrom (Reporter) am 5’-Ende und ein Akzeptor-Photochrom
(Quencher) am 3’-Ende gebunden hat und im Ursprungszustand kein Fluores-
zenzsignal emittiert. Nachdem die Tagman®-Sonde an die Ziel-DNA bindet,
hydrolisiert die Tag-Polymerase, ausgehend vom Primer, durch ihre Exonuclease-
Aktivitat die Tagman®-Sonde, und das Donor-Photochrom kann ein Fluoreszenz-
signal emittieren (85, 119). Die Zunahme des Fluoreszenzsignals steigt wie bei
SYBR-Green mit der Zunahme der Anzahl der PCR-Produkte. Die Tagman®-Sonde
mit ,minor groove binder" (MGB) ist eine Spezialform, die kirzer und spezifischer
als die Ursprungsform ist. Der MGB ist ein Konjugat, das an das 3’-Ende der
Tagman®-Sonde gebunden ist und eine groBe Schmelztemperaturdifferenz einer
spezifischen und einer unspezifischen Sonden-Zielsequenzbindung verursacht
(156). Dieser Zusammenhang garantiert die gewinschte Spezifitat sowie keine
Signalabgabe durch die Bildung von ,non-target"™ (nicht-Ziel) Amplifikaten (156).
Eine Tagman®-MGB Sonde wurde in dieser Arbeit zur Unterscheidung von sehr
ahnlichen DNA-Sequenzen ober- und untergariger Hefen eingesetzt (siehe

5.3.1.4). Publizierte Real-Time PCR Nachweissysteme fiir verschiedene getranke-
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relevante Hefen sind Tabelle 6 (siehe 3.3.2) zu entnehmen. Viele publizierte oder
kommerzielle Real-Time PCR Systeme flir diverse Mikroorganismen sind Multip-
lexsysteme, d.h. mehrere Primer-Sonden-PCR-Systeme, die zueinander kompati-
bel sind und simultan nebeneinander mit verschiedenen Sonden laufen, welche
mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (emittieren bei unterschiedlichen Wel-
lenlangen) markiert sind (36, 75, 140). Hierbei kdénnen unterschiedliche DNA-
Zielsequenzen bzw. Mikroorganismen simultan nachgewiesen und identifiziert
werden (158). Wie oben erwahnt, ist anhand des Ct-Wertes eine Quantifizierung
der Real-Time PCR mdglich. Wird die Zyklenzahl der allgemeinen mathemati-
schen Beschreibung eines exponentiellen Real-Time PCR Verlaufs nach
RUTLEDGE und COTE durch den Ct-Wert ersetzt, kommt man zu folgender For-
mel (228):

Formel 1: N, = N, [{E +2)°

N:: Anzahl der Amplikons bei t Zyklen
No:Menge an Ausgangs-DNA
Ct: Zyklenzahl bei Uberschreiten des Fluoreszenzschwellenwertes

E: Effizienz der PCR wobei E=E[%]/100[%]

Formel 1 ist zu entnehmen, dass die Zunahme an PCR-Produkten (N;) von der
Effizienz (E), vom Ci-Wert (C;) und von der Menge an Ausgangs-Ziel-DNA (Np)
abhangig ist. Im optimalen Fall betragt die Effizienz 100%, was gleichbedeutend
mit einer Verdopplung der Amplikons pro Zyklus ist (228). Schon niedrige Unter-
schiede in der Effizienz kénnen zu groBen Unterschieden in der PCR-
Produktausbeute fihren (218). Bei einer semilogarithmischen Datenauswertung
eines Real-Time PCR Laufes stellt die exponentielle Vervielfaltigungsphase der
PCR-Produkte eine Gerade dar. In dieser Phase werden die PCR-Produkte mit
konstanter Effizienz vervielfaltigt (218). Die Umformung der Formel 1 lGber For-
mel 2 zu Formel 3 ergibt die Geradengleichung, die den linearen Zusammenhang
zwischen dem Ct-Wert und Log Ny (wobei N; bei gleicher Fluoreszenzintensitat
konstant ist) beschreibt (268):

Formel 2: LogN, = LogN, +C, [Log(1+ E)
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_ -1 LogN,
F | 3: = LogN, O
orme Co = Logl, Log(E +1) * Log(E +1)

Dieser Zusammenhang kann genutzt werden, um experimentell - Uber Verdin-
nungsreihen-Messungen der Ziel-DNA - die Effizienz zu ermitteln (218, 268). Die
ermittelten Ct-Werte werden Uber die logarithmierten DNA-Konzentrationen der
Verdlinnungsreihe in einem Graph aufgetragen. Die resultierende Geradenstei-

gung (slope), die in Formel 4 dargestellt ist, wird empirisch ermittelt (268).

Formel 4: slope= ———
g Log(E +1)

Durch Einsetzen der Geradensteigung (slope) in Formel 5 kann die Effizienz eines
PCR-Systems berechnet werden (218).

Formel 5: E= (10%""’6) -1

Bei einer Anderung der DNA-Ausgangsmenge um den Faktor 10 resultiert bei
PCR-Systemen mit einer Effizienz von 100% ein Ct-Wert Unterschied von 3,32
(268).

3.3.6 Mikrochip Real-Time PCR

NORTHRUP et al., NAGAI et al. und GIORDANO et al. beschreiben Chipthermo-
cycler mit Miniaturreaktionskammern, in denen eine PCR mit sehr niedrigen Pro-
benvolumina in sehr kurzen Amplifikationszeiten stattfindet (99, 188, 196).
FELBEL entwickelte ein Real-Time PCR System im planaren Mikrochipformat, mit
dem Nachweisgrenzen von bis zu 2 Molekilen/ul erreicht werden, mit dem PCR-
Ansatz-Volumina auf 1-3pl reduziert werden kénnen und welches vollstandig dem
technischen Stand konventioneller Real-Time PCR-Cycler entspricht (82).
Abbildung 6 und Abbildung 7 zeigen schematisch die Struktur und die Funktions-
weise eines Real-Time PCR Mikrochips nach FELBEL (82). In Abbildung 6 ist die
Grundstruktur des planaren Mikrochips mit Heizstrukturen, Heizsensoren und
transparentem Detektionsfenster dargestellt. Auf dem Detektionsfenster befindet
sich der PCR-Mix (PCR-L6sung), der mit Mineraldl Gberdeckt ist, das vor Ver-
dampfung schitzt. Die Heizstrukturen Ubertragen die Temperaturen eines PCR-

Protokolles auf den PCR-Mix. Durch die Anordnung der Heiz- und Sensorstruktu-
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ren kdnnen Heizraten von 15 K/s und Kihlraten von 5 K/s erreicht werden, wel-

che deutlich Uber denen konventioneller Blockcycler liegen (82).

Temperatursensorstruktur

e | ransparentes
Detektionsfenster

= Heizstruktur

/n Stationdrer PCR-Chip mit
e PCR-L&5UNGbeladen und
1 mit Mineralsl tiberschichtet

Mineralél
PCR-L#8sung (angeférbt)

Abbildung 6: Struktur eines Mikrochips zur Durchflihrung der Real-Time PCR im Mikrovo-
lumenformat mit Heizzone, Detektionsfenster und mineraldliberschichteter PCR-L6sung
(modifiziert nach (82))

Der Aufbau in Abbildung 7 befindet sich in einem abgedunkelten Gehduse (nicht
gezeigt) und stellt einen beladenen PCR-Mikrochip dar, unter dessen transparen-
tem Detektionsfenster optische Fasern zur Fluoreszenzanregung und -detektion
angebracht sind. Die Anregungseinheit besteht aus LED und Filter und die Detek-

tionseinheit aus Photomultplier und Filter.
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Mineralol
PCR-Lésung
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Detektionsfenster
Optische Faser
zur Anregung

Optische Faser
zur Detektion

Anregungseinheit Detektionseinheit
mit LED und mit Filter und

Filter Photomultiplier

Abbildung 7: Fluoreszenzanregung und —-detektion auf einem Real-Time PCR Mikrochip
Uber optische Fasern durch ein Detektionsfenster (modifiziert nach (82))

Die Filtereinheiten mussen auf die Wellenlangen des jeweiligen verwendeten Flu-
oreszenzfarbstoffes (z.B. 6-FAM) abgestimmt sein. Eine Real-Time PCR Messung
ist mit dieser Anordnung mdoglich und zielt wie oben erwahnt auf eine Volumen-
reduzierung des PCR-Mixes (Kostenersparnis) und eine Verklrzung der Reakti-
onszeit (Zeitersparnis) ab. Zudem ist es denkbar, das Mikrochip-Real-Time PCR-
Format bei weiterer Optimierung in ein ,vor-Ort" Handgerat Uberzufihren (82).
In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die stationare Mikrochip-Real-Time-PCR Pi-
lotanlage des IPHT (siehe 4.1.3.5), die basierend auf den Forschungsergebnissen
von FELBEL entwickelt wurde, verwendet (82). Bisher wurden keine getrankere-
levanten Hefen auf diesem System untersucht. In dieser Arbeit werden ausge-
wahlte Real-Time PCR Identifizierungssysteme flr getrankerelevante Hefearten
(z. B. S. cerevisiae) auf Kompatibilitdt mit der stationaren Mikrochip-Real-Time
PCR hin untersucht.

3.3.7 PCR-DHPLC

Das WAVE® System (siehe 4.1.4) kann verschiedene DNA-Fragmente (z.B. PCR-
Produkte) Uber reverse lonenpaar-Flissigphasenchromatographie trennen. So
werden DNA-Fragmente (z. B. PCR-Produkte) auf einer DHPLC-Saule, die aus ei-
ner hydrophoben C;g-Polystyrol-Divinylstyrol-Matrix besteht, zurtckgehalten,

wenn diese Matrix durch das ionenpaarbildende Agenz Triethyl-Ammoniumacetat
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(TEAA) positiv geladen wird (273). Das negativ geladene Rlckgrat der DNA-
Fragmente bindet an die positiv geladene Ammoniumgruppe von TEAA. Es wird
anschlieBend ein ansteigender Acetonitril-Gradient durch die Saule gefihrt. Ace-
tonitril 16st die Bindung und setzt das DNA-Fragment wieder frei (273). Je nach
Starke der Bindung (abhangig von der Lange und dem GC-Gehalt des DNA Frag-
mentes) wird das DNA Fragment friher oder spater freigesetzt. Wie Abbildung 8
zeigt, kann die Temperatur der DHPLC-Saule Uber einen Ofen so gesteuert wer-
den, dass doppelstrangige DNA-Fragmente teilweise oder ganz denaturieren, d.
h. aufspalten. Hierher rihrt der Begriff Denaturierende HPLC. Verschiedene Tem-

peraturen kénnen flur unterschiedliche Applikationen genutzt werden.

3 Applikationen Detektion iiber
Trennung UV oder Fluoreszenz
der DNA
auf de_l: nicht denaturierend |_,| Aufreinigung,
DHPLC-S&ule (~50°C) Langenanalyse von
PCR-Produkten und
B dsDNA-Fragmenten
PCR-Produkt
<<DNA rodukte ., = : . _ Weitere
_ _ partiell denaturierend |—» Mutations- und |, \/erarbeitun
Oligonukletide (>50°C) SNP-Detektion méglich o

—_—
ﬂ-i E/ \‘ voll denaturierend Analyse und Aufreinigun f
L .EF". - y g g

(>70°C) von Oligonukleotiden

Abbildung 8: Verschiedene Anwendungsmdéglichkeiten eines DHPLC-Systemes zur DNA-
Fragmentanalyse

Bei dem Einsatz der DHPLC in der mikrobiellen Analytik kommen hauptsachlich
partiell denaturierende Temperaturen zum Einsatz. Durch partielle Denaturierung
lassen sich PCR-Fragmente mit wenigen Basen Unterschied oder mit SNPs (single
nucleotide polymorphisms) differenzieren, weshalb die DHPLC in der Medizin zur
Erkennung von Mutationen eingesetzt wird (63). Mikrobiologische Anwendungen
sind hauptsachlich die Identifikation von Mischpopulationen und Stammtypisie-
rungen, wobei PCR-Produkte Uber die DHPLC analysiert werden (67, 102, 103).
HUTZLER und GOLDENBERG ibertrugen und erweiterten eine DHPLC-Methode
zur Auftrennung von klinisch relevanten Candida Mischpopulationen auf brauerei-
relevante Hefearten (102, 125). Die gleiche Arbeit beschreibt eine Methode zur

Typisierung von S. cerevisiae und S. pastorianus UG Stammen, die in Brauereien
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als Betriebskulturen verwendet werden (125). Die Anwendung dieser beiden Me-

thoden veranschaulicht Abbildung 9.

Hefe- Einzel- oder
Mischpopulation

DNA-Isolierung ———» l

/ Gesamt-DNA

rDNA Primer i,
[ms1] [mst] (1652 partiell | PCR mit
[P —~ & universellen (ITS1, ITS2)
_:‘_B_ —[—-F ’ ‘:— oder speziesspezifischen
- e (IGS2 partiell)

PCR-Produkte PCR-Produkte

/ \ Primern

(ITs1, ITS2) (IGS2 partiell)
/ DHPLC - Fragmentanalyse |
: i © | | i
®

Stamm-Typisierung

Artspezifische Analyse Artspezifische Analyse
5 i B i S. cerevisae/ S. pastorianus

einzelner Spezies von Mischpopulationen

Abbildung 9: Ablaufschema von PCR-DHPLC Applikationen fiir brauereirelevante Hefen
(modifiziert nach (125))

Flr die Identifizierung von unbekannten Hefeeinzelkulturen oder -mischkulturen
werden PCR-Produkte der ITS1- oder ITS2-Region amplifiziert und Uber die
DHPLC analysiert. Flr die Typisierung von Brauereikulturstdmmen wird ein Teil-
fragment der IGS2-Region mit speziesspezifischen Primern amplifiziert und Uber
die DHPLC analysiert (125). Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die verschiedenen
DHPLC-Anwendungen mit unterschiedlichen Gradienten und Temperaturprofilen
laufen (siehe 4.8.5).

3.3.8 FT-IR-Spektroskopie

Die Fourier-transform Infrarot (FT-IR-) Spektroskopie ist eine schnelle und kos-
tengiinstige Methode zur Identifikation von Mikroorganismen (116, 191). Hier

wird der mittlere Infrarotbereich mit einer Wellenzahl von 200-4000 cm™ genutzt
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und die charakteristische Absorption bei bestimmten Wellenzahlen kann funktio-
nellen Gruppen (z. B. Fettsauren, Proteinen, Polysacchariden) zugewiesen wer-
den (191). Die Absorption von Infrarotlicht durch funktionelle Gruppen der Zellen
bzw. Zellbestandteile liefert ein Spektrum, das einem Fingerabdruck &hnelt und
durch den Vergleich mit Referenzspektren identifiziert werden kann (293). Ist
eine ausgedehnte und genau entwickelte Referenzdatenbank mit Referenzspekt-
ren etabliert, kann ein zuverlassiges Identifizierungsergebnis - ausgehend von
einer Einzelkolonie- innerhalb von 25h vorliegen (145, 199). Der Ablauf einer FT-
IR-Probenaufbereitung tber die Kultivierung eines Zellrasens aus einer Einzelko-
lonie, die Suspension eines homogenen Teiles dieses Zellrasens in einem be-
stimmten Volumen und die Auftragung eines Aliquots der Suspension auf eine
ZnSe-Platte und deren Trocknung sind in Abbildung 10 ersichtlich (292).

Unbekanntes Isolat

Zellrasen Suspension

Messung und Auftragen,
Fourier-Transformation Trocknung

H Referenzdatenbank

e

Referenzspektren

Identifizierung

\ Vergleich mit g /

Abbildung 10: Hefeidentifizierung einer unbekannten Probe mittels FT-IR-Spektroskopie
Uber Referenzdatenbankabgleich (nach (292))

AnschlieBend erfolgt die FT-IR-Messung und der Abgleich mit der Referenzdaten-
bank, um das unbekannte Hefeisolat zu identifizieren (292). Die gerateinterne

OPUS Software (Bruker) errechnet Uber Algorithmen die Distanzen von Spektren
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unbekannter Mikroorganismen zu den Spektren der Datenbank (145). Auf diesem
Wege kénnen unbekannte Spektren auf Grund ihrer Ahnlichkeit mit in der Daten-
bank hinterlegten Spektren identifiziert werden (145). Zusatzlich gibt es noch
eine weitere Form der Datenauswertung. Fiur komplexe Problemstellungen kén-
nen kinstliche neuronale Netze (KNNs) geschaffen werden. KNNs sind selbstler-
nende Systeme verbunden mit multivariater Datenanalyse, die mit einer speziel-
len Software generiert werden kdénnen. Ein KNN muss einen speziellen
Kalibrierungsprozess durchlaufen, wobei es von ,trial and error" lernt und artspe-
zifische Muster erkennt (219). In einer modularen Struktur kénnen verschiedene
KNNs hierarchisch miteinander verknipft werden. Hierbei ist das Identifizie-
rungspotential sehr hoch, da auf jeder Ebene der hierarchischen Anordnung ge-
zielt auf Probleme eingegangen werden kann (219). Abbildung 11 zeigt schema-
tisch ein hierarchisch aus mehreren Subnetzen aufgebautes KNN mit vier Ebenen

zur Differenzierung von Spektren in verschiedene Arten.

Ebene 1 Alle Arten |

[ |
Ebene 2 Art 1, Art 2| [Art 3| [ Art4, Art 5, Art 6 |

Ebene3 |Artl]| [Art2 ] At 4, At5] [ Art6 |
Ebene 4 | Art4 | | Art5 |

Abbildung 11: Beispielstruktur eines modular aufgebauten, kiinstlichen neuronalen Netz-
werkes mit vier Ebenen (modifiziert nach (219))

Der Vorteil von neuronalen Netzen ist, dass fir den Entscheidungsprozess un-
wichtige Informationen verworfen werden und nur die signifikanten Informatio-
nen gespeichert werden. Somit wird nur ein Minimum an Speicherkapazitat ver-
braucht. Geringe aber charakteristische Varianzen in den Spektren werden richtig
erkannt und Fehler im System bei der Evaluierung festgestellt (190).
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4 Material und Methoden

4.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Reagenzien,

Software

4.1.1 Materialien zur Kultivierung und Stammhaltung von Mikroorganis-

men

Petrimat, Dosierautomat fir Flissigndhrmedien (Struers, Kopenhagen, Danemark)

Anaerocult A, Anaerobiosestreifen zur Erzeugung eines anaeroben Milieus im Anaero-
bentopf (Merck, Darmstadt)

BVF aus Glas, 50 ml, gasdicht verschlieBbar, steril (Bezugsquelle: BLQ Weihenste-
phan, Freising Weihenstephan)

Glaswaren (Schott, Mainz)

Kippdosieradapter, 10ml, fir Schott-Flaschen zur Herstellung einheitlicher Agarplatten
(Bezugsquelle: Zefa Laborservice, Harthausen)

Kryobank Stammbhaltungssystem (Mast Diagnostica, Merseyside, UK)
Mikroskop, Standard 25 (Zeiss, Jena)
Millipore Sterivex Filter Unit, 0,22 und 0,45 um (Millipore Corporation, Bedford, USA)

Sterile Plastikware: Petrischalen @ 60 mm und @ 94 mm, Pipettenspitzen fir Gilson
Pipetman, Eppendorf Safe Lock Tubes 1,5 und 2,0 ml, Falcon-Réhrchen 15 und 50 ml
(Bezugsquelle: Zefa Laborservice, Harthausen)

Thoma-Zahlkammern fir Hefen und Bakterien (Bezugsquelle: Zefa Laborservice,
Harthausen)

Adonit (Sigma Aldrich/Fluka, Miinchen)

Agar-Agar (Merck, Darmstadt)

Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe)

Cadaverin-dihydrochlorid (Sigma Aldrich/Fluka, Minchen)

D(+)-Cellobiose (Roth, Karlsruhe)

Chloramphenicol (Serva Feinbiochemica, Heidelberg)

CHROMagar Candida (BD, Heidelberg)

Clotrimazol (Fagron, Barsbiittel)

Cycloheximid (Handelsname Actidion) (Sigma Aldrich/Fluka, Minchen)
Endvergorenes Bier (Bezugsquelle: BLQ Weihenstephan, Freising Weihenstephan)

Ergosterol (5,7,22-Ergostatrien-3B-ol; Provitamin D2), (Sigma Aldrich/Fluka, Min-
chen)

Ethanol (Roth, Karlsruhe)

Ethylamin (Sigma Aldrich/Fluka, Miinchen)

Eugenol (Roth, Karlsruhe)

Ferulasdaure (Sigma Aldrich/Fluka, Miinchen)
D(+)-Glucose-Monohydrat (Merck, Darmstadt)

Hefeextrakt (BD, Heidelberg)

Hefe Kohlenstoff Basis/ YCB (Sigma Aldrich/Fluka, Minchen)
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Hefe Stickstoff Basis/ YNB (Sigma Aldrich/Fluka, Minchen)
Hefe Stickstoff Basis ohne Aminosduren/ YNB w/o AA (BD, Heidelberg)
Kaliumnitrat (Roth, Karlsruhe)

Ketoconazol (Caesar u. Loretz, Hilden)

Kumarsaure (Sigma Aldrich, Mlinchen)
Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat (Merck, Darmstadt)

Linalool (Roth, Karlsruhe)

L-Lysinhydrochlorid (Roth, Karlsruhe)

Malzextrakt (BD, Heidelberg)

Malzextrakt Bouillon (Roth, Karlsruhe)

D(+)-Melibiose Monohydrat (Roth, Karlsruhe)

MIB (BD, Heidelberg)

Miconazolnitrat (Ceasar u. Loretz, Hilden)

MRS (Merck, Darmstadt)

Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe)

Nystatin-dihydrat (Roth, Karlsruhe)

Pepton (BD, Heidelberg)

Thymol (Roth, Karlsruhe)

Tetracyclinhydrochlorid (Sigma Aldrich, Miinchen)
D(-)-Sorbit (Merck, Darmstadt)

Weihenstephaner Original (Bittereinheiten 20 BE, Alkoholgehalt: 5,1% Vol.), (Staats-
brauerei Weihenstephan, Freising)

D(+)-Xylose (Sigma Aldrich/ Fluka, Minchen)
YGC-Agar (Merck, Darmstadt)

Zimtsaure (Sigma Aldrich/ Fluka, Minchen)

e Zinkchlorid (Merck, Darmstadt)

4.1.2 DNA-Praparation

Zentrifuge, Biofuge pico (Heraeus Instruments, Hanau)
Eppendorf-Zentrifuge 5402 (Eppendorf, Hamburg)

Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)

Minishaker MS-1 flr 1,5 und 2,0 ml Safe Lock Tubes (IKA, Staufen)
Vortex Genie 2, Scientific Instruments (Bohemia, NY, USA)
Spektralphotometer, 3100 pro (Ultrospec, Cambridge, UK)

Sterile Glasperlen (Glasbeads): @ 0,5 mm (Bezugsquelle: Zefa Laborservice, Harthau-
sen)

InstaGene® Matrix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel, Diiren)

1x PCR-Puffer: 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI
Standard-Loésungen: 0,1 M NaOH, NacCl 0,9 %, SDS 0,5 %, Tween 20 (20 %)
Ampuwa, Wasser flr Injektionszwecke (Fresenius Kabi, Bad Homburg)
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4.1.3 PCR, Elektrophorese und Sequenzierung

4.1.3.1 Standard PCR

« Thermocycler PTC-100, PTC 200 (MJ Research, Biozym, Oldendorf)

« PCR Softstrips 0,2 ml mit Cap-Strips (Biozym, Oldendorf; Peqglab, Erlangen)

« Primer fur Standard PCR (MWG Biotech, Ebersberg; Operon, Kdéln; Biomers, Ulm)
« dNTP Set (Amersham Biosciences, Freiburg; Bio&Sell, Nirnberg)

» Tag-Polymerase: Tag-DNA-Polymerase E (Genaxxon, Biberach)

« Optimase® Polymerase Kit (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)

+ Bovine Serum Albumin (BSA); Gebrauchskonzentration 10 mg/l (Sigma Aldrich/Fluka,
Minchen)

+ PCR-Puffer (10x), MgCl, (Genaxxon, Biberach)

+ Optimase PCR-Puffer (10x), MgCl, (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)

« Ampuwa, Wasser fur Injektionszwecke (Fresenius Kabi, Bad Homburg)

« Primer Express 2.0, Primerdesign-Software (Applied Biosystems, Foster City, USA)

4.1.3.2 Gelelektrophorese

» Horizontale Elektrophorese-Einheit HU10 (Biostep, Jahnsdorf)

+ Horizontale Elektrophorese-Einheit HE 33 (Hoefer Scientific Instruments, Serva, Hei-
delberg)

+ Spannungsgeber EPS 600 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
+ Sofortbildkamera MP4 (Polaroid, Offenbach)

« UV-Transilluminator Reprostar (CAMAG, Berlin)

+ Film 667 professional (Polaroid, Offenbach)

4.1.3.3 Sequenzierung

* QIAquick Purification Kit (Qiagen, Hilden)

+  GATC-Viewer™ zur Qualitatsanalyse von Sequenzierchromogrammen (GATC Biotech
AG, Konstanz)

« MegAlign Software flir den Sequenzvergleich (DNASTAR, Madison, UK)
« EditSeq flr die Sequenzbearbeitung (GATC Biotech AG, Konstanz)

4.1.3.4 Real-Time PCR

» Real-Time PCR Thermocycler: iCycler iQTM Multi-Color (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
+ PCR Plates Thermo Fast 96-Well (PegLab, Erlangen)

+ Optical Sealing Tapes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

*  Primer fur Real-Time PCR (MWG Biotech, Ebersberg; Operon, Kdln; Biomers, Ulm)

+ Fluoreszenzmarkierte TagMan-Sonden (Metabion, Martinsried; Biomers, Ulm)

* Fluoreszenzmarkierte TagMan-MGB-Sonden (ABI, Applied Biosystems, Foster City,
USA)

« dNTP Set (Amersham Biosciences, Freiburg; Bio&Sell, Nirnberg)
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SYBR-Green®-Mastermix: GreenMastermix (2x) (Genaxxon, Biberach)
Tag-Polymerasen: HotStarTaq (Qiagen, Hilden); SuperHot Taq, (Genaxxon, Biberach)

Bovine Serum Albumin (BSA); Gebrauchskonzentration 10 mg/l (Sigma Aldrich/Fluka,
Minchen)

PCR-Puffer (10x), MgCl, (Qiagen, Hilden; Genaxxon, Biberach)
Optimierter PCR-Puffer X (10x) (Genaxxon, Biberach)
Ampuwa, Wasser flr Injektionszwecke (Fresenius Kabi, Bad Homburg)

Primer Express 2.0, Primer-/Sondendesign-Software (Applied Biosystems, Foster City,
USA)

4.1.3.5 Mikrochip Real-Time PCR

Stationare Mikrochip-Real-Time-PCR Pilotanlage (IPHT, Jena)
Mineraldl (Sigma-Aldrich, Miinchen)

Die Mikrochip Real-Time PCR ist eine Variante der Real-Time PCR. Verwendete

PCR-Puffer und Polymerasen sind unter 4.1.3.4 aufgefihrt.

4.1.4 DHPLC

WAVE System 3500 for Genetic Analysis (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)
WAVE Optimized TEAA-Buffer A (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)

WAVE Optimized TEAA-Buffer B (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)

WAVE Optimized Solution D (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)

WAVE Optimized Syringe Wash Solution (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)
WAVE Optimized HS Staining Solution I (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)
WAVE DNASep® Cartridge (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)

WAVE Navigator Software (Transgenomic Ltd., Glasgow, UK)

4.1.5 FTIR-Spektroskopie

FT-IR-Spektrometer Tensor 27 (Bruker Optics, Ettlingen)

HTS-XT Modul (Bruker Optics, Ettlingen)

Mikrotiterplatte aus Zinkselenid A751-96 (Bruker Optics, Ettlingen)

Software zur Auswertung der FT-IR-Spektren OPUS 5.5 (Bruker Optics, Ettlingen)

Software zur Erstellung neuronaler Netze NeuroDeveloper-Software (Synthon, Heidel-
berg)

4.2 Mikroorganismen, Stammbhaltung und Kultivierung

4.2.1 Hefen

Hefen wurden flr 48-72 h bei 28 °C in YM-Bouillon (siehe 4.3.1) unter aeroben

Bedingungen kultiviert. Dauerkulturen wurden mit dem Kryobank Stammhal-

tungssystem bei -80 °C gehalten und bei Bedarf nach Herstelleranweisung in YM
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rekultiviert. In Tabelle 7 sind Hefestdmme aus verschiedenen offiziellen Stamm-
sammlungen aufgeflhrt, die als Referenzstamme dieser Arbeit dienten. Unter
dem Punkt Einsatzbereich sind die Methoden aufgelistet, fiir die die jeweiligen

Hefearten genutzt wurden.

Tabelle 7: Hefestamme aus Stammsammlungen

Hefeart

Stammsammlung,

Einsatzbereich

-nummer
Brettanomyces custersianus DSM 70736 Real-Time PCR
Brettanomyces naardenensis DSM 70743 Real-Time PCR
Candida boidinii DSM 70026T Real-Time PCR

Candida intermedia

CBS 423, 573T, 5310, WSYC/G 363,
638, 753, 763, 1203, 1394, 1704, 2446

Real-Time PCR

Candida parapsilosis

CBS 1954, DSM 5784T, WSYC/G 227,

Real-Time PCR

634, 843, 1388, 1608, 2034, 2331, | DHPLC
2381
Candida sake BTII K 1-B-3 Real-Time PCR
Candida tropicalis BTII K 1-A-3, CBS 2317 Real-Time PCR
Candida vini BTII K 2-G-7 Real-Time PCR
Cryptococcus albidus CBS 155T Real-Time PCR
Cryptococcus laurentii CBS 139T Real-Time PCR
Debaryomyces hansenii CBS 117, 766, 1099, DSM 70244, BTII K | Real-Time PCR
10-G-4 DHPLC
Dekkera anomala BTII K 1-A-8, 2-C-1, DSM 70727 Real-Time PCR
DHPLC
Dekkera bruxellensis CBS 2797, 3429, 4914, DSM 70742, | Real-Time PCR
BTII K 3-C-5, 3-B-6 DHPLC
Hanseniaspora guilliermondii DSM 70285 Real-Time PCR
Hanseniaspora uvarum CBS 312, 314T, 2585, 5074, WSYC/G | Real-Time PCR
1001, 1517, 1565, 2008, 2173, 2286 DHPLC
Issatchenkia occidentalis CBS 6888 Real-Time PCR
DHPLC
Issatchenkia orientalis DSM 3433T, 6128, 11956, 70079, | Real-Time PCR
WYSC/G 2552, 2564, 2583, 2617, 2728 DHPLC

Kazachstania exigua

CBS 6388, BTII K 2-G-7, WYSC/G
236, 237, 238, 239, 694, 701, 832,
833, 1306, 1502, 1510, 2526

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-KNN

442, 1398, 1656, 1764, 2257, 2374,
2456, 6441

Kazachstania servazzii WSYC/G 24, 439, 2521 Real-Time PCR,
FTIR-KNN
Kazachstania unispora CBS 398T, 1575, WYSC/G 440, 441, | Real-Time PCR,

DHPLC, FTIR-KNN

Kluyveromyces marxianus

BTII K1-C-2, CBS 712

Real-Time PCR

1621, 1653, 2522, 2557, 2567, 2620,
2933

Lachancea kluyveri CBS 3082T, DSM 70517 Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-KNN
Naumovia castelli BTII K 3-I-1 FTIR-KNN
Naumovia dairenensis CBS 421 Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-KNN
Pichia fermentans CBS 187T, 5759, WSYC/G 876, 1558, | Real-Time PCR

Pichia guilliermondii

CBS 2030T, WSYC 293, WSYC/G 360,

Real-Time PCR

543, 730, 925, 1063, 1118, 1303, 1772 DHPLC
Pichia membranifaciens BTII K 1-F-4, CBS 107, DSM 70178, | Real-Time PCR
70366, 70631 DHPLC
Rhodotorula glutinis DSM 70398 Real-Time PCR
DHPLC
S. bayanus DSM 70411, 70412T, 70508, 70547, | Real-Time PCR
BTII K 1-C-3 (frither S. uvarum) DHPLC, FTIR-KNN
S. bayanus/ pastorianus CBS 2440, 6017 Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-S.
S. cariocanus CBS 5513, 7995, 8841 Real-Time PCR

DHPLC, FTIR-KNN
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Hefeart

Stammsammlung,
-nummer

Einsatzbereich

S. cerevisiae Weizenbierhefen: W 68, 127, 149, 175, | Real-Time PCR
(obergérige Kulturhefen) 205, BTII K 5-A-8 DHPLC, FTIR-S.
Altbierhefen: W 148, 184, 208 Real-Time PCR

DHPLC, FTIR-S.

Kélschbierhefen: W 165, 177 Real-Time PCR

DHPLC, FTIR-S.

Alebierhefen: W 210, 211, 213 Real-Time PCR

DHPLC, FTIR-S.

Weinhefen: W Bingen, Bordeaux, Eper-
ney, Laureiro, Stein, Wadenswil

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-S.

Brennereihefen: W B4

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-S.

Sekthefe: W S2

S. cerevisiae

DSM 70424, 70449T, 70451, 70471,
CBS 1464 (friher

S. paradoxus/ S. cerevisiae), 8803
(=S288C, sequenzierter Hefestamm)
BT II K 3-A-1, 3-C-3, 3-G-1, 5-A-7,
6-1-1, 6-F-4

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-KNN

S. cerevisiae var. diastaticus

CBS 1782, DSM 70487, BTII K 1-B-
1-H-7, 2-A-7, K 2-F-1, 3-D-2, 3-H-
3-H-4

8,
2

7

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-KNN

44, 54, 59, 69, 84, 105, 109, 120, 128,
168, 172, 180, 194, 199, 206,

W 34/70 A (Reinzuchthefe Brauerei A),
W 34/70 B (Reinzuchthefe Brauerei B)

S. kudriavzevii CBS 8840 Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-KNN
S. mikatae CBS 8839 Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-KNN
S. paradoxus CBS 406, 432, 2908, 5829, 7400, | Real-Time PCR
8436 DHPLC, FTIR-KNN
S. pastorianus (untergarige Kulturhefen) | Untergarige flockulierende Bierhefen | Real-Time PCR
(Bruchhefen): W 26, 44, 34/70, 34/78, | DHPLC

Untergérige nicht-flockulierende Bierhe-
fen (Staubhefen): W 66, 66/70, 71, 144,
204

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-S.

Untergarige Bierhefen  (Flockulation
unbekannt): CBS 1484, 5832, CBS
6903, NBRC 2003, BTII K B-I-4, B-]-4,
B-J-5

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-S.

S. pastorianus

CBS 1503 (friher S. monacensis), 1513
(friher S. carlsbergensis), 1538, DSM
6580NT, 6581

Real-Time PCR
DHPLC, FTIR-S.

Saccharomycodes ludwigii

BTII K 10-E-8

Real-Time PCR
DHPLC

Schizosaccharomyces pombe

CBS 356, DSM 70756

Real-Time PCR

Torulaspora delbrueckii

CBS 1146T, DSM 70504, WSYC/G 224,
625, 1350, 2133

Real-Time PCR
DHPLC

Wickerhamomyces anomalus
(friher Pichia anomala)

CBS 5759T, DSM 70130

Real-Time PCR
DHPLC

Zygosaccharomyces bailii

CBS 680T, 1097, DSM 70834, WSYC/G
230, 471, 907, 945, 1450, 2081, 2275,
2327

Real-Time PCR
DHPLC

Zygosaccharomyces bisporus WYSC 285 Real-Time PCR
Zygosaccharomyces rouxii CBS 441, 731, 732, 5717, WYSC/G | Real-Time PCR
1673, 1998, 2005, 2091, 2093, 2142, | DHPLC

2183, 2274, 2325
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Hefestamme, die innerhalb eines Zeitraums von 2005-2007 aus dem Umfeld der
Brauerei- und Getrankeindustrie isoliert und identifiziert wurden, sind im Anhang
8.3 in Tabelle 52 aufgefihrt.

4.2.2 Bakterien

Lactobacillus und Lactococcus Arten wurden 72 h bei 28 °C in MRS-Bouillon (sie-
he 4.3.1) kultiviert. Megassphera cerevisiae und Pectinatus frisingensis wurden
72 h bei 28°C in MIB-Bouillon (siehe 4.3.1) bei 28 °C bebrttet. Die Kultivierung
aller Bakterien verlief unter anaeroben Bedingungen, welche durch das Anaero-
cult A System erzeugt wurden. Dauerkulturen wurden mit dem Kryobank
Stammbhaltungssystem bei -80 °C gehalten und bei Bedarf nach Herstelleranwei-
sung in MRS-, bzw. MIB-Bouillon rekultiviert.

Folgende Bakterienstamme wurden flUr Kreuzreaktionstests zur Evaluierung der
Spezifitat und der Relativen Richtigkeit des Real-Time PCR Screening-Systemes

fir getrankerelevante Hefen verwendet:

Lactobacillus brevis DSMZ 20054, Lactobacillus buchneri DSMZ 20054, Lactoba-
cillus casei DSMZ 20011T, Lactobacillus coryniformis spp. torquens DSMZ 20004,
Lactobacillus collinoides DSMZ 20515, Lactobacillus gasseri DSMZ 20343T, Lacto-
bacillus lindneri DSMZ 20690, Lactobacillus perolens BTII BS291, Lactobacillus
plantarum BTII BS285, Lactococcus lactis spp. lactis DSMZ 20481T, Megassphera
cerevisiae BTII BS46, Pectinatus frisingensis BTII BS42

4.2.3 Schimmelpilze

Schimmelpilze wurden in Malzextrakt-Bouillon (siehe 4.3.1) fir 72 h bei 25 °C als
Schuttelkultur inkubiert. Dauerkulturen wurden mit dem Kryobank Stammbhal-
tungssystem bei -80 °C gehalten und bei Bedarf nach Herstelleranweisung in

Malzextrakt-Bouillon rekultiviert.

Folgende Schimmelpilzstamme wurden fur Kreuzreaktionstests zur Evaluierung
der Spezifitat und der Relativen Richtigkeit des Real-Time PCR Screening-

Systemes flir getrankerelevante Hefen verwendet:

Alternaria alternata var. tenius DSMZ 62006, Aspergillus niger CBS 101698, Bot-
rytis cinerea DSMZ 877, Byssochlamys fulva CBS 132.33, Byssochlamys nivea

CBS 136.59, Eupenicillium lapidosum CBS 343.48, Fusarium graminearum DSMZ
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4527, Mucor plumbeus CBS 111.07, Neosartorya fischeri CBS 582.90, Paecilomy-
ces variotii CBS 284.48, Penicillium expansum DSMZ 62841, Talaromyces var.
flavus CBS 437.62

4.3 Nahrmedien
4.3.1 Nahrmedienherstellung und —zusammensetzung

Zur Herstellung einheitlicher Agarplatten wurde mit einem Kippautomat mit
10 ml Fassungsvermégen gearbeitet. In jede Platte mit 60 mm bzw. 94 mm
Durchmesser wurden genau 10 ml bzw. 20 ml Medium gegossen. Flissige Me-
dien (Bouillons) wurden wie feste Medien hergestellt, allerdings ohne Agar. Sie
wurden nach dem Autoklavieren in 5 ml Portionen in sterile Reagenzglaser umpi-
pettiert. Bei einem GroBteil der Medien (alle Medien auf YM-Basis) wurde der In-
dikator Bromphenolblau (pKs-Wert: 4,10; Umschlagbereich: pH 3,0-4,6; Grenz-
farben sauer-alkalisch: gelb-purpur) mit einer Konzentration von 40 mg/I
eingesetzt. Fur einen Liter Medium wurden 40 mg Bromphenolblau zunachst in
5 ml 20%igem Ethanol gelést und anschlieBend dem Medium vor dem Autokla-
viervorgang zugesetzt. Soweit nicht anders angegeben, wurden die Nahrmedien
vor Gebrauch 15 min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert und deren pH-
Wert vor dem Autoklaviervorgang mit 1 M KOH oder 10%iger Milchsaure auf den
pH-Wert 6,2 eingestellt. StandardmaBig wurden alle Proben aerob bei 28 °C flr 7
Tage bebritet (abweichende Bebritungsbedingungen sind angegeben). Eine vi-
suelle sowie evtl. notwendige mikroskopische Auswertung fand taglich statt. Im
Anschluss sind die untersuchten Nahrmedien mit ihren Herstellungsrezepturen

und —-protokollen in alphabetischer aufgefihrt.

Chitosan-YM-Agar: 1 g Chitosan wurde in 100 ml 1%iger-Essigsaurelésung auf
einem Magnetriuhrer aufgelést und ein Volumen, das der gewlinschten Konzent-
ration im Medium entspricht, wurde YM-Agar vor dem Autoklaviervorgang zuge-
setzt.

CHROMagar-Candida: CHROMagar Candida ist ein Fertigmedium (siehe 4.1.1).

Die genaue Zusammensetzung des Nahrmediums ist nicht bekannt.

CLEN-Agar: 11,7 g YCB, 2,5 g Lysin-Monohydrochlorid, 0,9 g 70%ige v/v Ethy-
lamin-Lésung, 1,4 g Kaliumnitrat, 2,4 g Cadaverin-Dihydrochlorid wurden in

100 ml destilliertem Wasser geldst. Der pH-Wert wurde mit 10%iger HCI-Lésung
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auf 5,8+0,2 eingestellt. Die Lésung wurde Uber einen Sterilfilter (0,45 um) filt-
riert. 15 g Agar werden mit 900 ml destilliertem Wasser fur 15 min bei 121 °C
autoklaviert. Die 100 ml Stammlésung wurde dem auf 45-50 °C abgekihltem

Agar zudosiert.

Clotrimazol-, Ketoconazol- und Miconazol-YM-Medien: Zur Herstellung der Clot-

rimazol-, Ketoconazol- bzw. Miconazol Stammldésung wurden jeweils 10 mg in
10 ml 96%igem Ethanol gel6st. Ein Volumen, das der gewlinschten Konzentration
im Medium entspricht, wurde YM-Agar nach dem Autoklavieren bei 45-50 °C ste-

ril zudosiert.

EV- Bier: Es kann keine genaue Zusammensetzung angegeben werden. Das mit
Staubhefe (S. pastorianus UG W 66) endvergorene Bier wurde gebrauchsfertig
vom BLQ bezogen.

Kumarsaure-, Ferulasdure- und Zimtsaure-YM-Medien: Zur Herstellung der Feru-

lasdure- bzw. Zimtsaure-Stammldsung wurde 1 g Ferulasaure bzw. 1 g Zimtsau-
re in 20 ml 96%igem Ethanol geldést. Zur Herstellung der Kumarsaure-
Stammlésung wurden 100 mg Kumarsaure in 10 ml 96%igem Ethanol gelést. Ein
Volumen, das der gewinschten Konzentration im Medium entspricht, wurde YM-

Agar nach dem Autoklavieren bei 45-50 °C steril zudosiert.

Malzextrakt-Bouillon: Dieses Medium wurde als Fertigndhrmedium (siehe 4.1.1)

in Pulverform bezogen und nach Herstellerangaben zubereitet.

MBH-Agar: MBH-Agar enthalt alkoholfreies Pils, 25 mM Saccharose, 25 mM
D(+)-Galaktose, 25 pg/ml Ergosterol, 0,5 % Ethanol, 0,1 ug/ml Zinkchlorid,
100 pg/ml Tetracyclin-HCI, 20 pg/ml Bromphenolblau und 2 % Agar. Das Medium
wurde 2 mal 2 h im Dampftopf bei 100 °C sterilisiert bzw. tyndallisiert.

MIB-Bouillon: MIB-Bouillon wurde als Fertignahrmedium in Pulverform bezogen

und nach Herstellerangaben zubereitet (siehe 4.1.1).

MRS-Bouillon: MRS-Bouillon wird als Fertignahrmedium in Pulverform bezogen

und nach Herstellerangaben zubereitet (siehe 4.1.1).

Nystatin-YM-Medium: Die erforderliche Menge an Nystatin, die der gewlnschten

Konzentration im Medium entsprach, wurde direkt in 5 ml 96%igem Ethanol auf-
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gelést. Die Loésung wurde YM-Agar nach dem Autoklavieren bei 45-50 °C steril

zudosiert.

Thymol, Eugenol und Linalool-YM-Medien: Zur Herstellung der Thymol-

Stammlésung wurde 1 g Thymol in 96%igem Ethanol aufgelést. Zur Herstellung
der Eugenol- bzw. Linalool-Stammldsung wird 1 ml mit 9 ml 96%igem Ethanol
gemischt. Ein Volumen, das der gewlinschten Konzentration im Medium ent-

sprach, wurde YM-Agar nach dem Autoklavieren bei 45-50 °C steril zudosiert.

Wirzeagar: Frische, vom BLQ bezogene Ausschlagwirze flr untergariges Vollbier
wurde mit 1,8 % Agar versetzt und fir 15 min bei 121 °C autoklaviert.

XMACS-Agar: XMACS-Agar enthalt 10 g/l Xylose, 10 g/l Mannitol, 10 g/I Adonitol,
10 g/l Cellobiose, 10 g/l Sorbitol, 20 g/I Agar und 7 g/l YNB-w/o0-AA. Der in
900 ml destillierten Wasser geldste Agar wurde separat autoklaviert und aus den
funf Zuckern und YNB w/o AA wurde eine 10-fach Stammlésung hergestellt und
Uber einen Sterilfilter (0,45 pm) filtriert. Die StammlIdésung wurde dem Agar nach
dem Autoklavieren bei 45-50 °C zudosiert.

YGC-Agar: Fir die Herstellung von YGC-Agar wurden 5,0 g Hefeextrakt, 20,0 g
Glucosemonohydrat, 15,0 g Agar, 0,1 g Chloramphenicol in 1000 ml destilliertem
Wasser geldst, der pH-Wert auf 6,6 eingestellt und autoklaviert. In dieser Arbeit

wurde anwendungsfertiger YGC-Agar (siehe 4.1.1) verwendet.

YM-Medien: Flr die Herstellung von YM-Agar wurden 3,0 g Malzextrakt, 3,0 g
Hefeextrakt, 5,0 g Pepton und 11,0 g Glucosemonohydrat sowie 20,0 g Agar in
1000 ml destilliertem Wasser geldst und autoklaviert. YM-Bouillon wurde analog,
jedoch ohne Agar, zubereitet.

Kupfersulfat-YM Medien (YM+CUSQ,): 3,0 g Malzextrakt, 3,0 g Hefeextrakt, 5,0 g
Pepton und 10,0 g Glucose sowie 20,0 g Agar wurden mit destilliertem Wasser

auf 1000 ml aufgeflllt und autoklaviert. Eine 1%ige Kupfersulfat-Stammlésung
wurde separat autoklaviert und dem abgekulhlten Agar bei 45-50 °C zudosiert, so
dass die gewahlte Kupfersulfatkonzentration des Nahrbodens erreicht wurde
(200ppm entsprechen einer Dosage von 20 ml 1%iger Kupfersulfat-
Stammlésung). YM+CUSQO,-Bouillon wurde analog, jedoch ohne Agar, zubereitet.
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4.3.2 Beimpfung

Zu Beginn einer Nahrmedien-Versuchsreihe wurden Hefen aus der Kryo-
bankstammhaltung in YM-Bouillon flir 72 h, bei 28 °C, aerob angezogen. Die
Zellzahl wurde mit der Thomazahlkammer bestimmt und betrug nach 72 h Be-
briitung etwa 10’ Zellen/ml (wich die Zellkonzentration ab, wurde sie auf diesen
Wert eingestellt). Die Nahrmedien wurden in drei Schritten beimpft, so dass die

Hefezellzahl des beimpften Nahrmediums etwa 200 Zellen betrug:

Schritt 1: Eine 1:20 Verdinnung in einer 0,9%igen NaCl-Ldsung wurde erstellt
und 5 sec gevortext. Schritt 2: Die Verdinnung aus Schritt 1 wurde 1:50 in einer
0,9%igen NaCl-Lésung verdinnt. Schritt 3: Um eine Zellzahl von etwa 200 Hefen
anzuimpfen wurden 20 pl aus Schritt 2 auf einer Nahrmedienplatte mittels Dri-
galskispatel ausplattiert bzw. in ein Flissighahrmedium pipettiert. Die Positivkon-
trolle auf YM-Universalmedium wurde ebenfalls mit 20 ul beimpft und diente so-
mit der Kontrolle der gewlinschten Koloniezahl von 200 (bei Festmedien). Die
Nullprobenkontrolle bestand aus einer Platte des untersuchten Mediums, die
nicht beimpft wird, aber genau wie das untersuchte Medium inkubiert wurde.
Dadurch sollten Fehler bei der Medienherstellung und Fremdkontaminationen

kontrolliert werden.
4.4 DNA-Isolationsmethoden

Zur Gewinnung aufgereinigter genomischer DNA aus Hefen und Schimmelpilzen

wurde das Fertigkit NucleoSpin® Plant II wie folgt angewendet:

« Eine Kolonie in ein 1,5 ml EppendorfgefaB Gberflihren

+ Eine Loéffelspitze (150 mg) Glasbeads (siehe 4.1.2) zugeben

e 200 pl Puffer PL1 zugeben und 2 min bei 1200 U/min schitteln

» Weitere 200 pl Puffer PL1 zugeben und 2 min bei 1200 U/min schitteln
+ 10 min bei 65°C inkubieren

e 2 min bei 13000 U/min zentrifugieren

+ NucleoSpin®-Filterséule in NucleoSpin®-Tube einlegen und den Uberstand (Ly-

sat) auf die Saule geben

« Die Folgeschritte entsprechen dem Herstellerprotokoll
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« Die gewonnene DNA flir PCR verwenden

Die aufgereinigte genomische Hefe-DNA wird zur Ermittlung der PCR-Kennzahlen
(siehe 4.8.3) genutzt. Die gewonnene Schimmelpilz-DNA wird flr Kreuzreakti-
onsuntersuchungen zur Evaluierung der Spezifitat und der Relativen Richtigkeit

des Real-Time PCR Screening-Systemes filr getrankerelevante Hefen eingesetzt.

Ein DNA-Schnellextraktionsverfahren stellt die InstaGene® Matrix dar. Sie besitzt
einen Chelexgehalt von 6 % m/v (37). Chelex ist ein ionisches Harz, das PCR-
Inhibitoren binden kann (100). Die Handhabung ist unkompliziert, schnell und
nicht mit gesundheitsgefdhrdenden Substanzen verbunden (37). Die InstaGene®
Matrix wurde in dieser Arbeit zur Extraktion jeglicher Hefe-DNA verwendet, die
nicht zur Evaluierung von PCR-Systemen diente. Zudem wurde sie zur Isolierung
von Bakterien-DNA verwendet. Die Bakterien DNA wurde wie die Schimmelpilz
DNA flir Kreuzreaktionstests zur Evaluierung der Spezifitat und der Relativen
Richtigkeit des Real-Time PCR Screening-Systemes flir getrankerelevante Hefen
verwendet. Folgendes modifizierte Protokoll wurde flir Hefen und Bakterien glei-

chermaBen angewendet:

« Transferieren von 50 pl einer dichten Probe (Zellsuspension) in 1,5 ml Eppen-

dorfgefald
e 2 min bei 13000 U/min zentrifugieren
« Uberstand verwerfen

» Das Pellet sollte einen Durchmesser von etwa 2mm haben (ist der Durchmes-
ser kleiner muss das Probenvolumen angepasst werden, ist er gréBer kann
Zellmaterial mit einer Impfoése entfernt werden; alternativ kann ab diesem
Punkt Zellmaterial einer Kolonie eingesetzt werden, das einem Pellet mit

2 mm Durchmesser entspricht)
e Zum Zellpellet 200 ul InstaGene® Matrix zugeben
* 30 min bei 56 °C inkubieren und anschlieBend 10 sec vortexen
+ Eppendorfgefal fir 8 min bei 95-100 °C in Heizblock stellen
e 2 min bei 13000 U/min zentrifugieren

« Uberstand fiir PCR verwenden
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4.5 DNA-Konzentrationsmessung

Die Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten genomischen Hefe-DNA (siehe
4.4) erfolgte spektralphotometrisch. Die Menge an ultravioletter Strahlung, die
von einer DNA-L6ésung absorbiert wird, ist direkt proportional zur DNA-
Konzentration. Bei einer Wellenlange von 260 nm entspricht ein Absorptionswert
von 1,0 einer Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA (115). Gleich-
zeitig wird die Reinheit der Isolate durch das Verhaltnis der Absorption bei
260 nm und 280 nm bestimmt (A,s0/Az2s0). Bei reinen, nicht kontaminierten Pro-
ben liegt das Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,0 (115).

4.6 Gelelektrophorese

Im verwendeten Puffer-Bereich (pH) wandern die negativ geladenen Nukleinsau-
ren zur Anode. Das Verhadltnis Masse zu Ladung ist dabei maBgeblich fir die
Wanderungsgeschwindigkeit, wodurch eine Auftrennung der PCR-Produkte nach
deren Lange erfolgt (36). Die Herstellung der Agarosegele (2 % m/v) erfolgte
nach Herstellerangaben. Zusatzlich wurden die PCR-Proben mit 10 % v/v Gella-
depuffer (Stop-Lésung) versetzt. Die im Gel enthaltene DNA wurde durch Zugabe
von Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert und fotographisch dokumentiert.
Dabei enthielt sowohl das Gel als auch der Laufpuffer Ethidiumbromid (0,5
Hg/ml). Die Elektrophorese erfolgte unter folgenden Bedingungen (siehe Tabelle
8).

Tabelle 8: Elektrophoresebedingungen fiir Agarose-Gelelektrophorese

Kammer Volumen [mli] Spannung [V] Stromstarke [mA]
Biostep HU 10 60 110 280
Hoefer HE 33 25 110 110

4.7 Sequenzierung von PCR Produkten

Die PCR-Amplifikate wurden mit dem QIAquick® Purification Kit nach dem Her-
stellerprotokoll aufgereinigt. AnschlieBend wurde die Qualitat der Amplikons mit-
tels Gelelektrophorese Uberpriift (sieche 4.6). Die DNA-Konzentration des aufge-
reinigten PCR-Produktes wurde spektralphotometrisch bestimmt (siehe 4.5). Bei
Bedarf wird die DNA Konzentration auf 10-50 ng/ul eingestellt. Die Sequenzier-

reaktion wurde als Auftragsanalyse an die Firma GATC Biotech AG (Konstanz)
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vergeben. Als Auftragstyp wurde Run24 flir PCR-Produkte gewahlt. Als Sequen-
zierprimer dienten die den jeweiligen PCR-Produkten zugrunde liegenden Primer.
Primer und PCR-Protokolle zur Amplifikation der 26S (D1/D2), ITS1-5,8S-ITS2,
IGS1 und IGS2 rDNA Regionen sind unter 4.8.1 aufgefthrt.

4.8 Durchfiihrung, Evaluierung, Kombination von PCR Methoden
4.8.1 Standard PCR

Die Primer, die zur Amplifikation von PCR-Produkten flir eine anschlieBende Se-
quenzierung verwendet wurden und deren Lage innerhalb der rDNA sind schema-
tisiert in Abbildung 4 unter 3.3.4 dargestellt. Im Folgenden sind Primersequenzen
und PCR-Bedingungen fir die einzelnen Zielregionen aufgefuihrt. Zur universellen
Amplifikation der D1/D2 Region der 26S rDNA wurden die Primer NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") und NL2 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3')
nach KURTZMAN verwendet (152). Der PCR-Ansatz enthielt 400 nM beider Pri-
mer, 2,5 yl des PCR-Puffers (10x), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1,25 U Taqg-
Polymerase E in einem Ansatzvolumen von 25 pul. Das Ursprungs PCR-
Temperaturprotokoll (26S-A) nach KURTZMAN und ein modifiziertes Protokoll
(26S-B) kamen zur Anwendung (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Temperaturprofile 26S-A und 26S-B zur Amplifikation der D1/D2 Region der 26S rDNA

26S-A 26S-B
Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenzahl
95 300 1 95 300 1
95 60 95 30
52 120 35 52 60 35
72 120 72 60
72 600 1 72 600 1

Zur universellen Amplifikation der ITS1-5,85-ITS2 rDNA wurden die Primer ITS1
(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') und ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
nach WHITE et al. verwendet (294).
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Tabelle 10: Temperaturprofile ITS-A und ITS-B zur Amplifikation der ITS1-5,8S-ITS2 rDNA

ITS-A ITS-B
Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenzahl
95 300 1 95 300 1
94 60 95 30
55,5 120 40 55,5 60 40
72 120 72 60
72 600 1 72 600 1

Der PCR-Ansatz enthielt 500 nM beider Primer, 2,5 ul des PCR-Puffers (10x),
1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1,25 U Tag-Polymerase E in einem Ansatzvolumen
von 25 ul. Die angewendeten PCR-Temperaturprotokolle nach FERNANDEZ-
ESPINAR et al. (ITS-A) und eine modifizierte Variante (ITS-B) zeigt Tabelle 10
(84). Die IGS1 rDNA wurden mit den Primern NTS1-1 (5'-
GTTTGCGGCCATATCTACCAG-3") und NTS1-2 (5-TGGGTGCTTGCTGGCGAATT-3')
und die IGS2 rDNA mit den Primern NTS2-1 (5'- TAGGCAGATCTGACGATCAC-3")
und NTS2-2 (5'-TACCAGCTTAACTACAGTTG-3') amplifiziert (95). Die einzelnen
PCR-Ansatze enthielten jeweils 300 nM beider Primer, 2,5 pul des PCR-Puffers
(10x), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1,25 U Tag-Polymerase E in einem Ansatz-
volumen von 25 pl. Fir die Amplifikation der IGS1 und IGS2 rDNA wurde das
identische PCR-Temperaturprofil (IGS) verwendet (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Temperaturprofil IGS zur Amplifikation der IGS1 und IGS2 rDNA

IGS
Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenzahl
95 300 1
95 60
55 60 40
72 120
72 600 1

Die Primer, die zur Amplifikation von PCR-Produkten flir eine anschlieBende
DHPLC-Analyse verwendet wurden und deren Lage innerhalb der rDNA sind
schematisch in Abbildung 9 unter 3.3.7 dargestellt. Im Folgenden sind Primerse-
quenzen und PCR-Bedingungen flur die einzelnen Zielregionen aufgefthrt. Zur
universellen Amplifikation der ITS1 rDNA wurden die Primer ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") nach WHITE et al. und ITS2mod (5'-
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GAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG-3"), der in dieser Arbeit designed wurde, ver-
wendet (294). Das Designh des Primers ITS2mod und dessen bessere Eignung flr
getrankerelevante Hefen gegeniber dem Ursprungsprimer ITS2 nach WHITE et
al. werden im Ergebnisteil unter 5.4.1.1 beschrieben (294). Der PCR-Ansatz ent-
hielt 300 nM beider Primer, 2,5 ul des Optimase®-PCR-Puffers (10x), 1,5 mM
MgCl,, 200 uM dNTPs, 1,25 U Optimase®-Polymerase in einem Ansatzvolumen
von 25 pl. Zur universellen Amplifikation der ITS2 rDNA wurden die Primer ITS3
(5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3") und ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
nach WHITE et al. verwendet (294). Der PCR-Ansatz enthielt 400 nM beider Pri-
mer, 2,5 pl des Optimase®-PCR-Puffers (10x), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs,
1,25 U Optimase®-Polymerase in einem Ansatzvolumen von 25 pl. Eine partielle
Sequenz der IGS2 rDNA (IGS2-314) wurde mit den Primern 1GS2-314f (5'-
CGGGTAACCCAGTTCCTCACT-3") und 1GS2-314r (5'-
GTAGCATATATTTCTTGTGTGAGAAAGGT-3") amplifiziert, die flir S. cerevisiae und
S. pastorianus (UG) spezifisch sind. Das Design beider Primer wird unter 5.4.2.1
beschrieben. Der PCR-Ansatz enthielt 600 nM beider Primer, 2,5 pl des Optima-
se®-PCR-Puffers (10x), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1,25U Optimase®-
Polymerase in einem Ansatzvolumen von 25 pl. Tabelle 12 zeigt das Temperatur-
profil DHPLC-O zur Amplifikation der DNA-Regionen ITS1, ITS2 und 1GS2-314.

Tabelle 12: Temperaturprofil DHPLC-O zur Amplifikation der rDNA Regionen ITS1, ITS2 und IGS2-
314

DHPLC-O
Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenzahl
95 300 1
95 30
54 30 35
72 40
72 300 1

4.8.2 Real-Time PCR

Die Sequenzen der Primer und die Bezeichnung der eingesetzten Fluoreszenz-

sonden der angewendeten Real-Time PCR Systeme sind in Tabelle 13 dargestelit.
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Tabelle 13: Real-Time PCR Systeme zum Nachweis getrdankerelevanter Hefen und deren Quellen

System-

Spezifitat Primer Sonde name Primer-Sequenz (5°>37) Quelle
; sopa. | SGH-f CGAGTTGTTTGGGAATGCAG
feC/; e\/‘;’ggj lggg z”ke SGHp SGH diese Arbeit
SGH-r CTTCCCTTTCAACAATTTCACGT
Bc-f GCATTATACACATG CATTAGCATACA
B. custersianus Y58 Bcu diese Arbeit
Bc-r CAATTCGCTGCGCTCTTCA
Bn-f CCTGCTTCGAATCGAAGATAATTG
B. naardenensis Y58 Bna diese Arbeit
Bc-r CAATTCGCTGCGCTCTTCA
Ci-f CCTGCGGAAGGATCATTAAAAT
C. intermedia Y58 Cin diese Arbeit
Ci-r TCACGTCTGCAAGTCATGATACG
Cp-f TGCTTTGGTAGGCCTTCTATATGG
C. parapsilosis Y58 Cpa diese Arbeit
Td-r GCATTTCGCTGCGTTCTT
Cs-f CATTACACATG AGAGAACTTGC
C. sake Y58 Csa diese Arbeit
Td-r GCATTTCGCTGCGTTCTT
Ct-f CCAAAC ATTTACAGTCAAACTT 36
C. tropicalis Y58 Ctr (36)
Ct-r CTGCAATTCATATTACGTATCGCAT
Dh-f TGGGCCAGAGGTTTACTGAACTA
ﬁ:{l])sag%zmyces Y58 Dha diese Arbeit
Dh-r GCATTTCGCTGCGTTCTTC
Da-f ATTATAGGGAGAAATCCATATAAAACACG
D. anomala Y58 Dan (36)
Da-r CACATTAAGTATCGCAATTCGCTG
Db-f TGCAGACACGTGGATAAGCAAG
D. bruxellensis Y58 Dbr (36)
Db-r CACATTAAGTATCGCAATTCGCTG
Hu-f CTAAACCAAAATTCCTAACGGAAA
H. uvarum Y58 Huv diese Arbeit
Hu-r TCACGAGTATCTGCAATTCACATTAC
Io-f AAACAACAACACCTAAAATGTGGAATATAG
I. orientalis Y58 Tor diese Arbeit
Io-r CATTTCGCTGCGCTCTTCA
Kx-f TTTCAAAATCTGCTTTATTGCAGTAACC
K. exigua Y58 Sx (36)
Kx-r CATTACGTATCGCATTTCGCTG
Ks-f ACGCACATGCCCTATGGAAA
K. servazzii Kser Kse diese Arbeit
Ks-r CGGCGTCTTCCGTATTGTTT
Ku-f AAATTCCCC CGGTAACACT
K. unispora Kuni Kun diese Arbeit
Ku-r TTTATATATGCTGCCGAGGTTGTG
I Kd-f AACACACTGTGAAC ATTAGAGCAAA
gﬁggrvanrua delf- Y58 Kde diese Arbeit
Kd-r GCATTTCGCTGCGCTCTT
Lk-f GCTTTCTGTTAACGGTTGYCTCTTT
L. kluyveri Y58 Lkl diese Arbeit
Td-r GCATTTCGCTGCGTTCTTC
Nd-f TGTCCCGGAGTTGAAACAAAC
N. dairenensis Y58 Ndai diese Arbeit
Nd-r GATGATTCACGGAATTCTGCAA
W. anomalus Pa-f Vs pan AATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATG (36)
(frOher P. anomala) | p, ACGTATCGCATTTCGCTGC
Pm-f ACCTGGAGTATACACACGTCAAC
P. membranifaciens Y58 Pme (36)
Pm-r CTAGGTATCGCATTTCGCTGC
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Spezifitat Primer Sonde Szztn(:':- Primer-Sequenz (5°>37) Quelle
Pf-f GCCGTCAAGCAAGAAATCCA
P. fermentans Y58 Pfe diese Arbeit
Pf-r TGGCTGCAAATTCACACTAGGT
Pg-f TTGGGCCAGAGGTTTAACAAA
P. guilliermondii Y58 Pgu diese Arbeit
Pg-r ATAC CAAGCAAACGCCTAGTC
Sbp-f CTTGCTATTCCAAACAGTGAGACT
S.bayanus, Y58 Sb (36, 137)
S. pastorianus Sbp-ri P TTGTTACCTCTGGGCGTCGA 4
Sbp-r2 GTTTGTTACCTCTGGGCTCG
Sca-f TTAGACTTACGTTTGCTCCTCTCATG
S. cariocanus Scar Sca diese Arbeit
Sca-r TGCAAATGACAAATGGATGGTTAT
. Sc-f CAAACGGTGAGAGATTTCTGTGC
S. cerevisiae Scer Sce (36, 137)
Sc-r GATAAAATTGTTTGTGTTTGTTACCTCTG
Sc-GRC-f CACATCACTACGAGATGCATATGCA
S. cerevisiae Sc-GRC Sc-GRC3 diese Arbeit
Sc-GRC-r GCCAGTATTTTGAATGTTCTCAGTTG
iSi - OG-f TTCGTTGTAACAGCTGCTGATGT
S. cer e"’sl’ae'h"tf’er 0G-MGB | 0G-COXII diese Arbeit
gérige Kulturhefen OG-r ACCAGGAGTAGCATCAACTTTAATACC
i Sd-f TTCCAACTGCACTAGTTCCTAGAGG
> cerevisiae var. Sdia sdi (36, 236)
lataticus Sd-r GAGCTGAATGGAGTTGAAGATGG
Sk-f Sk TCCTTACCTTATTCATCATATTCTCCAC
S. kudriavzevii Skud u diese Arbeit
Sk-r CGATATTTGGTAAGGGGAGGTAGA
Sm-f ACAACCGCCTCCCCAATT
S. mikatae Smik Smi diese Arbeit
Sm-r AAATGACAAGTAGTGGGTTGGAAGT
Sp-f CATACTATCAATACTGCCGCCAAA
S. paradoxus Spar Spa diese Arbeit
Sp-r GGCGGATGTGGGTGGTAA
S. pastorianus, UG300E CTCCTTGGCTTGTCGAA
Untergarige UG UG300 (36)
Kulturhefen UG300M GGTTGTTGCTGAAGTTGAGA
S. pastorianus, UG-LRE-f ACTCGACATTCAACTACAAGAGTAAAATTT
Untergarige UG-LRE UG-LRE1 diese Arbeit
Kulturhefen UG-LRE-r TCTCCGGCATATCCTTCATCA
SI-f GACGAGCAATTGTTCAAGGGTC
ifjc;faﬁmmyc"des Y58 Slu (36)
g Sl-r ACTTATCGCAATTCGCTACGTTC
Td-f AGATACGTCTTGTGCGTGCTTC
T. delbrueckii Y58 Tde diese Arbeit
Td-r GCATTTCGCTGCGTTCTT
Zb-f TTGGGAGGATGGGTTCGTC
Z. bailii Y58 Zba diese Arbeit
Td-r GCATTTCGCTGCGTTCTTC
Zr-f1 AAACACAAACAATC ATTATACTATTAACACAG
Z. rouxii Zr-f2 Y58 Zro GGTAAACACAAACAACA ATGAAAT diese Arbeit
Zr-r GATGATTCACGGAATTCTGCAA

Die Sequenzen der eingesetzten Sonden und Fluoreszenzfarbstoffe (Reporter/

Quencher) sind in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Sondensequenzen und Reporter/Quencher-Kombinationen zum Nachweis getrankerele-

vanter Hefen und deren Quellen

beiZ:::cll'lenr:l-ng Reporter Quencher Sequenz 5°>3 Quelle
SGHe FAM BHQ1 CGAGAGACCGATAGCRAACAAGTASHGT diese Arbeit
Kser FAM BHQ1 TGACACGCATGCCGCTACCCG diese Arbeit
Kuni FAM BHQ1 CTGTGCGTCCCTTTTTCCACCCAC diese Arbeit
0G-MGB FAM BHQ1 ATGATTTTGCTATCCCAAGTT diese Arbeit
Sbp FAM BHQ1 ACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGTTTCGAGCA (36)
Scar FAM BHQ1 TCACCAAAACTGCACCATACGTACAAAATACC diese Arbeit
Scer FAM BHQ1 ACACTGTGGAATTTTCATATCTTTGCAACTT (36)
Sc-GRC FAM BHQ1 TCCAGCCCATAGTCTGAACCACACCTTATCT diese Arbeit
Sdia FAM BHQ1 CCTCCTCTAGCAACATCACTTCCTCCG (36)
Skud FAM BHQ1 TGCTATTACTTTTGCTTTTTCACTCACCACACCCT diese Arbeit
Smik FAM BHQ1 AACATCCATCATCTATGTGCTCTAAATCCTCACTTTATCA | diese Arbeit
Spar FAM BHQ1 CTGCACCATACGTACAAAATCTCCCTCCTTC diese Arbeit
UG FAM BHQ1 TGCTCCACATTTGATCAGCGCCA (36)
UG-LRE FAM BHQ1 ATCTCTACCGTTTTCGGTCACCGGC diese Arbeit
Y58 FAM BHQ1 AACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT (36)

Falls keine anderen Angaben gemacht werden, gilt fir die Real-Time PCR Assays
auf Tagman-Sonden Basis die folgende Zusammensetzung fur die einzelnen
PCR-Komponenten (siehe Tabelle 15). Das Reaktionsvolumen betrug 25 pl. Beim
Einsatz zusatzlicher Primer sind deren Einsatz-Konzentrationen im entsprechen-

den Primerdesign-Ergebnisteil festgehalten.

Tabelle 15: PCR-Mix Zusammensetzung fiir Real-Time PCR

PCR-Komponente Konzentration im Reaktionsmix

PCR-Puffer 1x

dNTPs 200 uM
Vorwarts-Primer 400 nM
Ruckwarts-Primer 400 nM
MgCl, 3 mM

BSA 80 pg/ul
TagMan-Sonden (1 bis n)V 200 nM
Tag-Polymerase 0,025 U/l

Die Real-Time PCR Assays sind kompatibel designed, so dass sie mit dem glei-
chen Temperaturprotokoll (R-T PCR) ablaufen kénnen (siehe Tabelle 16)

57



Material und Methoden

Tabelle 16: Temperaturprotokoll flir Real-Time PCR

R-T PCR
Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenzahl
95 600 1
95 10
40
60 55
15 © 1

Bei der Untersuchung von Praxisproben wurde zur Vermeidung falsch negativer
Ergebnisse eine interne Amplifikationskontrolle (IAC) eingesetzt. Die IAC ist ein
eigenes PCR-System bestehend aus Primern, Sonde und der zugehérigen DNA.
Die IAC ist in einen Nachweis-PCR-Assay integriert und lauft simultan zur Haupt-
reaktion ab. Die IAC-DNA unterscheidet sich von der Ziel-DNA des eigentlichen
Nachweis-Assays und liefert unter standardisierten Bedingungen immer ein gleich
starkes positives Signal. Die IAC-Reaktion wurde mit Hilfe einer HEX-markierten
Sonde gemessen. Dieser Farbstoff emittiert bei einer anderen Wellenlange als
FAM, das flr die Hauptreaktion verwendet wurde. Die Signale wurden in unter-
schiedlichen Kandlen gemessen. Tabelle 17 zeigt die eingesetzten IAC-
Komponenten und deren Konzentrationen. Es kommt ein IAC-Primer- und Son-
densystem zum Einsatz, das auf die DNA des Bakterienstammes Lactobacillus
brevis DSMZ 20054 (IAC-DNA) bindet. Das IAC-System ist eine modifizierte Vari-
ante eines PCR-Nachweises fur bierschadliche Milchsaurebakterien nach BRANDL
(36).

Tabelle 17: IAC-Komponenten und deren Konzentration im PCR-Reaktionsmix

Konzentration im

IAC-Komponente Bezeichnung Sequenz 5°>3° Reaktionsmix
Vorwarts-Primer IAC-f GGAGACTTGAGTGCTGAAGAGGAC 250 nM
Ruckwarts-Primer IAC-r GTTCGCTACCCATGCTTTCG 250 nM
Tagman-Sonde IAC-S HEX-TGGCGAAGGCGCTGTCTAGTCTG-BHQ1 200 nM
DNA IAC-DNA Lactobacillus brevis DNA 3 ng/ul

Kam die IAC zum Einsatz, so wurden die Komponenten aus Tabelle 17 in den an-
gegebenen Konzentrationen dem PCR-Mix aus Tabelle 15 zugefigt.
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4.8.3 PCR-Effizienz, Spezifitat, Sensitivitat, relative Richtigkeit, Nachweis-

grenzen zur Beurteilung von Real-Time PCR-Systemen

Der Begriff PCR-Effizienz ist unter 3.3.5 definiert und detailliert beschrieben. Zur
Bestimmung der PCR-Effizienz der entwickelten PCR-Systeme wurden dekadische
Ziel-DNA-Verdinnungsreihen (n=3/Verdinnungstufe) untersucht. Von jeder Ver-
dinnung wurden der Mittelwert und die Standardabweichung der C.-Werte be-
stimmt. Zusatzlich wurden die resultierende Geradensteigung (Slope) und das
BestimmtheitsmaB (R?) der linearen Regression ermittelt. Zur Auswertung aller
PCR-Versuche wurden die Voreinstellungen der Software-Version iCycler 3.0 ver-
wendet. Zur Ermittlung der PCR-Effizienz wurde Rein-DNA des jeweiligen Zielor-
ganismus eingesetzt. Die Spezifitat ist der Grad, zu welchem eine Methode von
anderen Komponenten der Probe beeinflusst wird (122). Eine spezifische Metho-
de wird von keiner anderen Komponente beeinflusst. Die Spezifitat wird auch als
Richtig-Negativ-Rate bezeichnet und wird tber Formel 6 ermittelt (122). Liegt die
Spezifitat eines PCR-Assays, der z. B. eine Hefeart spezifisch identifizieren soll,
bei 100 %, so liefert er keine falsch positiven Befunde bei der Messung abwei-

chender Hefearten.

Formel 6: Spezifitat(%) = 4 (100
c+d

d: Anzahl der richtig negativen Analysenergebnisse
c: Anzahl der falsch positiven Analysenergebnisse

Zur Ermittlung der Spezifitdt wurden Kreuzreaktionstests mit einer umfassenden
Auswahl an Rein-DNA (c=10 ng/ul) von getrankerelevanten Hefearten durchge-
fuhrt. Die Hefearten, die zur Ermittlung der Spezifitat untersucht wurden, sind im
Anhang 8.4 unter Tabelle 53 aufgeflihrt. Bei der Evaluierung des Real-Time PCR-
Assays Screening flir getréankerelevante Hefen (SGH) flossen in die Ermittlung
der Spezifitat die Untersuchungen von Bakterien (siehe 4.2.2) und Schimmelpil-
zen (siehe 4.2.3) mit ein. Bei qualitativen Methoden wird unter der Sensitivitat
die Fahigkeit der zu validierenden Methode verstanden, den Zielorganismus, bzw.
die Ziel-DNA nachzuweisen, wenn er von der Referenzmethode nachgewiesen
wird bzw. in der Probe enthalten ist (122). Die Sensitivitat wird auch als Richtig-
Positiv-Rate bezeichnet und gibt an, wie viel Prozent aller sicher positiven Proben

erkannt werden. Sie wird Uber die Formel 7 ermittelt (122).
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Formel 7: Sensitivitit (%) = —— 100
a+b

a: Anzahl der richtig positiven Analysenergebnisse
b: Anzahl der falsch negativen Analysenergebnisse

Bei neuartigen Prifverfahren bezieht sich die Sensitivitat auf die Anzahl aller mit
dem Zielorganismus bzw. der Ziel-DNA kontaminierten Proben. Die Hefearten,
die zur Ermittlung der Sensitivitat untersucht wurden, sind unter 4.2.1 in Tabelle
7 aufgeflhrt. Hierbei wurden flr einen bestimmten Real-Time PCR Assay Hefe-
stamme verwendet, die der Hefeart angehdéren, flr die der zu evaluierende Real-
Time PCR Identifizierungs-Assay konzipiert ist. Bei quantitativen Methoden ist die
Sensitivitat die Fahigkeit eines Priifverfahrens, innerhalb einer gegebenen Matrix
leichte Anderungen in der Anzahl der Mikroorganismen bzw. der Ziel-DNA Kon-
zentration nachzuweisen und wird durch Regressionsanalyse zusatzlich unter-
sucht. Da es sich bei den Real-Time PCR Assays sowohl um eine qualitative als
auch eine quantitative Analyse handelt, wird die Sensitivitat laut Formel 7 ermit-
telt und zudem eine Regressionsanalyse bezlglich der Ziel DNA-Konzentration
durchgefihrt. Hierbei konnte die gleiche Regressionsanalyse wie bei der Ermitt-
lung der PCR-Effizienz (siehe oben) herangezogen werden. Eine Regressionsana-
lyse bezlglich der Mikroorganismenzellzahl wurde nicht durchgeftihrt. In der Mik-
robiologie gibt die Relative Richtigkeit fur neue qualitative Methoden die
Haufigkeit an, mit welcher die neue, zu validierende Methode den reellen Proben-
sachverhalt (z. B. die reellen kontaminierten Proben) nachweist (122). Sie wird

durch Formel 8 ermittelt.

Formel 8: Relative Richtigket (%) =29 100
n

a: Anzahl der richtig positiven Analysenergebnisse
d: Anzahl der richtig negativen Analysenergebnisse
n: Gesamtanzahl der untersuchten Proben

Zur Ermittlung der Relativen Richtigkeit wurden die gleichen Mikroorganis-
menstamme eingesetzt, wie sie oben flr Spezifitdt und Sensitivitat beschrieben
sind. Die Nachweisgrenze ist die kleinste Konzentration an Mikroorganismen bzw.
an Ziel-DNA, die mit gentgender statistischer Sicherheit nachgewiesen werden.
Zur Ermittlung der Nachweisgrenzen wurden dekadische Verdinnungsreihen der
Zielkeim-Zellsuspension bekannter Zellzahl und der Zielkeim-Rein-DNA bekann-

ter Konzentration in Dreifachbestimmung untersucht.
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4.8.4 Mikrochip-Real-Time PCR

Das Real-Time PCR System Sce zur Identifizierung von S. cerevisiae (siehe 4.8.2)
wurde auf Kompatibilitat zur Mikrochip-Real-Time PCR untersucht. Zur Durchfiih-
rung der Mikrochip-Real-Time PCR wurde zundchst ein Real-Time PCR-Mix flr das
Sce-System mit einem Volumen von 25 pl hergestellt (siehe 4.8.2). Dieser PCR-
Mix enthielt 10 % v/v S. cerevisiae Ziel-DNA. AnschlieBend wurde von diesem
PCR-Mix ein Teilvolumen von 1 ul oder 2 ul (versuchsabhangig) auf das Detekti-
onsfenster des Mikrochips (siehe 3.3.6) pipettiert. Der Tropfen wurde mit 10 pl
Mineral6l Uberdeckt, das dem Verdunstungsschutz diente. Das Temperaturproto-
koll wurde wie bei standardisierten Real-Time PCR-Cyclern programmiert, um
anschlieBend die Messung zu starten. Um die Performance der Mikrochip-Real-
Time PCR mit der Real-Time PCR des I-Cyclers® vergleichen zu kénnen, wurde
das Reaktionsvolumen der konventionellen Real-Time PCR schrittweise auf 1 pl
reduziert. Die Herstellung des Real-Time PCR-Mixes und die Teilvolumenentnah-
me liefen analog zur Mikrochip-Real-Time PCR Vorbereitung (siehe oben) mit der
Abweichung, dass zusatzlich Zwischenschritte von 5 ul, 10 pl und 15 pl Reakti-
onsvolumen entnommen und untersucht wurden. Vor Reaktionsbeginn wurde der
Reaktionsmix so mit Mineraldl Uberschichtet, dass die Summe der beiden Volu-
men Reaktionsmix und Mineraldl 25 pl betrug. StandardmaBig kam das Temper-
turprotokoll aus 4.8.2 zur Anwendung. Die Mikrochip-Real-Time PCR und die Re-
al-Time PCR (I-Cycler®) mit gleichen Reaktionsvolumina wurden iber ihre Ct-
Werte miteinander verglichen. Die Mikrochip-Real-Time PCR zeichnet sich durch
einen guten Warmeilbergang von den Heizstrukturen, die in den Mikrochips in-
tegriert sind (siehe 3.3.5), zur PCR-L6sung aus. In diesem Zusammenhang wur-
de die Verkirzung der Reaktionszeit durch verklrzte Aufheiz- und Abklhlphasen,
im Vergleich zur konventionellen Real-Time PCR, untersucht. Die reellen PCR-
Reaktionszeiten, inklusive der Zeiten der Einzelphasen (Vordenaturierung, Dena-
turierung, Annealing-Elongation, Aufheizen, Abklihlen) wurden manuell gestoppt
und verglichen. Um eine zusatzliche Verklrzung der Gesamt-Reaktionszeit zu
erreichen, wurden verkirzte Temperaturprotokolle mit verklrzten Denaturie-
rungs- und Anealing/Elongationszeiten auf beiden Real-Time PCR Typen unter-
sucht und verglichen. Der Einfluss der verklirzten Temperaturprotokolle auf die
PCR-Performance wurde Uber einen Ct-Wert Vergleich mit dem Standardprotokoll

analysiert.
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4.8.5 PCR-DHPLC

Die PCR-DHPLC ist ein zweigeteilter Prozess, bei dem zundchst eine Standard-
PCR und anschlieBend die DHPLC durchgeftihrt wird (siehe 3.3.7). Die Standard-
PCR Bedingungen zur Amplifikation der ITS1, ITS2 und I1GS2-314 rDNA Regionen
sind unter 4.8.1 beschrieben. Flr diese drei Regionen wurden drei verschiedene
optimierte DHPLC-Gradienten und Denaturierungstemperaturen verwendet. Die
Flussrate der DHPLC Puffer betrug ftr alle drei Gradienten 0,5 ml/min. Das Injek-
tionsvolumen fur alle PCR-Amplifikate betrug 3 pl. PCR-Amplifikate, die bei
-20 °C gelagert wurden, um sie zu einem spateren Zeitpunkt wiederholt zu mes-
sen, wurden mit einem Volumen von 5pl in die DHPLC injiziert. Zur Untersuchung
der ITS1-Amplifikate wurde der Gradient aus Tabelle 18 bei einer partiellen Dena-
turierungstemperatur von 57 °C angewendet. Der steigende Gradient wurde
durch unterschiedliche Acetonitrilkonzentrationen in Puffer A und Puffer B erzeugt
(siehe 3.3.7 und 4.1.4).

Tabelle 18: DHPLC Gradient zur Untersuchung von ITS1 rDNA Amplifikaten

Gradientenabschnitt Zeit [min] Puffer-A [%] Puffer B [%]
Beladen 0 52 48
Start Gradient 0,1 45 55
Stop Gradient 18,1 42,5 57,5
Start Reinigung 18,2 52 48
Stop Reinigung 18,3 52 48
Start Equilibrierung 18,4 52 48
Stop Equilibrierung 19,9 52 48

Zur Untersuchung der ITS2-Amplifikate wurde der Gradient aus Tabelle 19 bei

einer partiellen Denaturierungstemperatur von 60 °C angewendet.

Tabelle 19: DHPLC Gradient zur Untersuchung von ITS2 rDNA Amplifikaten

Gradientenabschnitt Zeit [min] Puffer-A [%] Puffer B [%]
Beladen 0 52 48
Start Gradient 0,1 44,2 55,8
Stop Gradient 18,1 38 62
Start Reinigung 18,2 52 48
Stop Reinigung 18,3 52 48
Start Equilibrierung 18,4 52 48
Stop Equilibrierung 19,9 52 48
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Zur Untersuchung der 1GS2-314-Amplifikate wurde der Gradient aus Tabelle 20

bei einer partiellen Denaturierungstemperatur von 57,5 °C angewendet.

Tabelle 20: DHPLC Gradient zur Untersuchung von IGS2-314 rDNA Amplifikaten

Gradientenabschnitt Zeit [min] Puffer-A [%] Puffer B [%]
Beladen 0 52 48
Start Gradient 0,1 46,5 53,5
Stop Gradient 10,1 41,5 58,5
Start Reinigung 10,2 52 48
Stop Reinigung 10,3 52 48
Start Equilibrierung 10,4 52 48
Stop Equilibrierung 10,5 52 48

Die resultierenden Chromatogramme aller PCR-Amplifikate wurden mit der

WAVE-Navigator Software ausgewertet.
4.9 FT-IR-Spektroskopie

4.9.1 Messung der FT-IR Spektren

Die Anzucht der Hefen flir die Messungen erfolgte auf standardisiertem YGC-
Agar. Hierfir wurden von einem maximal eine Woche altem Ausstrich einige Ko-
lonien abgenommen und auf einer Drittelplatte mit einem Drigalskispatel ausge-
strichen. Die Platten wurden bei 27 °C aerob flir 24+0,5 h inkubiert. Im An-
schluss wurde mit einer kleinen Impfése (1 mm Durchmesser) aus der Mitte des
mittlerweile dicht gewachsenen Zellrasens Material abgenommen und in 100 pl
dest. Wasser suspendiert. AnschlieBend wurden 25 pl der jeweiligen Suspension
auf eine Probenposition der Probenplatte aufgetragen und bei 37 °C flr 45 min
getrocknet. War die Trocknungsdauer nicht ausreichend, wurde die Platte bei
Raumtemperatur weiter getrocknet, um Risse in bereits trockenen Probenfilmen
zu vermeiden. Die Messung erfolgte am Spektrometer Tensor 27 gekoppelt an

das HTS-XT-Modul fir hohen Probendurchsatz mit folgenden Messparametern:

« 6 cm-1 Auflésung

10 kHz scan speed

» Apodisation Blackman-Harris 3-term
« Zerofilling 4

Es wurden flr jedes Spektrum 32 Interferogramme gemittelt. Die Spektren wur-

den durch einen Test auf ihre physikalische Qualitat geprift. Um diesen Quali-
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tatstest zu bestehen, mussten einige Eigenschaften innerhalb der Werte aus

Tabelle 21 liegen.

Tabelle 21: Parameter des Qualitatstests

Parameter Minimum Maximum
Absorption (x-Bereich 1) 0.300000 1.350000
Rauschen (x-Bereich 4) 0.000000 0.000150
Signal/Rauschen (x-Bereich 2) 200.000000 o
Signal/Rauschen (x-Bereich 3) 40.000000 o
Wasserdampf (x-Bereich 5) 0.000000 0.000300
Signal/Wasser (x-Bereich 2) 100.000000 00
Signal/Wasser (x-Bereich 3) 20.000000 00
Fringes (x-Bereich 6) 0.000000 0.000150

4.9.2 Auswertung der FT-IR-Daten

Zur Identifizierung von Hefestammen wurden jeweils 2 unabhangige Wiederho-
lungsmessungen durchgefuhrt. Die resultierenden Spektren wurden mit der He-
fe-Referenzdatenbank des Lehrstuhls fiir mikrobielle Okologie der TU Miinchen
abgeglichen und identifiziert. Diese Identifizierung wurde fir den GroBteil der
Praxisproben angewendet und fand parallel zur Identifizierung mittels Real-Time
PCR und 26S-Sequenzierung statt (siehe 4.10.1. und Tabelle 52). Einige Hefe-
stamme wurden ausschlieBlich Gber die FT-IR-Referenzdatenbank identifiziert.
Zur Aufnahme von Referenzspektren fur das klnstliche neuronale Netz von S.
cerevisiae Hefen wurden von jedem Stamm mindestens 10 unabhangige Wieder-
holungsmessungen durchgefiihrt. Um ein solides Identifizierungssystem zu
erstellen, mussen die Spektren eines Stammes reproduzierbar sein, das heiBt,
eine gewisse Distanz zwischen den einzelnen Spektren im Dendrogramm darf
nicht Uberschritten werden. Die Prufung der Reproduzierbarkeit der FT-IR-
Spektren erfolgte mittels Cluster-Analyse mit der OPUS-Software 5.5 (Bruker)
nach festgelegten Parametern. Die zweite Ableitung der Spektren wurde berech-
net und mit einem Neun-Punkte-Polynom geglattet. Die Auswertung erfolgte in 3
spektralen Fenstern von 3.030-2.830 cm-1, 1.350-1.200 cm-1 und 900-
700 cm-1, jeweils mit einer Gewichtung von 1 und einem Reprolevel von 30. Die
Berechnung erfolgte mit Average Linkage. Bei dieser Methode wird - dargestellt
in einem Dendrogramm - die Ahnlichkeit der Spektren in Form der spektralen
Distanz angezeigt. Je kleiner die spektrale Distanz ist, desto ahnlicher sind die
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Spektren. Als maximale spektrale Distanz zwischen den Spektren eines Stammes

wurde ein Wert von < 0,45 akzeptiert.
4.9.3 Erstellung des klinstlichen neuronalen Netzes

Zur Erstellung des neuronalen Netzes wurde die NeuroDeveloper-Software (Syn-
thon, Heidelberg) verwendet. Von jedem Referenzstamm wurden mindestens
neun Spektren herangezogen, welche untereinander eine Spektrale Distanz von
<0,45 aufwiesen. Jeweils ein Spektrum wurde fur die interne Fehlerberechnung
und ein Spektrum fur die interne Validierung zuriickgehalten; somit gingen min-
destens 7 Spektren pro Stamm in das Training. Zunachst erfolgte eine Einteilung
in Klassen auf der Grundlage von Clusteranalysen aller Stamme. Diese Auswer-
tung erfolgte auf allen Ebenen der Klassifizierung. Der Software wurde somit auf
jeder Ebene eine Einteilung vorgegeben, aus der sie ein Entscheidungsmuster
erarbeiten sollte. Vor dem Training der einzelnen Netze wurden die Bereiche
3000-2800 cm-1 und 1800-900 cm-1 fur die Datenextraktion festgelegt. Es er-
folgte eine Vorverarbeitung der Daten. Uber eine Covarianzanalyse wurden die
best points (=Wellenzahlen) ermittelt. Die Zahl der best points flir das Training
wurde variiert, da je nach Probestellung eine unterschiedliche Zahl an Wellenzah-
len noétig war, um ein gutes Subnetz zu erhalten. Die Trainingsparameter sind im

Folgenden aufgelistet:

e 2. Ableitung

e 9 Glattungspunkte

» Vektornormierung

* Shortcut connection

Die Neuronenkombination mit dem geringsten Fehler wurde ausgewahlt und
durch eine interne Validierung Uberprift. Es wurden Schritt flr Schritt Netze auf
verschiedenen Ebenen der Klassifizierung trainiert. Diese Einzelnetze wurden hie-
rarchisch verknlUpft und die Qualitédt des Gesamtnetzes wurde durch eine externe
Validierung ermittelt. Die externe Validierung erfolgte mit Spektren von Stam-
men, die nicht fir das Training des neuronalen Netzes verwendet wurden. Mit der
externen Validierung soll gezeigt werden, dass mit dem kinstlichen neuronalen
Netz nicht nur Stamme identifiziert werden kénnen, die zum Training des Netzes
verwendet werden, also dem Netz ,bekannt™ sind. Wenn das Netz auch ,unbe-

kannte" Stamme identifizieren kann, bedeutet dies, dass die antrainierten Ent-
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scheidungsmuster funktionieren und dass mit den eingepflegten Referenzstam-

men eine genigend groBe Varianz erfasst wird.
4.10 Identifizierung und Differenzierung von Praxisproben
4.10.1 Identifizierung von Hefe Praxisisolaten aus der Getrankeindustrie

Hefeisolate, die direkt Getranke kontaminierten oder aus dem Produktionsumfeld
stammten, wurden vom BLQ Weihenstephan innerhalb eines Zeitraums von
2005-2007 in der Form von Anreicherungen (Flussiganreicherung, Membranfil-
teranreicherung oder Agarausstrich) zur Verfliigung gestellt und gemaB des Sche-

mas aus Abbildung 12 verarbeitet und identifiziert.

Praxisprobe
Flissiganreicherung/ Membranfilterkultur/ Agaraustrich
(Universal- oder Selktivmedium)

v

mikroskopische Voruntersuchung

Verdlnnte Hefesuspension (optional)

'

Fraktionierter Ausstrich zur
Gewinnung von Reinkulturen
(Universalmedium, z.B. YM + Bromphenolblau)

l

Identifizierung von Einzelkolonien erfolgt Uber

e N

DNA-Extraktion standardisierte

/ l Vorkultivierung
e

Real-Time PCR —+ 265 rDNA-Sequenzierung FTIR-Spektroskopie

Abbildung 12: Schematischer Ablauf der Identifizierung von Praxisisolaten

Entsprach die mikroskopische Voruntersuchung und das Kolonie-Wachstumsbild
einer Hefeart, flr die ein spezifisches Real-Time PCR System existiert, erfolgte
zunachst die spezifische Real-Time PCR. Bei negativem Ergebnis oder zur Verifi-
zierung des Ergebnisses erfolgte eine Identifizierung Uber 26S-rDNA Sequenzie-
rung. Die identifizierten, reinen Hefestamme wurden in der Kryobank BTII K ge-
sichert. Fur alle identifizierten Hefestamme wurden FT-IR-Spektren
aufgenommen, um die bestehende Hefe-Referenzdatenbank mit Spektren ge-
trankerelevanter Stdamme zu erweitern. Im fortgeschrittenen Stadium dieser Ar-
beit wurden einige Hefestamme ausschlieBlich Gber FT-IR-Spektroskopie identifi-
ziert, wenn diese Stamme anderen Stammen glichen, die schon mit Real-Time
PCR oder 26S rDNA identifiziert wurden.
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4.10.2 Identifizierung von Hefeisolaten aus indigenen fermentierten Ge-

tranken und deren Starterkulturen

Bei der untersuchten Bananenweinproduktion handelt es sich um eine semikonti-
nuierliche Fermentation, bei der ein Teilvolumen des garenden Bananenweins (3.
Gartag) als Starterkultur verwendet wird und auf frisch geschélte Bananen in ei-
nem Verhaltnis von 6% v/m gegeben wird. Die Starterkultur ist ein Gemisch aus
Milchsaurebakterien und Hefen. Die flissige Starterkultur wurde in einem Ver-
haltnis 1:10 v/v mit 0,9%iger NaCl-Lésung verdlunnt. Von der Verdinnung wurde
ein fraktionierter Ausstrich zur Gewinnung von Hefeeinzelkolonien auf
YM + 0,1 g/l Chloramphenicol + Bromphenolblau angefertigt, und die Identifizie-
rung der Einzelkolonien erfolgt wie unter 4.10.1 beschrieben. Satho ist ein fer-
mentiertes Reisgetrank aus Thailand und wird mit der Starterkultur Loogpang
hergestellt, die aus trockenen, runden bis flach-runden, cremig weiBen Kulgel-
chen besteht und unter nicht sterilen Bedingungen aus Reismehl, Wasser und
Gewdlrzen (rezeptabhangig) geformt wird. Die Kugel fermentiert spontan und
beinhaltet Bakterien, Hefen und Schimmelpilze. Loogpang wird mit steriler
0,9%iger NaCl-Losung verduinnt (10 % m/v) und 5 min gevortext. Aus der Sus-
pension wurden fraktionierte Ausstriche zur Gewinnung von Hefeeinzelkolonien
auf YM + 0,1 g/l Chloramphenicol + 0,1 g/l Diphenyl + Bromphenolblau angefer-
tigt. Die Identifizierung der Einzelkolonien erfolgte wie unter 4.10.1 beschrieben.
Chicha ist ein fermentiertes Maisgetrank aus Lateinamerika; im Fall dieser Studie
aus der Region Talamanca, Costa Rica. Zu diesem Getrank stand keine Starter-
kultur zur Verfligung, weshalb die Hefeisolate direkt aus dem gdarenden Getrank
(3. Gartag) gewonnen wurden. Eine homogene Chichaprobe wurde 1:10 v/v mit
0,9% NaCl-Lésung verdinnt. Von der Verdlinnung wurde ein fraktionierter Aus-
strich zur Gewinnung von Hefeeinzelkolonien auf YM + 0,1 g/l Chloramphenicol +
Bromphenolblau angefertigt; die Identifizierung der Einzelkolonien erfolgt wie

unter 4.10.1 beschrieben.

4.10.3 Re-Identifizierung von Hefen aus klinstlich kontaminierten Ge-

tranken

Handelslbliche(r) Orangensaft, Apfelsaft und Orangenlimonade wurden mit den
Hefestdammen Lachancea kluyveri CBS 3082T, Torulaspora delbrueckii DSMZ

70504, WYSC/G 1350 und WYSC/G 2133 beimpft und fir 72 h bebrttet. Dazu
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wurden je 50 ml in ein steriles FalcongefaBB gegeben und mit 10 ul der jeweiligen
Hefesuspension (48 h bei 28 °C aerob inkubiert; Zellzahl auf 10’ eingestellt) be-
impft. Dies entspricht einer Kontaminationsrate von 2000 Hefezellen/ml. An-
schlieBend wurden 100 ul des beimpften Getréankes entnommen, die DNA isoliert
und mit dem jeweiligen spezifischen Real-Time PCR System) untersucht. Nach
einer Inkubation von 72 h bei 28 °C wurden wiederholt 100 ul Probe entnommen
und eine PCR-Analyse durchgefihrt. Zudem wurde die Gasentwicklung nach 72 h
dokumentiert. Die PCR-Analysen erfolgten mit IAC. Die Getranke wurden auch im

Originalzustand mit PCR analysiert, um eine Vorkontamination auszuschlieBen.

4.10.4 Praxisrelevante Differenzierung von S. cerevisiae bzw. S. pasto-

rianus Stammen

Mit der PCR-DHPLC-Anwendung 1GS2-314 (siehe 4.8.1 und 4.8.5) wurden meh-
rere brauereispezifische Problemfalle untersucht. Zum einen werden Hefestamme
einer Braugruppe, die mit verschiedenen obergarigen und untergarigen Kultur-
stammen arbeitet, untersucht und verglichen. Das Besondere dabei ist, dass
mehrere Hefestamme von dem Hefestamm S. pastorianus (UG) W 34/70 ab-
stammen und Uberprift werden sollten, ob deren Chromatogramm noch mit dem
Ursprungsstamm W34/70 der Hefebank Weihenstephan Ubereinstimmt oder ob
schon genetische Veranderungen eingetreten sind. Eine weitere Praxisuntersu-
chung behandelt eine mit S. cerevisiae kontaminierte Limonadenprobe. Diese
Limonade wurde in einer Brauerei hergestellt, die u. a. auch Weizenbier produ-
ziert. Es wurde untersucht ob es sich bei der Kontaminante um den betriebseige-
nen obergarigen S. cerevisiae Kulturhefestamm handelte oder eine Sekundarkon-
taminante vorlag. In einer dritten Studie wurde der Desinfektionserfolg eines
Brauereilagertankes mit dieser Methode kontrolliert. Der Reinigungserfolg kann
Uber eine Untersuchung des Nachspulwassers erfolgen. Enthdlt dieses keine
Brauereikulturhefen, die als Indikatorkeime genutzt werden, ist davon auszuge-
hen, dass der Tank sauber ist. In diesem Zusammenhang stellte eine Brauerei
eine auf Wlrzeagar bebritete Nachspllwasserprobe mit Hefewachstum zur Ver-
figung. Es sollte Uberprift werden, ob es sich um den untergarigen
S. pastorianus Betriebshefestamm oder um eine adaptierte S. cerevisiae oder S.
pastorianus Fremdhefe handelte. Dazu wurden der untergdrige Betriebshefe-

stamm und die Kontaminante untersucht und die Ergebnisse verglichen.
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5 Ergebnisse

5.1 Differenzierung brauereirelevanter Hefen iiber Nahrmedien
5.1.1 Evaluierung gangiger Differenzierungsmedien

Eine universelle Hefeanreicherung sollte in mdglichst kurzer Zeit ablaufen; eine
Differentialanreicherung sollte mit mdéglichst wenig unterschiedlichen Nahrmedien
spezifisch durchzuflihren sein. Hierzu wurden zu Beginn der Studie publizierte
Hefe-Nahrmedien aus der Brauereimikrobiologie, welche in Tabelle 22 aufgefihrt
sind, evaluiert. Wirzeagar, YM-Agar und MBH (aerob) sind Universalmedien und
wiesen alle untersuchten Hefestéamme innerhalb von 1 bis 3 Tagen nach. Die
Wachstumsgeschwindigkeiten und die Koloniedurchmesser von YM-Agar und
Wilrzeagar waren vergleichbar. Die Hefestamme S. cerevisiae DSM 70451, S.
bayanus DSM 70508 wurden auf Wilrzeagar um einen Tag schneller nachgewie-
sen als auf YM-Agar und S. bayanus DSM 70412T, S. pastorianus DSM 6580NT
wurden auf YM-Agar um einen Tag schneller nachgewiesen als auf Wirzeagar.
Zusatzlich wuchsen einige Hefestamme auf MBH-Agar um einen Tag langsamer
als auf YM-Agar und Wiurzeagar (siehe graue Felder in Tabelle 22). Die Nahrstoff-
zusammensetzung des Wirzeagars hangt von dessen Herstellungsverfahren ab.
Viele Brauereilabore verwenden ihre Betriebswlirze als Hauptkomponente, deren
Nahrstoffzusammensetzung von der Nahrstoffausstattung der aktuellen Malz-
charge abhangt. Somit ist keine konstante Nahrstoffausstattung des Nahrmedi-
ums gegeben. Zudem variieren die Zusammensetzungen der Anbieter von Fertig-
Wirzeagar. YM-Agar bietet den Vorteil, dass die Zusammensetzung der Einzel-
komponenten definiert ist, er im Labor einfach herzustellen ist und Zusatzkom-
ponenten (z. B. Hemmstoffe, Indikatoren) mit diesem Medium einfach kombiniert
werden kdénnen. YM-Agar diente als Ausgangsmedium flir verschiedene Modifika-
tionen, um Selektivitat zu erreichen (siehe 5.1.2 und 5.1.3). Die Minikolonien
vieler Hefestéamme, die zwischen 12 und 24h sichtbar wurden, konnten auf YM-
Agar fruher erkannt werden als auf Wirzeagar und MBH-Agar (Daten nicht ge-
zeigt). Neben den Universalmedien zeigt Tabelle 22 das Hefewachstum auf den
vier Selektivhahrmedien YM-Agar+CuSO, (195, 210ppm), YM-Agar bei 37 °C,
CLEN, XMACS (Zusammensetzung und Wirkweise siehe 4.3.1 und 8.2). Auf YM-
Agar+CuSO0Q, (195, 210ppm) wurden S. pastorianus UG, S. cerevisiae OG und S.
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sensu stricto Hefen unterdrickt, alle NSFH und drei von vier S. cerevisiae-
Fremdhefen wurden nachgewiesen. Die Selektivitat dieses Nahrmediums zum
Nachweis von NSFH und einem groBen Teil der S. cerevisiae-Fremdhefen in ober-
gariger und untergariger Brauereikulturhefe konnte bestatigt werden (siehe
8.2.1). Die beiden untersuchten CuSO4-Konzentrationen (195 und 210 ppm) er-
zielten identische Ergebnisse.

Tabelle 22: Wachstum brauereirelevanter Hefen auf veréffentlichten Nahrmedien zur Hefekultivie-
rung und -differenzierung bei 28°C Bebriitungstemperatur (aerob)

YM+
Hefestamm Wiirze Y™ MBH (1%‘52‘10 M ee' | cten | xmacs
ppm)
S. pastorianus UG
S. pastorianus W 34/70 +/1/<6 +/1/<4 +/1/<4 -/7/- -/7/- +/3/<1 +/3/<1
S. pastorianus W 34/78 +/1/<5 | +/1/<4 | +/1/<3 -/7/- -/7/- +/3/<1 | +/2/<2
S. pastorianus W 44 +/1/<6 +/1/<3 +/1/<4 -/7/- -/7/- +/3/<1 +/3/<1
S. pastorianus W 66 +/1/<6 +/1/<4 +/1/<4 -/7/- -/7/- +/3/<1 +/2/<1
S. cerevisiae OG
S. cerevisiae W 68 +/1/<6 +/1/<5 +/1/<4 -/7/- +/2/<5 -/7/- +/3/<1
S. cerevisiae W148 +/1/<6 +/1/<5 +/1/<4 -/7/- +/2/<5 +/3/<1 +/2/<1
S. cerevisiae W 175 +/1/<11 +/1/<6 +/2/<3 -/7/- +/2/<8 -/7/- +/3/<2
S. cerevisiae W 184 +/1/<6 +/1/<3 +/1/<3 -/7/- +/2/<5 +/3/<1 +/3/<1
S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae DSM 70451 +/1/<3 +/2/<2 +/3/<1 +/5/<2 +/4/<2 +/6/<1 -/7/-
oG Yar diestaticus +/1/<4 | +/1/<3 | +/1/<3 | +/5/<2 | +/1/<5 | +/2/<1 | +/2/<1
s ‘frl'_ﬂ’_a;tat’cus +/1/<4 | +/1/<3 | +/1/<3 | +/1/<2 | +/1/<2 | +/2/<1 | +/2/<3
g'TCI'I ‘frl'_g’_ass’fat’cus +/1/<5 | +/1/<4 | +/1/<3 | 7/~ | +/1/<3 | +/2/<1 | +/2/<3
S. sensu stricto Fremdhefen
S. bayanus DSM 70411 +/1/<4 +/1/<4 +/1/<4 -/7/- -/7/- +/2/<1 +/2/<2
S. bayanus DSM 70412T +/2/<9 +/1/<7 +/2/<7 -/7/- +/1/<1 +/2/< 1 +/2/<4
S. bayanus DSM 70508 +/1/<6 +/2/<5 +/2/<7 -/7/- -/7/- +/5/<1 -/7/-
S. bayanus DSM 70547 +/1/<6 +/1/<7 +/2/<4 -/7/- -/7/- +/2/<1 +/3/<4
S. bayanus BTII K 1-C-3 +/1/<5 +/1/<5 +/1/<3 -/7/- -/7/- +/2/<1 +/3/<3
S. pastorianus DSM 6580NT +/3/<4 +/2/<4 +/2/<3 -/7/- -/7/- -/7/- -/7/-
Nicht-Saccharomyces Fremdhefen
C. sake BTII K 1-B-3 +/1/<3 +/1/<2 +/1/<5 +/1/<3 +/3/<1 +/1/<2 +/2/<4
C. tropicalis BTII K 1-A-3 +/1/<11 | +/1/<11 | +/1/<11 +/1/<6 +/3/<1 +/1/<5 +/1/<7
D. bruxellensis CBS 2797 +/3/<5 +/3/<3 +/3/<2 +/4/<2 +/3/<1 +/5/<2 -/7/-
L. kluyveri CBS 3082T +/1/<8 +/1/<8 +/1/<5 +/1/<6 +/1/<6 | +/2/<1 +/2/<4
N. castelli BTII K 3-I-1 +/1/<2 +/1/<3 +/1/<2 +/1/<2 +/4/<2 | +/2/<1 +/3/<1
P. membranifaciens CBS 107 +/1/<3 +/1/<4 +/1/<3 +/1/<3 +/3/<1 +/2/<2 +/2/<2
Sch. pombe CBS 356 +/1/<5 +/1/<5 +/1/<3 +/1/<2 +/3/<1 +/1/<4 +/1/<3
Z. bailii CBS 1097 +/1/<7 +/2/<4 +/1/<3 +/3/<2 +/3/<1 +/1/<3 +/2/<4

Wachstum (+/-)/ Inkubationszeit bis zum Befund (Tage)/ Koloniedurchmesser (mm) nach 7 Tagen
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Auf YM-Agar bei 37 °C Bebritungstemperatur wuchsen alle S. cerevisiae OG und
Fremdhefen und NSFH. Von den S. sensu stricto Fremdhefen wuchs nur der
Stamm S. bayanus DSM 70412T, d. h. die maximale Wachstumsgrenze der Ubri-
gen untersuchten S. sensu stricto Fremdhefen liegt unter 37 °C. Auf diesem Me-
dium kdénnen alle Fremdhefen in untergarigen Brauereikulturhefen nachgewiesen
werden, deren maximale Wachstumsgrenze unterhalb 37 °C liegt. Dieses Medium
ist fir den Nachweis von Fremdhefen in obergdrigen Brauereikulturhefen nicht
geeignet. Einige zusatzlich untersuchte NS-FH-Hefen, wie z. B. C. boidinii PIBB 2,
C. sake PI BB 52, PIBB 114, W. anomalus PI1 BB 21, PIBB 127, P. membranifa-
ciens PIBB 30, 98, T. delbrueckii PIBB 48, 70, Williopsis californica PIBB 139
zeigten kein Wachstum auf YM-Agar bei 37 °C. Sechs der acht untersuchten
NSFH bildeten auf CLEN-Agar Kolonien mit einem Durchmesser von mehr als
1 mm. Kulturhefen wuchsen - wie in der Literatur beschrieben - in Minikolonien,
die einen Durchmesser von 1 mm nicht Uberschritten. Ausnahmen stellten die
beiden obergarigen Kulturhefen S. cerevisiae W 68 und W 175 dar, die nicht
wuchsen. Zudem zeigte S. pastorianus DSM 6580NT kein Wachstum. Alle Hefe-
stamme, die auf CLEN-agar als Minikolonien oder in gréBeren Kolonien wachsen,
kdnnten in den beiden obergdrigen Hefestammen W68 und W175 nachgewiesen
werden. In den Ubrigen unter- und obergarigen Kulturhefen kénnten nur die
sechs NSFH mit gréBerem Koloniedurchmesser eindeutig nachgewiesen werden.
Zudem fallt auf, dass Kulturhefen 3 Tage brauchen, um Minikolonien zu bilden
und einige S. cerevisiae und S. sensu stricto Fremdhefestamme dazu 2 Tage be-
noétigen. Diese Zeitdifferenz kédnnte genutzt werden, um sie zu differenzieren. Auf
XMACS-Agar wuchsen alle Kulturhefen als Minikolonien, mit Ausnahme der
Stamme S. pastorianus W 34/78 und S. cerevisiae W 175, die gréBere Kolonie-
durchmesser als 1 mm aufwiesen. Hefestamme aus allen drei Fremdhefegruppen
bildeten Kolonien von mehr als 2 mm Durchmesser. Die Hefestamme S. cerevisi-
ae DSM 70451, S. bayanus DSM 70508, S. pastorianus DSM 6580NT und D. bru-
xellensis CBS 2797 bildeten keine Kolonien auf XMACS-Agar und S. c. var. di-
astaticus BT II K 3-D-2 und N. castelli BT II K 3-I-1 bildeten Minikolonien. Eine
Differenzierung verschiedener Hefegruppen war nicht méglich. Eine groBe Anzahl
von Fremdhefen (Koloniedurchmesser > 1 mm) konnten in den Kulturhefen
nachgewiesen werden, mit den beiden Ausnahmen S. pastorianus W 34/78 und
S. cerevisiae W 175. Bei den beiden Medien CLEN und XMACS war jedoch eine
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Differenzierung von Minikolonien und Kolonien mit einem Durchmesser zwischen

1 und 2 mm sehr schwierig.
5.1.2 Innovative Modifikationen des YM-Mediums

Dem YM-Agar wurde der Indikator Bromphenolblau zugesetzt (siehe 4.3.1). Der
urspringlich eingestellte pH-Wert des YM-Agars betragt 6,2 (135). Es wurden
verschiedene pH-Werte und deren Auswirkung auf die Kolonie- und Agarfarbung
untersucht. Deutliche Farbunterschiede waren bei einer pH-Wert Absenkung auf
6,0 zu beobachten. Abbildung 13 vergleicht die Kolonie- und Agarfarbungen ver-
schiedener Hefestdamme der unterschiedlichen Kultur- und Fremdhefegruppen bei
den pH-Werten 6,2 und 6,0.

S. c. S. sensu stricto -
EH EH NS-FH
8. pastorianus S. cerevisiae
UG 0G

S. c. var,
diastaticus S, pastorianus | D. bruxellensis  W. anomalus

" = m

[(N=s o Pt - A,

BTII K 1-H-7 DSM 6580 CBS 2797 CBS 5759T

pH 6,0

Abbildung 13: Kolonie- und Agarfarbung ausgewahlter Hefestémme auf YM-Agar +
Bromphenolblau bei den pH-Werten 6,2 und 6,0

Eine Absenkung des pH-Wertes auf 6,0 intensiviert bei einigen Hefestammen die
Indikatorfarbténe. Die S. pastorianus UG Stamme W 34/70, 44, 54, 66 entfarb-
ten den Agar starker als die S. cerevisiae OG Stamme W 68, 175, 184, 211, wo-
bei die obergarigen Stamme zwei Farbauspragungen (W68 hellblauer Agar/ hell-
blaue Kolonien und W 211, 184, 175 blauer Agar/ weiBe Kolonien) aufwiesen. Bei
den untergarigen Stammen war der Agar transparent bis transparent mit leich-
tem Gelbstich, und es waren die beiden Koloniefarben wei3 mit Gelbstich und
hellblau vertreten. In Reinkulturen waren S. pastorianus UG und S. cerevisiae OG
eindeutig voneinander zu unterscheiden, wie Abbildung 13 beispielhaft an den
Stammen W 34/70 und W 68, 211 zeigt. Abbildung 13 macht deutlich, dass das
Erscheinungsbild von S. c¢. FH (S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7) dem von S. c.
OG ahnelte und das Erscheinungsbild des abgebildete Hefestammes S. pastoria-
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nus DSM 6580 (S. sensu stricto FH) dem von S. pastorianus UG W34/70 dhnelte.
Diese Fremdhefen konnten nicht eindeutig von den jeweiligen Kulturhefen unter-
schieden werden. Durch ihre spezifischen Farbungen konnten die NSFH
D. bruxellensis CBS 2797 (gelber Agar/ tiefblaue Kolonien) und W. anomalus CBS

5759T (dunkelblauer Agar/ weiBe Kolonien) differenziert werden.

Hefestamme bestimmter Arten wie z. B. S. cerevisiae und Dekkera bruxellensis
vermdgen durch Decarboxylierung von p-Coumarsaure flichtige phenolische Ver-
bindungen, wie z. B. 4-Vinylphenol freizusetzen, die einen Fehlgeruch erzeugen
(46, 93). Tabelle 23 zeigt, dass das Wachstum aller untersuchten Hefestamme
auf YM-Agar durch 100 ppm Coumarsdaure nicht beeintrachtigt wurde und das
stammspezifische Geruchsprofil nach drei Tagen Bebritung vorhanden war. Das
Aromaprofil wurde mit den Adjektiven stBlich, hefig, stechend, phenolisch, nicht
bestimmbar und ,unangenehm™ beschrieben. Mit stBlich wird der leicht malzige
Geruch des Mediums beschrieben, d. h. dass Hefestamme mit diesem Geruchs-
profil keine wahrnehmbaren Fehlgeruchskonzentrationen freisetzten. Alle
S. pastorianus UG Stamme auBer W 71 wurden mit diesem suBlichen Geruchs-
profil beschrieben. Das Geruchsprofil von W 71 war nicht bestimmbar, d. h. er
wich von diesem slBlichen Profil ab, aber das Geruchsprofil war neutral und nicht
intensiv genug, um es einem anderen Geruchsprofil zuzuordnen. Die Vielzahl der
S. cerevisiae OG Stamme zeigte ein stark hefiges Geruchsprofil, wie es oft bei
obergarigen Bieren anzutreffen ist, welches allerdings nicht an einen Fehlgeruch
erinnert. Die Geruchsprofile stechend, phenolisch (medizinisch), die einige S. c.
Fremdhefen und NSFH (D. bruxellensis, W. anomalus, R. glutinis, Z. bisporus, Z.
rouxii) entwickelten, waren eindeutige Fehlgeriiche, die aus dem Precursor p-
Coumarsaure herrihrten. Manche Hefestamme waren nicht bestimmbar, bzw.
nicht zu beschreiben, hatten aber kein neutrales Geruchsprofil, sondern ein ,un-
angenehmes", nicht bestimmbares Geruchsprofil. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
hier ebenfalls p-Coumarsaure von den Hefestammen in geruchsaktive fllichtige
Substanzen umgesetzt wurde. Aus Tabelle 23 ist ersichtlich, dass Fremdhefen,
die Fehlaromen aus Coumarsaure freisetzen, eindeutig von Kulturhefen differen-
ziert werden koénnen. Das YM-Medium + Coumarsaure bietet die Mdglichkeit,
z. B. in den Kulturstémmen S. pastorianus UG W 34/70, 34/78, 44, 66, 66/70,
194, die das Geruchsprofil stiBlich besitzen, Fremdhefen mit einem davon abwei-

chenden Geruchsprofil nachzuweisen, sobald das geruchsaktive Fehlaroma in
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wahrnehmbaren Konzentrationen freigesetzt wird. Grundsatzlich sollte ein Abwei-

chen vom urspringlichen Geruchsprofil eines Kulturhefestammes (UG oder OG)

als ein Verdacht auf Fremdhefekontamination zu werten sein.

Tabelle 23: Wachstum und Geruchsbildung brauereirelevanter Hefen auf YM-Agar+100 ppm Cou-
marsaure nach 3 Tagen bei 28°C Bebritungstemperatur (aerob)

Hefestamm

YM-Agar+100 ppm Coumarsaure

Wachstum nach 3 Tagen

Geruchsprofil nach 3 Tagen

S. pastorianus UG

S. pastorianus W 34/70, 34/78, 44,

66, 66/70, 194 + siBlich
S. pastorianus 71 + n. b.
S. cerevisiae OG
S. cerevisiae W 68, 127, 148 + hefig
S. cerevisiae 175 + suBlich, hefig
S. cerevisiae 177, 210 + n. b.
S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae DSM 70424 + suBlich, hefig
S. cerevisiae DSM 70451 + stechend
S. cerevisiae CBS 1464 + stechend, phenolisch
S. cerevisiae CBS 8803 + hefig
S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7 + stBlich
S. c. var. diastaticus BT II K 3-D-2 + suBlich, hefig
S. c. var. diastaticus BTII 3-H-4 + hefig
S.c. var. diastaticus DSM 70487 + stechend, phenolisch
S. sensu stricto Fremdhefen
S. bayanus DSM 70411, 70547 + suBlich
S. bayanus DSM 70412T + stBlich
S. bayanus BTII K 1-C-3 + hefig
S. pastorianus DSM 6580NT, 6581 + n. b.
Nicht-Saccharomyces Fremdhefen
B. naardenensis DSM 70743 + suBlich, hefig
C. boidinii DSM 70026T + n. b.
C. sake BTII K 1-B-3 + n. b., "unangenehm"
C. tropicalis CBS 2317 + n. b., "unangenehm”
Cryptococcus albidus CBS 155T - -
Debaryomyces hansenii CBS 117 + n. b., "unangenehm"
D. bruxellensis BTII K 3-B-6 + phenolisch
K. exigua BTII K 2-G-7 + n. b.
L. kluyveri CBS 3082T + stBlich
N. castelli BTII K 3-I-1 + suBlich, hefig
W. anomalus CBS 5759T + phenolisch
P. membranifaciens CBS 107 + n. b.,, "unangenehm"
Rhodotorula glutinis DSM 70398 + leicht phenolisch
Sch. pombe CBS 356 + n. b.
T. delbrueckii CBS 1146T + sehr siiBlich
Z. bailii CBS 1097 + stBlich
Z. bisporus WYSC 285 + stechend
Z. rouxii CBS 441 + phenolisch

n. b. nicht bestimmbar

Die beiden untersuchten Modifikationen (Bromphenolblau- und Coumarsdurezu-

gabe) beeintrachtigten die Nachweisgeschwindigkeit und den universellen Cha-

rakter des YM-Agars nicht und konnten kombiniert eingesetzt werden, ohne ihre

differenzierenden Eigenschaften zu verlieren.
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5.1.3 Kombination des YM-Mediums mit Hefehemmstoffen

Das YM-Medium wurde mit verschiedenen Hefehemmstoffen versetzt, um diffe-
renzierende Effekte auf brauereirelevante Hefen zu untersuchen. Hierbei wurden
Hemmstoffe verwendet, deren Wirkung auf brauereirelevante Hefen bisher noch
nicht oder nur begrenzt untersucht wurde.

Tabelle 24: Wachstum brauereirelevanter auf YM-Agar+Thymol (90, 100, 130, 133, 135, 170, 200,
250, 300 ppm) nach 7 Tagen bei 28°C Bebriitungstemperatur (aerob)

YM-Agar + Thymol
Hefestamm 90 100 130 133 135 170 200 250 300
ppm| ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
S. pastorianus UG
S. pastorianus W 34/70 + + + + = - - _ _
S. pastorianus W 34/78 + + + + = - - _ _
S. pastorianus W 44 + + + + + - - - -
S. pastorianus W 66 + + + + = - - - _
S. cerevisiae OG
S. cerevisiae W 68 + w - - - - - - _
S. cerevisiae W148 + + + + + + - - -
S. cerevisiae W 175 + + + w - - - - -
S. cerevisiae W 184 + + + + + - - - -
S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae BTII 3-C-3 + + + + + + + + n
S. cerevisiae BTII 3-B-4 + + + + + + 4 iF +
S. cerevisiae DSM 70451 + w w w - - - - -
S. ¢. var. diastaticus BTII 3-H-4 + + + + + + + + +
S. c. var. diastaticus BTII K 1-H-7 | + + + + + + = - -
S.c. var. diastaticus DSM 70487 + + + + + + + + -
S. sensu stricto Fremdhefen
S. bayanus DSM 70412T + + + + + + - - _
S. bayanus DSM 70508 + w w w W w - - _
S. bayanus DSM 70547 + + + + + - - _ _
S. bayanus BTII K 1-C-3 + + + + + . - - _
S. pastorianus DSM 6580NT + + + + + - - - -
Nicht-Saccharomyces Fremdhefen
C. sake BTII K 1-B-3 + + + + + + 3 + -
C. tropicalis BTII K 1-A-3 + + + + + + + + -
D. bruxellensis CBS 2797 + + + + + + + w -
L. kluyveri CBS 3082T + + + - = - - - _
N. castelli BTII K 3-I-1 + + + w - - - - -
P. membranifaciens CBS 107 + + + + + - - _
Sch. pombe CBS 356 + + + + + + 3 + -
Z. bailii CBS 1097 + + + + + + ax _
+ = starkes Wachstum/ - = kein Wachstum/ w = schwaches Wachstum

Diese Versuchsreihe zielte darauf ab, Grundlagen zur Entwicklung neuartiger Dif-
ferentialmedien zu schaffen. Es kamen die Substanzen Thymol, Eugenol, Ferula-
saure, Zimtsaure, Linalool, Clotrimazol, Ketoconazol, Miconazol, Nystatin und
Chitosan zum Einsatz. Tabelle 24 zeigt, wie sich verschiedene Thymolkonzentra-
tionen auf das Hefewachstum auswirkten. Bei einer Konzentration von 130 ppm
wurde alleinig die obergarige Kulturhefe S. cerevisiae OG W68 gehemmt. S. ce-

revisiae DSM 70451 und S. bayanus DSM 70508 zeigten bei dieser Konzentration
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schwaches Wachstum. Bei einer Thymolkonzentration von 133 ppm zeigten die
Stamme S. cerevisiae OG W 175, N. castelli BT II K 3-I-1 schwaches Wachstum;
L. kluyveri CBS 3082T wurde gehemmt. Bei 135 ppm wurden zusatzlich die drei
untergarigen Hefestamme W 34/70, 34/78 und W 66 gehemmt. Bei héheren
Konzentrationen (200, 250 ppm) ahnelt das Wirkspektrum dem von YM+CuSO,
(siehe 5.1.1), d. h. nur S. cerevisiae FH und NSFH vermdégen zu wachsen. Bei
300 ppm konnten ausschlieBlich die drei Stamme S. cerevisiae BT II K 3-C-3, 3-
B-4 und S. c. var. diastaticus wachsen. YM-Agar mit 130 ppm Thymol kdnnte
genutzt werden, um Fremdhefen in der obergdrigen Kulturhefe S. cerevisiae W
68 nachzuweisen. Dies entspricht der Definition eines Nahrmediums flir Fremd-
hefen; es wies alle bis auf einen Kulturhefestamm nach. YM-Agar mit 135 ppm
Thymol kdnnte genutzt werden, um den GroBteil der Fremdhefen, im besonderen
die S. sensu stricto Fremdhefen, die mit anderen Hefedifferentialmedien oft nicht
erfasst werden, in den Kulturhefen S. pastorianus UG W 34/70, 34/78, 66 und S.
cerevisiae OG W 68, 175 nachzuweisen.

Wie Tabelle 25 zeigt, wurde die Hemmwirkung der Azol-Antimykotika Clotrimazol,
Ketoconazol und Miconazol auf brauereirelevante Hefen untersucht. Die einge-
setzten Konzentrationen orientierten sich dabei an der minimalen Hemmstoffkon-
zentration (MHK) fir S. cerevisiae, die von SUD und FEINGOLD flr aerobe Be-
dingungen bestimmt wurden (260). YM+Ketoconazol zeigte bei den
Konzentrationen 0,39 ppm (entspricht MHK) 0,5 ppm (> MHK) keine Hemmwir-
kung auf brauereirelevante Hefen, mit den Ausnahmen B. naardenensis DSM
70743, Sch. pombe CBS 356, Z. rouxii CBS 441. Eine Clotrimazolkonzentration
von 0,5 ppm unterdriickte das Wachstum von S. pastorianus UG W 34/78 und
66. In Mehrfachbestimmungen zeigten die Stamme S. pastorianus UG W 44 und
66/70 zum einen schwaches Wachstum und zum anderen kein Wachstum. Dies
deutet darauf hin, dass die Clotrimazolkonzentration von 0,5 ppm in der Nahe
der realen MHK dieser beiden Stamme liegt. Die NSFH Kazachstania exigua ver-
halt sich wie diese beiden Stamme. Die Stamme S. cerevisiae OG W 68, 127,
148, 175, 177 und S. pastorianus DSM 6581 zeigten schwaches Wachstum. Die
Hefestamme S. cerevisiae OG W 184, S. cerevisiae CBS 1464, S. cerevisiae var.
diastaticus BTII 3-H-4, S. bayanus BTII K 1-C-3 zeigten in Mehrfachbestimmun-
gen zum einen schwaches zum anderen normales Wachstum, d. h. die MHK flr

diese Stamme liegt tber 0,5 ppm.
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Tabelle 25: Wachstum brauereirelevanter Hefen auf YM-Agar+Clotrimazol (0,5 ppm),
YM-Agar+Ketoconazol (0,39, 0,5 ppm), YM-Agar+Miconazol (0,1, 0,15 ppm) nach 7 Tagen bei 28°C
Bebriitungstemperatur (aerob)

YM-Agar + YM-Agar + YM-Agar +
Hefestamm Clotrimazol Ketoconazol Miconazol
0,5 ppm 0,39, 0,5 ppm 0,1 ppm | 0,15 ppm
S. pastorianus UG
S. pastorianus W 34/70 + + + +
S. pastorianus W 34/78 - + + +
S. pastorianus W 44 w/- + + +
S. pastorianus W 66 - + + +
S. pastorianus W 66/70 w/- + + +
S. pastorianus W 71 + + + +
S. pastorianus W 194 w/+ + + +
S. cerevisiae OG
S. cerevisiae W 68 w + = =
S. cerevisiae W 127 w + - -
S. cerevisiae W 148 w + + +
S. cerevisiae W 165 + n. a. n. a. n. a
S. cerevisiae W 175 w + - -
S. cerevisiae W 177 w + - -
S. cerevisiae W 184 w/+ n.a n. a. n.a
S. cerevisiae W 210 + + + +
S. cerevisiae W 211 + n.a n. a. n.a
S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae CBS 8803, DSM 70424 + + + +
S. cerevisiae DSM 70451 - + + +
S. cerevisiae CBS 1464 w/+ + - -
S. c. var. diastaticus BTII 3-H-4 w/+ +
S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7, n "
DSM 70487, BT II K 3-D-2
S. sensu stricto Fremdhefen

S. bayanus DSM 70411 + n. a. n. a. n. a.
S. bayanus DSM 70412T, DSM 70547 + + + w
S. bayanus DSM 70508 n. a. + + +
S. bayanus BTII K 1-C-3 w/+ + + +
S. pastorianus DSM 6580NT + + + +
S. pastorianus DSM 6581 w + - -

Nicht-Saccharomyces Fremdhefen
B. naardenensis DSM 70743 - - -
C. boidinii DSM 70026T + + + +
C. sake BTII K 1-B-3 + + + +
C. tropicalis CBS 2317 + + + +
Cryptococcus albidus CBS 155T - + - -
Debaryomyces hansenii CBS 117 + + + +
D. bruxellensis BTII K 3-C-5 + + + +
K. exigua BTII K 2-G-7 w/- + + +
L. kluyveri CBS 3082T + + + w
N. castelli BTII K 3-I-1 + + + +
W. anomalus CBS 5759T + + + +
P. membranifaciens CBS 107 + + + +
Rhodotorula glutinis DSM 70398 + + + +
Sch. pombe CBS 356 - - + +
T. delbrueckii CBS 1146T + + - -
Z. bailii CBS 1097 + + + +
Z. bisporus WYSC 285 - - + +
Z. rouxii CBS 441 - - - -

+ = starkes Wachstum/ - = kein Wachstum/ w = schwaches Wachstum
w/- = schwaches Wachstum oder kein Wachstum (in unterschiedlichen Versuchsreihen)
w/+ = schwaches Wachstum oder Wachstum (in unterschiedlichen Versuchsreihen)
n. a. = nicht analysiert
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Die Fremdhefestamme S. cerevisiae DSM 70451, B. naardenensis DSM 70743,
Cryptococcus albidus CBS 155T, Sch. pombe CBS 356, Z. bisporus WYSC 285
und Z. rouxii CBS 441 konnten auf YM-Agar+0,5 ppm Clotrimazol nicht wachsen.
YM-Agar+0,5 ppm Clotrimazol kénnte zum Nachweis von obergarigen Hefen und
der Mehrzahl der Fremdhefen in den untergarigen Kulturhefen W 34/78 und 66
genutzt werden. Es ist denkbar, dass eine leichte Erh6éhung der Hemmstoffkon-
zentration Hefestamme, die schwaches Wachstum zeigen, ebenfalls hemmen
kdnnte. Somit wiirde der GroBteil der untergarigen und obergarigen Kulturhefen
unterdrickt und der GroBteil der Fremdhefen kénnte nachgewiesen werden. Zu-
dem zeigt Tabelle 25, dass auf YM-Agar+0,1 und 0,15 ppm Miconazol das Wachs-
tum der Hefestamme S. cerevisiae OG W 68, 127, 175 und 177 unterdrickt wur-
de. Alle anderen untergarigen Kulturhefen und Fremdhefen mit den Ausnahmen
S. cerevisiae CBS 1464, S. pastorianus DSM 6581, B. naardenensis DSM 70743,
Cryptococcus albidus CBS 155T, T. delbrueckii CBS 1146T und Z. rouxii CBS 441
sind gewachsen. Auf YM-Agar+0,15 ppm Miconazol sind die Hefestamme S. bay-
anus DSM 70412T, 70547 und L. kluyveri CBS 3082T schwach gewachsen, an-
sonsten waren keine Unterschiede zu 0,1 ppm zu erkennen. YM-Agar+0,1 ppm
kdnnte zum Nachweis von untergarigen Kulturhefen und Fremdhefen in den o-
bergarigen Kulturhefen S. cerevisiae OG W 68, 127, 175 und 177 genutzt wer-
den. Auffallend war, dass alle drei untersuchten Weizenbierhefen gehemmt wur-

den.

Die Wirkspektren der Hemmstoffe Eugenol, Ferulasdure, Zimtsaure, Linalool,
Nystatin und Chitosan auf brauereirelevante Hefen sind im Detail im Anhang 8.5
in den Tabelle 54-Tabelle 57 aufgeflihrt und in Tabelle 26 sind ausgewahlte Er-
gebnisse zusammengefasst. Eugenol zeigte bei einer Konzentration von 450 ppm
keinen Einfluss auf das Hefewachstum. Bei 465 ppm wurden die drei Weizenbier-
hefen S. cerevisiae OG W 68, 127, 175 gehemmt, die untergarigen Hefestamme
und die verbleibenden obergarigen Hefestamme zeigten Wachstum. Innerhalb
der Fremdhefengruppen wurden 21 von 27 Hefestammen gehemmt. Dieses Me-
dium kdénnte sich zum Nachweis der untergarigen Kulturhefen und obergarigen
Nicht-Weizenbierhefen und einiger S-FH und NSFH in den untersuchten obergari-
gen Weizenbierhefen eignen. Eine Ferulasdurekonzentration von 600 ppm zeigte
keine Hemmwirkung auf die untersuchten Hefestamme. 1000 ppm verursachten

eine Hemmung der untergarigen und obergarigen Kulturhefen.
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Tabelle 26: Wachstum brauereirelevanter Hefen auf YM-Agar+Eugenol (450, 465 ppm),
+Ferulasaure (600 ppm, 1000 ppm), +Linalool (1000, 3000 ppm), +Nystatin (80000 units/ml)
+Chitosan (3 g/l) nach 7 Tagen bei 28°C Bebriitungstemperatur (aerob)

[ S. pastorianus | S. cerevisiae S. cerevisiae S. sensu
Hemmstoff [ppm] UG 0G FH stricto FH NS-FH
450 + + + + +
Eugenol + (1), + (3) +(2) - (16)
463 * Wi - (3) -(2) +(1)
(3*%)
600 + + + + +
Ferulaséure i _ + (1) +(2)
1000 + (5) C 3 0
+ (1) +(2)
Zimtsaure 500 W (4) * (é))' + J_'((41)) w (6)
- (2%%) " - (1)
1000 + + + + +
Linalool +(3) +(2)
naloo 3000 W (1) W g)) V_V((61)) Jf((el)) W (2)
- (3%**) - (14)
. 80000 +(1)
Nystatin [units/I] - - - - - (19)
i 3 ) +(1) +(7) ) + (1)
Chitosan [o/1] - (2) - (2) - (6)
+ = starkes Wachstum | -= kein Wachstum | w = schwaches Wachstum

(X) = Anzahl der Stamme mit entsprechendem Befund
* W 68,127,175 | ** W 66/70, 194 | *** W 34/70, 34/78, 66/70

Alle S. cerevisiae FH konnten bei dieser Konzentration wachsen, drei von vier S.
sensu stricto FH und eine von drei NS-FH wurden gehemmt. YM-Agar+1000 ppm
Ferulasaure kénnte zum Nachweis von S. cerevisiae FH und einem Teil der NS-FH
und S. sensu stricto Hefen eingesetzt werden. YM-Agar+500 ppm Zimtsadure
hemmte zwei S. pastorianus UG Stamme, vier S. sensu stricto FH und eine
NS-FH. Alle Gbrigen untersuchten Hefestémme wiesen Wachstum oder schwa-
ches Wachstum auf. Anhand dieses Nahrmediums kdnnten Kontaminationen in
den untergarigen Kulturhefen W 66/70 und 194 festgestellt werden. Bei Wachs-
tum vieler Hefestdamme (S. cerevisiae, NS-FH) auf YM-Agar+Ferulasaure und YM-
Agar+Zimtsaure wurden phenolisch riechende Substanzen - &hnlich zu YM-
Agar+Coumarsaure (siehe 5.1.2) - gebildet. Nach DALY et al. sollte es sich um
Styrol (aus Zimtsaure) und 4-Viny-Guajacol (aus Ferulasaure) handeln (53). Die-
ser Zusammenhang wurde jedoch nicht weitergehend untersucht. Auf YM-
Agar+1000 ppm Linalool wuchsen alle untersuchten Hefestamme und auf YM-
Agar+3000 ppm wurden die drei S. pastorianus UG Stamme W 34/70, 34/78 und
66/70 gehemmt. Die Ubrigen UG und alle OG wuchsen bei dieser Konzentration.
Nur einige Stamme der weiteren FH-Guppen zeigten Wachstum. YM-Agar + 3000
ppm koénnte hauptsdchlich zum Nachweis von anderen OG und UG in den UG W

34/70, 34/78 und 66/70 genutzt werden. Bei einer Nystatin-Konzentration von
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80000 units/l in YM-Agar wuchs von allen untersuchten Hefestdmmen ausschlieB-
lich C. sake BTII K 1-B-3, d. h. dieses Medium kénnte als Selektivmedium flr C.
sake oder als Ersatz von Cycloheximid (Actidion) als Hefehemmstoff eingesetzt
werden. YM-Agar+3,0 g/l Chitosan kultivierte hauptsachlich S. cerevisiae FH und
darunter vorwiegend S. cerevisiae var. diastaticus FH. Der GroBteil der anderen
Hefegruppen wurde unterdriickt. Dieses Medium kénnte als Erganzung oder Er-
satz von endvergorenem Bier zur Selektion und Anreicherung von S. cerevisiae

var. diastaticus verwendet werden.
5.1.4 CHROMagar-Candida

Unter 3.3.3 wurde beschrieben, dass CHROMagar-Candida, der normalerweise in
der Medizin zur Differenzierung von pathogenen Candida Arten eingesetzt wird,
schon mit lebensmittelrelevanten Schadhefen untersucht wurde. Wie Tabelle 27
zeigt, wurden in dieser Arbeit die Wachstumsauspragungen brauereirelevanter
bzw. getrankerelevanter Hefen auf CHROMagar-Candida untersucht. S. pastoria-
nus UG Stamme bildeten dunkelblau-violette Kolonien mit weiBem, z. T. leicht
geriffeltem Rand. Kolonien von S. cerevisiae OG, S. cerevisiae FH und S. sensu
stricto FH wuchsen hellviolett-dunkelviolett. Die Anwesenheit eines weien Kolo-
nierandes war stammabhdngig. Eine eindeutige Differenzierung zwischen den
verschiedenen Saccharomyces-Gruppen war nicht madglich. Z. bailii CBS 1097
bildete ebenfalls violette Kolonien. Die Ubrigen untersuchten NSFH konnten klar
von dem violetten Koloniebild abgegrenzt werden. Hierbei waren charakteristi-
sche Farbauspragungen der Kolonien zu erkennen. So wuchsen die Hefestamme
B. naardenensis DSM 70743, D. bruxellensis BTII K 3-C-5, N. castelli BTII K 3-I-
1, Z. bisporus WYSC 285, Z. rouxii CBS 441 in weiBen Kolonien mit unterschiedli-
chen Farbnuancen (weiB-rosa, weiBgelb , weiBbraun). Debaryomyces hansenii
CBS 117, D. bruxellensis CBS 4914, K. exigua BTII K 2-G-7, W. anomalus CBS
5759T, P. membranifaciens CBS 107 zeigten unterschiedliche Rosafarbungen. Die
Kolonien von T. delbrueckii CBS 1146T und L. kluyveri CBS 3082T waren gelb-
braun mit weiBem Rand bzw. braun mit violetten Rand und konnten von allen
anderen untersuchten Arten eindeutig differenziert werden. CHROMagar-Candida
kdnnte in der QS zum Nachweis eines GroBteiles der NSFH in untergarigen und

obergarigen Brauereikulturhefen eingesetzt werden.
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Tabelle 27: Koloniefarbung und -merkmale brauereirelevanter Hefen auf Chromagar-Candida nach

7 Tagen bei 28°C Bebritungstemperatur (aerob)

Hefestamm

Chromagar-Candida
Koloniefarbe und besondere Merkmale

S. pastorianus UG

S. pastorianus W 34/70 dunkelblau-violett, weiBer Rand, leicht geriffelt
S. pastorianus W 34/78 dunkelblau-violett, weiBer Rand, leicht geriffelt
S. pastorianus W 44 dunkelblau-violett, weiBer Rand
S. pastorianus W 66 dunkelblau-violett, weiBer Rand, leicht geriffelt
S. cerevisiae OG

S. cerevisiae W 68 violett, weiBer Rand
S. cerevisiae W148 violett ,weiBer Rand
S. cerevisiae W 175 dunkelviolett, weiBer Rand
S. cerevisiae W 211 dunkelviolett, weiBer Rand

S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae DSM 70451 dunkelviolett, weiBer Rand
S. cerevisiae CBS 8803 violett, weiBer Rand
S. cerevisiae CBS 1464 dunkelviolett, weiBer Rand
S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7 hellviolett, weiBer Rand
S. c. var. diastaticus BT II K 3-D-2 violett, weiBer Rand
S. c. var. diastaticus DSM 70487 violett, weiBer Rand

S. sensu stricto Fremdhefen

S. bayanus DSM 70411 dunkelviolett
S. bayanus DSM 70412T dunkelviolett, weiBer Rand
S. bayanus DSM 70547 dunkelviolett, weiBer Rand
S. bayanus BTII K 1-C-3 dunkelviolett
S. pastorianus DSM 6580NT violett
S. pastorianus DSM 6581 violett

Nicht-Saccharom

ces Fremdhefen

B. naardenensis DSM 70743

weiB, leicht rosa

C. sake BTII K 1-B-3

hell und dunkelrosa

Debaryomyces hansenii CBS 117

rosa, weiBer Rand, Unterseite dunkelrosa

D. bruxellensis BTII K 3-C-5

Weil3

D. bruxellensis CBS 4914

rosa, weiBer Rand

K. exigua BTII K 2-G-7

rosa-violett, weiBer Rand

L. kluyveri CBS 3082T

braun, violetter Rand, in Agar hineingewachsen

N. castelli BTII K 3-I-1

Weil3

W. anomalus CBS 5759T

dunkelrosa, weiBer Rand

P. membranifaciens CBS 107

rosa-rot, wellig, fransige Oberflache

T. delbrueckii CBS 1146T

gelb-braun, weiBer Rand

Z. bailii CBS 1097 Violett
Z. bisporus WYSC 285 weiB-braun,
Z. rouxii CBS 441 weiB-gelb
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5.2 Optimierung von Sequenzierungsverfahren
5.2.1 D1/D2 Domane der 26S rDNA

In 3.3.4 wurde dargestellt, dass die Sequenzanalyse der D1/D2 Doméane der
26S-rDNA als etablierte Methode bzw. als Referenzmethode zur Hefeidentifizie-
rung auf Artebene anzusehen ist. Wie Abbildung 14 zeigt, wurden in dieser Arbeit
zwei Temperaturprotokolle zur Amplifikation der D1/D2-26S rDNA angewendet.
Das Originalprotokoll (26S-A) und das zeitlich optimierte Protokoll (26S-B) erziel-
ten mit den verwendeten DNA-Isolaten der Hefestamme Pichia guilliermondii CBS
2030T, WYSC G 925, WYSC G 543 PCR-Amplifikate mit identischen Langen. Das
Temperaturprotokoll 26S-B erzeugte geringfligig intensivere und diffusere Ban-
den als 26S-A. Die Sequenzierung der sechs PCR-Amplifikate mit nachfolgender
Sequenzanalyse lieferte identische DNA-Sequenzen und konnten eindeutig der
Art Pichia guilliermondii zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt).

400 bp —p
500 bp —»
600 bp —»
700 bp —»

Abbildung 14: PCR-Amplifikate der D1/D2 26S-rDNA der Hefestamme Pichia guilliermon-
dii CBS 2030T, WYSC G 925 und WYSC G 543 nach den Temperaturprotokollen 26S-A
(Ursprungsprotokoll) und 26S-B (optimiertes Protokoll)

Neben den Hefestammen aus Abbildung 14 wurden weitere Praxisisolate mittels
D1/D2-26S-rDNA Sequenzierung identifiziert, nachdem die PCR mit dem 26S-B
Temperaturprotokoll durchgefiihrt wurde. Die so identifizierten Hefeisolate sind
im Anhang unter 8.3 in Tabelle 52 aufgeflihrt und unter der Rubrik Identifizie-
rungsart mit 26S-SEQ beschrieben. In Abbildung 15 sind die Gesamtdauer und
die Dauer der Einzelschritte (Start-Denaturierung, Denaturierung, Annealing, E-
longation und End-Elongation) der PCR-Protokolle 26S-A und 26S-B dargestelit.
Bei 26-B wurden in den Schritten Denaturierung, Annealing und Elongation die
Zeiten halbiert. Die Schritte Start-Denaturierung und End-Elongation anderten
sich nicht. Die Gesamtreaktionszeit wurde von 11600 sec (26S-A) auf 6150 sec
(26S-B) reduziert. Aufheiz- und AbkUlhlzeiten wurden nicht bericksichtigt, da
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diese abhangig vom eingesetzten Thermocycler sind und dem entsprechend zu

beiden Gesamtzeiten hinzu addiert werden mussen.

B Start-Denaturierung @ Denaturierung @ Annealing
D Elongation O End-Elongation
265-A
0 1800 3600 5400 7200 9000 10800
t [sec]

Abbildung 15: Dauer der PCR-Einzelschritte Start-Denaturierung, Denaturierung, Annea-
ling, Elongation und End-Elongation der PCR-Temperaturprotokolle 26S-A und 26S-B

Die Zeitdifferenz von 5450 sec bleibt unabhangig vom Model des Thermocyclers
bestehen, wenn beide Temperaturprotokolle auf einem identischen Thermocycler

verglichen werden.
5.2.2 ITS1-5,8s-ITS2 Region der rDNA

Einige Hefearten, die mit 26S-rDNA Sequenzanalyse nicht von einander differen-
ziert werden kdénnen, lassen sich mit ITS1-5,8s-ITS2 rDNA Sequenzanalyse un-
terscheiden (siehe 3.3.4). Abbildung 16 zeigt jeweils PCR-Amplifikate dreier He-
feisolate mit den Temperaturprotokollen ITS-A und ITS-B (siehe 4.8.1)

ITS-A
500 bp —» : ‘
800 bp —» Y
1000 bp—»

R R AN

BTIIK BTI BTII K BTI
1-H-7 1-B /70 1-H-7 1-B

Abbildung 16: PCR-Amplifikate der ITS1-5,8S-ITS2-rDNA der Hefestamme S. pastorianus
UG W 34/70, S. cerevisiae var. diastaticus BTII K 1-H-7, 1-B-8 nach den Temperaturpro-
tokollen ITS-A (Ursprungsprotokoll) und ITS-B (optimiertes Protokoll)
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Die PCR-Amplifikate der Hefeisolate S. pastorianus UG W 34/70, S. cerevisiae
var. diastaticus BTII K 1-H-7 und K 1-B-8, die mit dem ITS-B Temperaturproto-
koll erstellt wurden, lieferten definierte Banden. Die Banden zeigten zudem eine
starkere Intensitat als die Banden, die durch das ITS-A Temperaturprotokoll
amplifiziert wurden, was auf eine hohere PCR-Produkt Konzentration hindeutet.
Die Sequenzanalyse aller sechs PCR-Amplifikate lieferte identische Ergebnisse
und konnten eindeutig der Sequenz von S. cerevisiae zugeordnet werden (Daten
nicht gezeigt). BRANDL kam zu den gleichen Ergebnissen, als er obergarige
S. cerevisiae und untergdrige S. pastorianus UG Brauereikulturhefestamme auf
der ITS1-5,8S-ITS2 Sequenz untersuchte (36). Die Sequenz entsprach ebenfalls
S. cerevisiae und konnte wie in dieser Arbeit eindeutig von der Sequenz der S.
bayanus und S. pastorianus Typstamme unterschieden werden. Diese Methode
eignet sich demzufolge nicht dazu, Einzelkolonien von S. cerevisiae OG, S. pasto-
rianus UG und S. cerevisiae FH (wie z. B. S. cerevisiae var. diastaticus) zu diffe-
renzieren. Tabelle 58 (siehe Anhang 8.6) zeigt die Sequenzpolymorphismen der
ITS1- und ITS2-rDNA der S. sensu stricto Arten. Diese verdeutlicht, dass eine
Differenzierung auf diesen DNA-Regionen maoglich ist, diese jedoch zum Teil auf
nur wenigen Basenpaaren Unterschied beruht. Deswegen wurden in dieser Arbeit
zur eindeutigen Unterscheidung der S. sensu stricto Arten die IGS-rDNA Regio-
nen genutzt. Der Fokus lag auf der Sequenzierung der IGS2-rDNA (siehe 5.2.4).
Abbildung 17 zeigt die Gesamtdauer und die Dauer der Einzelschritte der beiden
Temperaturprotokolle ITS-A und ITS-B.

m Start-Denaturierung @ Denaturierung @ Annealing
O Elongation O End-Elongation
0 1800 3600 5400 7200 9000 10800
t [sec]

Abbildung 17: Dauer der PCR-Einzelschritte Start-Denaturierung, Denaturierung, Annea-
ling, Elongation und End-Elongation der PCR-Temperaturprotokolle ITS-A und ITS-B
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Die Gesamtreaktionszeit wurde von 11600 sec (ITS-A) auf 6150 sec (ITS-B) re-
duziert. Analog zu 5.2.1 wurden die Aufheiz- und Abkuhlphasen nicht berlicksich-
tigt.

5.2.3 IGS1 Region der rDNA

S. sensu stricto Hefearten, die auf der 26S- und ITS1-5,8S-ITS2-rDNA nur weni-
ge Polymorphismen aufweisen, unterscheiden sich auf der IGS1- und IGS2-rDNA
Region durch ausgepragte Sequenzpolymorphismen. Die IGS-rDNA Regionen
kdnnen auch Sequenzpolymorphismen auf Stammebene aufweisen (siehe 3.1).
Die PCR-Produkte der Hefestamme S. pastorianus UG W 34/70, S. pastorianus
DSM 6580T, S. bayanus DSM 70411, BTII K 1-C-3 wurden im Agarosegel aufge-
trennt (siehe Abbildung 17). Zur Amplifikation diente das Temperaturprotokoll
IGS (siehe 4.8.1).

500 bp —»

1000 bp —»

1340 bp —»

2027 bp—»
2322 bp—>

Abbildung 18: PCR-Amplifikate der IGS1-rDNA der Hefestamme S. pastorianus UG W
34/70, S. pastorianus DSM 6580T, S. bayanus DSM 70411, BTII K 1-C-3 nach dem Tem-
peraturprotokoll IGS

Es ist ersichtlich, dass die PCR-Amplifikate etwa eine Lange von 1340 Basenpaa-
ren aufweisen. S. pastorianus UG W34/70 bildete vor S. bayanus DSM 70411,
BTII K 1-C-3 und S. pastorianus DSM 6580T das langste PCR-Produkt. Nach
GANLEY et al. entspricht die Lange der IGS1-rDNA Region der Hefestamme
S. cerevisiae BY 21391 1339 bp, S. bayanus BY 4498 1312bp und S. pastorianus
BY 4497 1289 bp (95). Abbildung 18 ist zu entnehmen, dass die PCR Produkte
von S. pastorianus UG W34/70 und von S. pastorianus DSM 6580T sich in ihrer
Lange eindeutig unterscheiden. Dies wei3t darauf hin, dass der Hefestamm S.
pastorianus UG W34/70 auf der IGS1-rDNA ebenfalls den von BRANDL beschrie-
benen Hybridcharakter der ITS1-5,8S-ITS2 rDNA aufweist und der Uberwiegende
Teil der IGS1-rDNA Kopien vom S. cerevisiae-Anteil stammt (36). Die IGS1-rDNA
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Region wurde in dieser Arbeit nicht weitergehend untersucht, da die IGS2-rDNA
in einem Vergleich der verfugbaren Sequenzen der S. sensu stricto Arten mehr
Polymorphismen und teilweise gréoBere Langenunterschiede aufwies (Daten nicht
gezeigt). Somit lag der Fokus bei der S. sensu stricto Differenzierung und der

Differenzierung industriell genutzter Hefen auf Stammebene auf der IGS2-rDNA.
5.2.4 I1GS2 Region der rDNA

Wie unter 5.2.3 beschrieben, sind die interspezifischen Sequenzpolymorphismen
der IGS2-rDNA der S. sensu stricto Arten sehr ausgepragt und kénnen auch auf
Stammebene auftreten. Im Vorfeld wurden die verfligbaren IGS2 rDNA Sequen-
zen (GenBank accession nos. DQ130071-DQ130103) der S. sensu stricto Arten
nach GANLEY et al. in einem Sequenz-Alignment (CLUSTALW-Alignment Funkti-
on) verglichen. Hieraus resultierte, dass eine Differenzierung der S. sensu stricto
Arten anhand der IGS2-rDNA eindeutig méglich ist. Die Sequenzen der S. sensu
stricto Arten unterschieden sich sowohl in der Basenabfolge als auch in ihrer
Lange (Daten nicht gezeigt). Allerdings beinhalteten die verfligbaren Sequenzen
keine S. pastorianus UG Hefestamme, die deswegen sequenziert und daraufhin
im Alignment verglichen wurden (Teilabschnitt der IGS2 rDNA, siehe Abbildung
21). Die Sequenzen der unterschiedlichen S. cerevisiae Stamme (DQ130089-
DQ130093; DQ 130103) wiesen mit der Ausnahme des Stammes S. cerevisiae
BY21391 (entspricht S. cerevisiae CBS 1171NT flur OG) keine oder nur wenige
intraspezifische Polymorphismen auf (Daten nicht gezeigt). Die aufgefiihrten Zu-
sammenhange wurden spater genutzt, um spezifische Real-Time PCR Systeme
fir S. sensu stricto Arten (siehe 5.3.1.3) zu etablieren und um die intraspezifi-
schen Sequenzpolymorphismen innerhalb der Brauereikulturhefen S. cerevisiae
OG und S. pastorianus UG naher zu untersuchen (siehe Abbildung 21, Abbildung
22 und 5.4.2). Die PCR-Amplifikate der IGS2-rDNA der Hefestamme S. pastoria-
nus UG W34/70, 44, 66, S. cerevisiae OG W 68, 175, 148, 184 und S. pastoria-
nus DSM 6580NT und S. bayanus DSM 70411 sind in Abbildung 19 dargestellt.
Die Banden der OG und UG Hefestamme lieferten Banden mit variierenden Lan-
gen, die um den Wert 1460 bp angesiedelt waren. Die Sequenzlange von 1460
bp wurde von GANLEY et al. flir S. cerevisiae BY21391 (CBS 1171NT fiur OG) an-
gegeben (95). Die PCR-Produkte von S. pastorianus DSM 6580NT und S. baya-
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nus DSM 70411 waren eindeutig kirzer und konnten klar von den Brauereikul-

turhefen differenziert werden.

500 bp —p

__l_

1000 bp —»
~1460 bp — e - — o
2027 bp—»
2322 bp—P T T T T
a4 14

Abbildung 19: PCR-Amplifikate der IGS2-rDNA der Hefestamme S. pastorianus UG W
34/70, 44, 66, S. cerevisiae OG W 68, 175, 148, 184 S. pastorianus DSM 6580T, S. bay-
anus DSM 70411 nach dem Temperaturprotokoll IGS

Die Auftrennung der IGS2-rDNA im Gel lieferte eindeutigere Ergebnisse als die
der IGS1-rDNA (vgl. 5.2.3, Abbildung 18). Ein Sequenzierung der PCR-Produkte
aus Abbildung 19 - ausgehend vom 5’-Ende der IGS2-rDNA - zeigte, dass alle
untersuchten Brauereikulturhefen Sequenzhomologien zu S. cerevisiae BY21391
aufwiesen. Die Stamme S. pastorianus DSM 6580NT und S. bayanus DSM 70411
wiesen identische Sequenzen zu S. pastorianus BY4997 (GeneBank no. DQ
130087) auf. Mit den Primern Sbp-IGS2f (5'-ACGCCAAATGCTTAACCAAATC-3")
und Sbp-IGS2r (5'-TGAGGTGTGATGGGTGGATG-3"), die so designed wurden, dass
sie auf der IGS2-rDNA von S. pastorianus DSM 6580NT und S. bayanus DSM
70411 binden, sollte Uberprift werden, ob S. pastorianus UG Hefestémme auf
der IGS2-rDNA ebenfalls genetische Hybride (siehe 3.1) sind. FlUr diese Untersu-
chung wurden die Primer dem GreenMastermix (siehe 4.1.3.4) in einer Konzent-
ration von 500 nM zugesetzt und eine SYBR-Green® Real-Time PCR durchgefiihrt
(Temperaturprotokoll und Schmelzkurvenanalyse gemaB Herstellerangaben
GreenMastermix, Annealingtemperatur 60°C). Abbildung 20 ist zu entnehmen,
dass S. pastorianus UG W34/70, W 44 und S. pastorianus DSM 6580NT, S. baya-
nus DSM 70411 mit den Primer Sbp IGS2f und Sbp IGS2r PCR-Produkte bilden
mit identischen Schmelzkurven bilden. Somit wurde bewiesen, dass ein Teil der
IGS2 rDNA-tandem-repeats (siehe 3.1) von S. pastorianus UG der IGS2 rDNA
von S. bayanus/pastorianus entspricht. Der Uberwiegende Teil der tandem-
repeats muss gemaB Abbildung 19 und der Sequenzierungsergebnisse

S. cerevisiae entsprechen. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen von
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BRANDL et al. in denen der Hybridcharakter der untergarigen Brauereikulturhefe-
stamme anhand der ITS1-5,8S-ITS2 rDNA aufgezeigt wurde (36, 37). Abbildung
20 verdeutlicht zudem, dass die untersuchten ,reinen“ S. pastorianus und S.
bayanus Hefestamme wesentlich niedrigere Ct-Werte als die S. pastorianus UG
Hefestamme erzielten und somit eine gréBere Anzahl an Ziel-Kopien - bei identi-
scher Ausgangs DNA-Konzentration - besitzen.
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Abbildung 20: Ergebnis und Schmelzkurve der SYBR-Green® Real-Time PCR-Analyse der
Hefestamme S. pastorianus UG W34/70, W 44,S. pastorianus DSM 6580NT, S. bayanus
DSM 70411 mit den Primern Sbp-IGS2f und Sbp-IGS2r

Die Sequenzierung der IGS2 rDNA von Einzelkolonien vermochte S. pastorianus/
S. bayanus von S. pastorianus UG zu unterscheiden, wobei letztere - trotz ihres
Hybridcharakters - eindeutige Sequenzierungsergebnisse lieferten, die S. cerevi-
siae zuordenbar waren. Die IGS2 rDNA wurde weitergehend untersucht, ob eine
Unterscheidung von S. cerevisiae Hefen auf Stammebene mdglich ist. Hierbei lag
der Fokus auf den Brauereikulturhefen (OG, UG), wobei S. pastorianus UG Hefe-
stamme, anhand ihres S. cerevisiae-Anteiles der IGS2-rDNA verglichen wurden.
Wie Abbildung 21 zeigt, unterscheiden sich einige Brauereikulturhefestamme
eindeutig von anderen sequenzierten Stdmmen durch einzelne Sequenzvariatio-
nen. In einem Teil des Abschnittes A - entsprechend der Basenpaarpositionen
284-294 der IGS2 rDNA von S. cerevisiae BY21391 (DQ130093) - sind Se-
qguenzunterschiede zwischen den drei Gruppen UG, OG und S. cerevisiae FH zu
erkennen. Abweichend ist der Stamm S. cerevisiae BY21391 (entspricht S. cere-
visiae CBS 1171NT fur OG), dessen Sequenz derer von S. pastorianus UG
W34/70, 34/78, 44, 66 auf Abschnitt A gleicht. Die S. cerevisiae FH Stamme un-
terscheiden sich durch die Abwesenheit der Basenpaare 285-295. Die S. cerevi-

siae OG W 68, 175 unterscheiden sich durch die Abwesenheit der Basenpaare
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284 und 285. Im Abschnitt B unterscheiden sich die Basenpaare 812 und 834
dieser beiden Hefestamme von den restlichen Hefestammen. Die Weizenbierhe-
festamme W 68 und W 175 konnten anhand dieser drei Sequenzmerkmale ein-
deutig differenziert werden. Der Altbierhefestamm S. cerevisiae OG W184 unter-
schied sich von den anderen Hefestéammen durch eine zusatzliche Thyminbase
zwischen den Basenpaarpositionen 284 und 285.
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Abbildung 21: Im Alignment (CLUSTALW-Alignment Funktion) dargestellte Sequenzvaria-
tionen zweier IGS2 rDNA-Abschnitte (A, B) der sequenzierten Brauereikulturhefestamme
S. pastorianus UG W 34/70, 34/78, 44, 66, S. cerevisiae OG W 68, 175, 184 und der
GenBank Sequenzdaten der Hefestamme S. cerevisiae BY21391, 611, 2986, 963, 4848,
8233

Zusammenfassend verdeutlicht Abbildung 21, dass die Sequenzunterschiede der
IGS2 rDNA Region es ermdglichen, einzelne Gruppen bzw. einzelne Hefestamme

zu differenzieren.

Als die Sequenzierung der IGS2-rDNA - ausgehend von den Primern NTS2-1 und
NTS 2-2 (siehe 4.8.1) - des Hefestammes S. pastorianus UG W 34/70 durchge-
fuhrt wurde, brach die Sequenzierungsreaktion nach etwa 340 bp (ausgehend
vom NTS2-1 Primer/ 5S r-DNA) bzw. nach etwa 910 bp (ausgehend vom NTS2-1
Primer/ 18S-rDNA) ab. Abschnitt A aus Abbildung 22 schildert diesen Zusam-
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menhang und symbolisiert durch Vn den variablen Sequenzabschnitt, der fir den
Sequenzabbruch verantwortlich sein kdnnte. Der Sequenzabbruch bzw. nicht ein-
deutig auswertbare Sequenzprofile konnten auch bei den anderen untersuchten
Brauereikulturhefen S. pastorianus UG W 34/78, 44, 66 und S. cerevisiae OG W.
68, 175, 184 festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

@ L ~ 910 bp

tandem-repeat 1 tandem-repeat 2 tandem-repeat 3

Abbruch 4—4;SEQ _ g . - . R
e : 189 V1 V2 V3
SEQ —— & Abbruch S e Sl st
\ﬂ—) rDNA Cluster P HH P
~ 340 bp -
k. S/

e

—— — ——

> S. pastorianus UG W34/70 >

Abbildung 22: A: Abbruch der Sequenzierungsreaktionen der IGS2 rDNA von S. pastoria-
nus UG W34/70 nach etwa 340 bp (von 5S rDNA ausgehend) und nach etwa 910 bp (von
18S rDNA ausgehend); B: Hypothese, dass variable Sequenzen (Vnh=V1, V2, V3...) der

IGS2-rDNA auf den unterschiedlichen tandem-repeats unterschiedlich in Ldnge und Ba-

senabfolge ausgepragt sind und so den Abbruch der Sequenzierungsreaktion verursachen
Abschnitt B der Abbildung 22 zeigt eine Hypothese, die den Sequenzabbruch
durch variable Sequenzabschnitte (Vn) zwischen den zwei Abbruchstellen erklart.
Diese variablen Abschnitte (V1, V2, V3...) unterscheiden sich in ihrer Sequenz
und ihrer Lange auf den verschiedenen IGS2-rDNA tandem-repeats. Somit liefert
eine Sequenzierung der IGS2 rDNA eines Hefestammes, der unterschiedliche va-
riable IGS2-Sequenzabschnitte besitzt, unterschiedliche PCR-Produkte. Diese un-
terschiedlichen PCR-Produkte verursachen dann in der Sequenzierungsreaktion
ein schlecht auswertbares Sequenzprofil durch Uberlagerungen oder einen Se-
quenzabbruch. Die Hypothese aus Abbildung 22 wird anhand der Primer
IGS2-314f und 1GS2-314r (siehe 4.8.1) - die beide Abbruchstellen flankieren
und noch auf den sequenzierbaren Abschnitten liegen - in 5.4.2.1 Uberpruft. Ba-
sierend auf den geschilderten Zusammenhang wurde eine Methode entwickelt,
die auf die Differenzierung von Hefestammen der Gattungen S. cerevisiae und S.
pastorianus UG abzielt (siehe 5.4.2.1 und 5.4.2.2). Zusammenfassend bietet die
Sequenzanalyse der IGS2-rDNA vielfaltige Mdglichkeiten hinsichtlich der Diffe-
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renzierung von S. sensu stricto Arten und der Differenzierung von S. cerevisiae

und S. pastorianus UG Stammen.

Abbildung 23 zeigt die Gesamtdauer und die Dauer der Einzelschritte des Tempe-
raturprotokolles IGS im Vergleich mit den Temperaturprotokollen 26S-A, 26S-B,
ITS-A und ITS-B (siehe 5.2.1 und 5.2.2). Das Temperaturprotokoll IGS kann so-
wohl zur Amplifikation der IGS1- als auch der IGS2-rDNA eingesetzt werden
(siehe 4.8.1).

W Start-Denaturierung @Denaturierung @ Annealing
O Elongation OEnd-Elongation
| 1 | 1 |
265-A | J
265-B | [ |
ITS-A | | [ |
ITS-8 | [ |
1GS | [ ]
. ! ! ! - I
0 1800 3600 5400 7200 2000 10800
t [sec]

Abbildung 23: Dauer der PCR-Einzelschritte Start-Denaturierung, Denaturierung, Annea-

ling, Elongation und End-Elongation der PCR-Temperaturprotokolle 26S-A, 26S-B, ITS-A,

ITS-B und IGS im Vergleich

Die Gesamtreaktionszeit des IGS Temperaturprofiles betragt 9300 sec und liegt
somit zwischen den Ausgangsprotokollen und den optimierten Protokollen zur
Amplifikation der 26S und der ITS1-5,8S-ITS2-rDNA. Aufheiz- und Abklhlzeiten
wurden wie unter 5.2.1 und 5.2.2 nicht bericksichtigt, da diese abhangig vom
eingesetzten Thermocycler sind. Das IGS Temperaturprofil wurde zeitlich nicht
weitergehend optimiert, kénnte jedoch fir Amplifikation der IGS1-rDNA und
IGS2 rDNA bei gleich bleibender PCR-Produktausbeute noch verkirzt werden.
Dies wurde in dieser Arbeit nicht weitergehend verfolgt, da die Sequenzierung
der IGS-rDNA Regionen in dieser Arbeit zur ErschlieBung von Sequenzunter-
schieden der S. sensu stricto Arten und der Stamme von S. cerevisiae und
S. pastorianus UG durchgefiihrt wurde. Die IGS2-rDNA Sequenzierung kénnte
jedoch in die getrankemikrobiologische QS flr spezielle Problemstellung mit ein-
flieBen und somit Identifizierungen auf Artebene mittels 26S- und ITS1-5,8S-
ITS2-rDNA erganzen. Um einen zeitlich synchronisierten Analysenablauf zu ge-
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wahrleisten, ware eine zeitliche Anndherung des IGS-Temperaturprotokolles an

die optimierten Protokolle 26S-B und ITS-B sinnvoll.

5.2.5 Ablauf und Kostenanalyse der Identifizierung liber Sequenzierung
flr die QS in Getrankebetrieben

Die Identifizierung von getrankerelevanten Hefen wird von der QS der Getranke-
produzenten Uberwiegend als kostenintensive Auftragsanalyse vergeben oder mit
physiologischen, morphologischen Methoden (siehe 3.3.2) durchgefihrt, die
meist eine hohe Prozentzahl an falschen Identifizierungsergebnissen liefern. Die
Durchfihrung der 26S-, ITS1-5,8-ITS2- und IGS2-rDNA Sequenzanalyse und
deren Einbindung in die mikrobiologische QS von Getrankebetrieben, wie sie in
Abbildung 24 dargestellt ist, ware eine Mdglichkeit kostensparend, zeitnah und
unabhangig korrekte Identifizierungsergebnisse zu generieren.

Dauer Arbeitszeit Kosten (netto)
‘ Gewinnnung Hefeeinzelkolonie ‘ | variabel variabel 0,5¢€
| DNA-Isolierung | l 0,8h 0,2h 0,8¢
Sequenzierungs —-PCR l 1,7 h 0,1h 0,8€
(265, ITS1-5,85-1TS2, IGS) 2,6 h
PCR-Produkt Reinigung l 0,4 h 0,4 h 2,5€
(+Versand)
Auftragssequenzierung l Uber Nacht - 10€
Sequenzauswertung | l 0,1h 0,1h -
265, ITS1-5,85-1T52 3h 0,8h 14,6 €
Summe IGS 3,9h A\
Ergebnis Folgetag =20,0€ —* 34,6¢

Abbildung 24: Analysendauer, Arbeitszeit und Kosten einer Hefeidentifizierung Giber PCR
und Auftragssequenzierung fir ein getrankemikrobiologisches Labor

Abbildung 24 zeigt die Dauer, die reine Arbeitszeit (hands-on-time) und die Kos-
ten (netto) der einzelnen Arbeitschritte einer Identifizierungs-Sequenzanalyse.
Die Gesamtanalysendauer betragt fur die 26S- und ITS1-5,8S-ITS2-rDNA Se-
quenzanalyse 3h und das Ergebnis steht am nachsten Tag zur Verfligung, da Auf-
tragssequenzierungen im Regelfall Uber Nacht durchgeflihrt werden. Es wurde

mit einer Auftragssequenzierung gerechnet, da es nicht realistisch ist, dass sich
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ein QS-Labor eines Getrankebetriebs ein eigenes Sequenziergerat anschafft. Ge-
samtanalysendauer betragt flir IGS-rDNA Sequenzanalyse 3,9 h, wobei die Se-
quenzierungs-PCR noch zeitlich optimiert werden kann (siehe 5.2.4), um sie den
Zeiten der Temperaturprotokolle 26S-B und ITS-B anzunahern. Die Nettoarbeits-
zeit belduft sich flr die verschiedenen Sequenzanalysen auf 0,8 h, was in etwa
20,0 € Personalkosten entspricht, wenn ein Bruttoarbeitslohn von 25 €/h veran-
schlagt wird. Die Material- und Dienstleistungskosten belaufen sich auf 14,6 €,
wobei die Auftragssequenzierung mit etwa 10 € den Hauptanteil der Kosten ver-
ursacht. Die Gesamtkosten belaufen sich auf 34,6 € pro Identifizierung und das
Identifizierungsergebnis ist nach einem Tag verfligbar. Der Gesamtablauf einer
Identifizierung Uber Sequenzanalyse durch ein externes Labor kostet etwa
120,0-150,0 € (netto) und das Ergebnis ist friihestens nach 3 Tagen, im Regelfall
nach 4-5 Tagen verflugbar. Es ist zu berlicksichtigen, dass bei den angegebenen
Analysenzeiten von einer Identifizierung einer Einzelkolonie, bzw. einer Reinkul-
tur ausgegangen wird. Ist die Ausgangsprobe ein Hefegemisch, bzw. ein Orga-
nismengemisch, ist zusatzlich die Zeit zur Kultivierung von Reinkulturen zu be-
ricksichtigen (siehe 4.10.1).

5.3 Real-Time PCR

5.3.1 Primer-, Sondendesign und Evaluierung der entwickelten Real-Time
PCR-Systeme

5.3.1.1 Screening-System fir getrédnkerelevante Hefen (SGH)

Die D1/D2 26S-rDNA-Sequenzanalyse ist ein etabliertes Werkzeug zur Identifizie-
rung von Hefen (siehe 3.1), wobei von der Uberwiegenden Anzahl der bekannten
Hefearten diese Sequenzen zur Verfigung stehen (151). Die 26S rRNA-Gene ge-
trankerelevanter Hefen wurden genutzt, um darauf befindliche Sequenzabschnit-
te zu identifizieren, die bei unterschiedlichen getrankerelevanten Hefearten iden-
tisch sind oder sich nur in einzelnen Nukleotiden unterscheiden. Diese Abschnitte
mussten dahingehend Uberprift werden, dass Primer und eine Fluoreszenzsonde
eines Real-Time PCR Systemes darauf etabliert werden konnten. In Abbildung 25
sind die Sequenzabschnitte dargestellt, anhand derer die Primer SGH-f, SGH-r
und die Sonde SGHp designed wurden (siehe 4.8.2, Tabelle 13). Es ist ersichtlich,
dass diese Abschnitte vereinzelt Nukleotide enthalten, die nicht bei allen analy-
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sierten Hefearten identisch sind. Um diese Fehlnukleotide (mismatches) zu kom-
pensieren, wurden Primer und Sonden mit degenerierten Nukleotiden (wobbles)
untersucht, welche an mehrere unterschiedliche Nukleotide gleichermaBen bin-

den kdénnen.

|58 | | 26s]
- ——
R [ _ M
L] L |
(@
| 1ms1| | 1ms2 | | 1651 | | 1652 |
200 210 f 22 230 240 250

S.cerevisize_U44806.5EQ TCGAAGAGCGAGTTGTTTGGGAAMTGCAGETCTAAGT GGGTGGTAAATTCCATCTAAAGC 257
S.pastorianus_UG_3470.s5eq TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGS 221
B.custersianus_CBS4805.5eq BlccallcacYcGAGTTETTTGGGATGCAGETCTAAGTGGGTGGTAATTCCATCTAMRGE 249
Cry.humicola_AF189836.5eq TeflaklcaGCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCRAARITGGGTGETAAATTCCATCTAAAGS 275
Cry.lsurentii_AF07546%.58q BlGAGYCGAGTTETTTGGGAATGCAGET Clala Al GGGTGGTEE@TTCCATCTAA&GC 275
Cry.albidus_AFO75474.5eq TCllaGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCAAKTGGGTGETRIAATTCCATCTAAAGS 276
D.brusellensis_U45738.5eq FcGaAGAGYCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCTAAGT GGGTGGTAIIATTCCATCTAARIGE 247
Huuvarum_CBS287.5eq TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCHAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGS 261
Lkluyweri_CBS2861.5¢q TCGAEGAGYCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCTAAGT GGGTGGTAAATTCCATCTAAAGC 288
M.unata_U45733.5eq T<EAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAMTGCAGETCTAAE - CIGGTGGTAAATTCCATCTAAAGS 236
P.angusts_U7SS524.5eq TCGAAGAGYCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCHAAGT GGGTGGTAAATTCCATCTAAAGS 257
P.anomala_U74592.s5eq TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGS 257
P.cactophila_U75721.5eq ETlcalcAGCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAARIGE 252
Schpombe_U40085.5eq TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCTAARTGGGTGGTAAATTIICATCTAAAGS 265
2.bailii_U72161,5EQ TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGETCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGS 257

260 270 zs0 P 290 300 310
TAABTATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTATGGAAAGATGARARGARACTT 317
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTIEATGGAAAGATGAAAAGAACTT 281
TaaATABTEdCGAGAGACCGATAGCRAACAAGTACAGTIATGGAAAGATGAAAAGAACTT 309
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACK]GTHA GAAAGATGAAAAGEIACTT 335

S.cerevisiae_U44306.5EQ
S.pastorianus_UG_3470.seq
B.custersianus_CBS4805.5eq
Cry.humicola_AF189836,.5eq
CryJaurentii_AF075469.5eq
Cry.albidus_AF075474.5eq
D.brusellensis_U45738.5eq
H.uuwvarum_CBS287.5eq
Lkluyveri_CBS2861.seq
M.lunata_LI45733.5eq
P.angusta_LU75524.5eq
P.anomala_LU74592 zeq
P.cactophila_U75731.5eq
Sch.pombe_U40085.5eq
2.bailii_U72161,5EQ

TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACKIGTIGARIGGAAAGATGAAAAGCIACTT 335
TAAATATTGYCCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACEIGTIGAGIGGAAAGATGAAAAGLIACTT 336
TAAATATTECGAGAGACCGATAGCRIAACAAGTACAGTISATGGAAAGATGAAAAGAACTT 3207
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTIGATGGAAAGATGAAAAGAACTT 221
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTIBATGGAAAGATGAAAAGAACTT 248
TAALTAEIT GYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTIEATGGAAAGATGAAAAGEACTT 298
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTOTHARIGGAAAGATGAAAAGAACTT 317
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTIGATGGAAAGATGAAAAGAACTT 217
TaaaTAElTGJCcGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTIGTIEARIGGAAAGATGAAAAGERCTT 313
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTAGIAGT) GAAAGATGAAAAGAACTT 325
TAAATATTGYCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTIGATGGAAAGATGAAAAGAACTT 217

T T T T T T

320 330 340 I 3so0 360 3?0
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTIACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGEGCATTTGATCAGACAT 377
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTIACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGEGCATTTGATCAGACAT 341
TGAAAAGAGAGTGAARATIAGRACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGEGTIAT GATCEGAC 269
TG AF\AGAGAGTEIAAﬂ AGYACCGTGAAATTGTTGAAAGGGAAR AAGTCAG 393

S.cerevisiae_UI44806,5EQ
S.pastorianus_UG_3470.s5eq
B.custersianus_CBS4805.5eq
Cry.humicola_AF189836.5eq
Cry.laurentii_AF075469.5eq
Cry.albidus_AF075474.seq

TGGAAAGAGAGTTIAAALCIAGIACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAR AAGTCAG 3393

TEHAAAGAGAGTAAACIAGRACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAR AAGTCAG 394

D.brusellensis_U45738.5eq TGEAAAGAGAGTGAAA sifaTTTeaTCcHGsACAT 367
H.uvarum_CBS287.5eq GCATTTGATCAGACAT 381
Lkluyveri_CBS2861.58q GCATTTGATCAGACAT 408
M.lunata_UU45732.5eq ccrE=le aldcEs 350
P.angusta_UTS524.5eq GATTTGATCAGAC 377
P.anomala_LU74592.5eq GCATTH CAGAC 377
P.cactophila_U75731.5eq TGAAAAGAGAGTGAAAEI | cBleacaT 373
Sch.pombe_U40085.5eq TGAAAAGAGAGTAAAMAGYACGTGAAATTGEITGAAAGGGAAG AT cacltc 385
2.b TGAAAAGAGAGTGAAAAAGYACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGRGCATTTGATCAGACAT 377

Abbildung 25: Lage des Real-Time PCR-Screening Systemes flir getrankerelevante Hefen
(SGH) auf dem Abschnitt der D1/D2 Domadne der 26S-rDNA (A) mit der Lage des Vor-
wartsprimers (f) , des Riickwartsprimer (r) und der Sonde (p)

Die Fehlnukleotide und die daraufhin verwendeten degenerierten Nukleotide der
Oligonukleotide SGH-f, SGH-r und SGHp sind in Tabelle 28 mit der entsprechen-
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den Vergleichsposition der Sequenz S. cerevisiae, GenBank accession no. U44806
- ausgehend vom 5’-Ende - aufgefihrt. Daraus geht hervor, dass die Sonde
SGHp mit den drei degenerierten Nukleotiden R, S, und H ausgestattet wurde,
um die DNA der Arten B. custersianus, D. bruxellensis, Sch. pombe und der Gat-
tungen Pichia, Cryptococcus und Wickerhamomyces - ohne PCR-Effizienz-
Verlust - amplifizieren zu kénnen. Die Fehlnukleotide der Primer wurden nicht
durch degenerierte Nukleotide ausgeglichen, da diese Fehlnukleotide keine Aus-
wirkung auf die Primerbindung hatten und somit keine reduzierte PCR-Effizienz
des PCR Systems daraus resultierte. Dies wurde in Versuchen bestatigt, die die
PCR-Effizienzen der Ausgangsprimer und der degenerierten Primer verglichen
(Daten nicht gezeigt).

Tabelle 28: Fehlnukleotide (mismatches) und verwendete degenerierte Nukleotide der Oligonukleo-
tide des Real-Time PCR-Screening Systemes flir getréankerelevante Hefen (SGH)

S. cerevisiae U44806

Mismatch verwendetes
Oligonukleotid Position Nukleotid Hefeart degeneriertes
(Fehlnukleotid) Nukleotid
- B. custersianus
Sg:;r()forward 221 A T _
P M. lunata

B. custersianus
283 G A R=AG
D. bruxellensis

SGHp (probe) 292 C Sch. pombe G S=C,G
Cry. spp. C
293 A H=AT,C
P. spp., W. spp. T
SGH-r (reverse 349 A S. pombe G )
primer) 360 C Cry. spp. T -

In Tabelle 53 unter Anhang 8.4 sind die Hefestamme, unter 4.2.2 die Bakterien-
stamme und unter 4.2.3 die Schimmelpilzstamme aufgeflihrt, die zur Evaluierung
des Screening Systemes flr getrankerelevante Hefen herangezogen wurden. Die
Ergebnisse der Evaluierung sind in Tabelle 29 aufgelistet. Die Untersuchung aller
49 untersuchten Hefestadmme lieferte ein positives Ergebnis und somit eine Sen-
sitivitat von 100%. Schimmelpilze und Bakterien lieferten in der Summe 17 von
24 richtige Ergebnisse und 7 von 24 falsche Ergebnisse, was einer Spezifitat von

70,8 % entspricht. Mit dem untersuchten Stammset von 73 Mikroorganis-
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menstammen wurde eine relative Richtigkeit des Screening Systemes von

90,4 % ermittelt.

Tabelle 29: Evaluierung des Real-Time PCR Screening Systemes fiir getrankerelevante Hefen (SGH)

Anzahl Hefestdmme Summe Anzahl Bakte- Anzahl Bakterien Anzahl Schim-
rien + Schimmelpilze melpilze
49 24 12 12
erwartetes Ergebnis positiv negativ negativ negativ
Richtiges Ergebnis 49 17 12 5
Falsches Ergebnis 0 7 0 7
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat (Gesamt) Spezifitdat (Bakte- Spezifitat
rien) (Schimmelpilze)
90,4 % 100 % 70,8 % 100 % 41,7 %

Zusatzlich zeigt Tabelle 29 die Evaluierungsergebnisse flr die Bakterien- und
Schimmelpilzgruppe. Daraus geht hervor, dass nur Schimmelpilze Kreuzreaktio-
nen, d. h. falsch positive Ergebnisse liefern und somit die Spezifitat fir Schim-
melpilze bei 41,7 % liegt. Bakterien hingegen wurden von dem Screening Sys-
tem nicht erfasst und somit liegt die Spezifitat fir Bakterien bei 100 %. Die
einzelnen qualitativen Real-Time PCR Ergebnisse aller untersuchten Mikroorga-

nismenstdmme sind im Anhang in Tabelle 59 aufgelistet.
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Abbildung 26: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Screening Systemes fur

getrankerelevante Hefen

Abbildung 26 stellt die Ermittlung der PCR-Effizienz des SGH dar, die 87,9 % be-
trug. Die PCR-Effizienz wurde mit der Ziel-DNA des Hefestammes S. pastorianus

UG W34/70 ermittelt. Die relativ niedrige PCR-Effizienz resultiert daraus, dass bei
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einer limitierten Auswahl an universellen DNA-Sequenzen diejenigen genutzt
werden mussten, die ein Primer- und Sondendesign zulieBen. Die Diskrepanz
zwischen Spezifitdt und mdglichst hoher PCR-Effizienz taucht auch bei weiteren
Real-Time PCR Evaluierungen in spateren Kapiteln wiederholt auf. Die Nachweis-
grenze wurde ebenfalls mit Ziel-DNA des Hefestammes S. pastorianus UG
W34/70 ermittelt und ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Screening Systemes flr
getrankerelevante Hefen

Fir das Real-Time PCR Screening Systemes fir getrankerelevante Hefen wurde
eine Nachweisgrenze von 1,9 x 10% Zellen/ml| ermittelt. 1,9 x 10* Zellen/ml| wur-
den nicht detektiert.

5.3.1.2 Identifizierungssysteme fir Nicht-S. Hefen

Die ITS1-5,8S-ITS2 rDNA-Region verfligt Uber interspezifische Polymorphismen
(siehe 3.1), die genutzt wurden, um Identifizierungssysteme fur Nicht-S. Fremd-

hefearten zu etablieren.
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Abbildung 28: Lage der Real-Time PCR Identifizierungssysteme flir Nicht-Saccharomyces
Arten auf der ITS-5,8S-ITS2-rDNA (A) und auf der IGS1-rDNA (B)

Hierbei wurden bei der Auswahl der Oligonukleotide flir die artspezifische Real-
Time PCR Identifizierungssysteme die Zusammenhdnge ausgenutzt, dass die
5,85-rDNA hoch konservierte Abschnitte besitzt, die sich interspezifisch wenig
oder nicht unterschieden, und dass die ITS1-, ITS2-Regionen interspezifische
Polymorphismen aufweisen. Wie Abbildung 28 A zeigt, wurde die Real-Time PCR
Fluoreszenzsonde Y58 auf dem 5,8S-rRNA-Gen etabliert und fir verschiedene
Identifizierungssysteme genutzt. Die Sonde gibt den verschiedenen Identifizie-
rungssystemen keine Spezifitat, diese bewerkstelligen die Primer. Der Grund fur
diese Designwahl ist, dass Fluoreszenzsonden - die neben der Polymerase den
groBten Kostenanteil eines PCR-Mixes ausmachen - eingespart werden kdénnen.
Zudem kdnnen verschiedene Identifizierungssysteme als Duplex- oder Multiplex-
systeme mit einer Sonde kombiniert werden. Fur die Hefearten K. unispora und
K. servazzii - friher S. sensu lato — mussten jedoch Sonden und Primer spezi-
fisch auf der IGS1-rDNA gewahlt werden (siehe Abbildung 28 B), da die wenig
ausgepragten interspezifischen Sequenzunterschiede der ITS1-5,8S-ITS2 rDNA-
Region zu den S.-Arten keine eindeutige Differenzierung zulieBen.
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Tabelle 30: Zielregionen, PCR-Effizienzen, relative Richtigkeiten, Nacheisgrenzen der artspezifischen
Real-Time PCR-Identifizierungssysteme fir Nicht-S. Hefen

Spezifitit Szztne::- Zielregion PCR-[Eof/foi]zienz rela't(iev; II:?::'/ﬁ?tig- Na[czl';\;\ll::‘s/g:;;ze
B. custersianus Bcu ITS1-5,85-ITS2 76,2 100 1,5x 10*
B. naardenensis Bna ITS1-5,8S-ITS2 78,5 100 8,4 x 102
C. intermedia Cin ITS1-5,85-ITS2 93,7 100 7,8 x 10?
C. parapsilosis Cpa ITS1-5,8S-ITS2 85,6 100 1,2x 103
C. sake Csa ITS1-5,85-ITS2 91,2 100 1,4 x 10?
f:rﬁ’if’yomyces han- Dha ITS1-5,85-1TS2 76,6 100 2,9x10°
H. uvarum Huv ITS1-5,85-ITS2 90,7 100 6,8 x 102
I. orientalis Tor ITS1-5,8S-ITS2 88,6 100 6,5 x 102
K. servazzii Kse IGS1 99,7 100 8,3 x 10?
K. unispora Kun IGS1 99,3 100 1,9 x 103
Kregervanrija delf- Kde  |ITS1-5,85-ITS2 94,9 100 8,1 x 102
L. kluyveri Lkl ITS1-5,8S-1TS2 87,9 100 1,1 x 102
N. dairenensis Ndai ITS1-5,85-ITS2 91,3 100 7,8 x 10!
P. fermentans Pfe ITS1-5,8S-ITS2 81,3 100 5,1 x 10*
P. guilliermondii Pgu ITS1-5,85-ITS2 94,9 100 2,0 x 103
T. delbrueckii Tde ITS1-5,8S-ITS2 94,5 100 1,3 x 103
Z. bailii Zba ITS1-5,8S-1TS2 87,6 100 1,4 x 103
Z. rouxii Zro ITS1-5,85-ITS2 78,9 100 2,2 x 103

In Tabelle 30 sind die Zielregionen und die Evaluierungsergebnisse fur die einzel-
nen artspezifischen Real-Time PCR Identifizierungssysteme aufgelistet. Die Ein-
zelevaluierungsergebnisse und deren Generierung sowie das Primerdesign der
einzelnen Real-Time PCR-Identifizierungssysteme sind im Anhang unter 8.8 in
alphabetischer Reihenfolge im Detail dargestellt. Exemplarisch sind die Evaluie-
rungsergebnisse und das Primer- und Sondendesign im Folgenden flr die Hefeart
Torulaspora delbrueckii aufgefihrt.
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T T T T T
240 250 § 260 f 270 28
S.cerevisias_CBS1171T.5EQ TTTC-ATATCTTTGCAACTTTTITCTTTGGGCAT- TCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGT - AR 282
S.pastorianus_UG3470.56Q TTTC- ATATCTTTGCAACTTITTTCTT cacaceTaa 293
T.delbrueckii_CBS1146.5EQ TTTCEAEAmm@TTTG-A-TC-Gm CAGAGGT- Bl 223
T T T T T T
230 300 310 320 330 240
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ CAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAAC 342
S.pastorianus_UG3470.SEQ CAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAAC 358
T.delbrueckii_CBS1146.5EQ canAcCAcCAAACAARTTTETIraTTHATTADMEACCAleTCAAAAEICAAE - ITTTCoTAE 276
350 360 370 380 P 30 400
—— —————————————————
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ TGGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAARAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG 402
S.pastorianus_UG3470,5EQ TGGAAATTTTAAMAEITATTAAAAACTTTCAAGAACGGEATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 417
T.delbrueckii_CBS1146,.5EQ EleaaaTTEJaAaAaATATTHAAAACTTTCAARAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT|S 232
T T T T T
I 410 420 430 440 450 460
S.ceravisiaa_CBS1171T.SEQ AAGAACGCAGCGARATGCGATACGTAATGTGARTTGCAGAATTCCATGARTCATCGAATE 462
S.pastorianus_UG3470.SEQ ATACGTAATGTGAATTGOCAGAATTCCGTGAATCATCGAATC 477
T.delbrueckii_CBS1146.SEQ AAGAACGCAGCGAAATGCEATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATC 392

Abbildung 29: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes fiir
T. delbrueckii

Abbildung 29 zeigt die Lage der Primer und der Fluoreszenzsonde auf der ITS1-
5,8S-ITS2 rDNA-Region. Wie oben beschrieben ist ersichtlich, dass die Sonde
(p=probe) auf einem konservierten Bereich lokalisiert ist und sich die Sequenz
interspezifisch in dem dargestellten Fall zwischen Torulaspora delbrueckii und S.
cerevisiae, S. pastorianus nicht unterscheidet. Der Rickwartsprimer ist in diesem
Fall hinsichtlich der drei gezeigten Arten ebenfalls unspezifisch. Bei den weiteren
Real-Time PCR Systemen aus Tabelle 30 kamen z. T. auch Rickwartsprimer zum
Einsatz, die dem PCR-System zusatzliche Spezifitat geben (siehe Anhang 8.8).
Abbildung 29 zeigt deutlich die Sequenzunterschiede zwischen Torulaspora delb-
rueckii und S. cerevisiae, S. pastorianus, die im Sequenzabschnitt der Vor-
wartsprimerbindungsstelle liegen und somit die Spezifitat fir T. delbrueckii be-

werkstelligen.
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Abbildung 30: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far T. delbrueckii

Abbildung 30 stellt die Ermittlung der PCR-Effizienz (siehe 3.3.5) dar. Wie unter
4.8.3 beschrieben wurde eine dekadische Verdlinnungsreihe des Torulaspora
delbrueckii CBS 1146T DNA-Isolates in Triplikaten gemessen um aus der Gera-
densteigung (slope) die PCR-Effizienz zu ermitteln, die fir das Tde PCR-System
94,5 % betragt.
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Abbildung 31: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-

mes flr T. delbrueckii

Wie Abbildung 31 zeigt, konnte das PCR-System Tde 1,3 x 10° Hefezellen sicher

nachweisen. 1,3 x 10? Zellen lieferten ein negatives Ergebnis. Tabelle 31 zeigt die

Ergebnisse der Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitdat und der Relativen Rich-

tigkeit (siehe 4.8.3) des PCR-Systemes Tde. Es wurden 6 T. delbrueckii Stamme
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und 48 Nicht-T. delbrueckii Stamme untersucht. Die 6 T. delbrueckii Stamme
lieferten ein positives PCR-Ergebnis, die 48 Nicht- T. delbrueckii Stamme ein ne-
gatives PCR-Ergebnis.

Tabelle 31: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fiir T. delbrueckii

Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestamme
(T. delbrueckii) (Nicht-T. delbrueckii)
6 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 6 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%

Somit resultieren eine Sensitivitat von 100%, eine Spezifitdt von 100% und eine

Relative Richtigkeit (in die beide vorherigen Parameter einflieBen) von 100%.
5.3.1.3 Identifizierungssysteme fir S. sensu stricto Hefen

Wie bereits unter 5.2.2 dargestellt wurde, sind die Sequenzunterschiede der Ar-
ten des S. sensu stricto Komplexes auf der ITS1-5,85-ITS2 rDNA wenig ausge-
pragt. Deswegen wurde zur Etablierung von Identifizierungssystemen der S. sen-
su stricto Arten die IGS2-rDNA genutzt (Abbildung 32 A).

18s 5,8s 26s 5g 18g

........ _ u - —
L] I
(®)

1GS2 ITs1 ITS52 IGS1 1GS2

Abbildung 32: Lage der Real-Time PCR Identifizierungssysteme Systeme flir Saccharomy-
ces sensu stricto Arten auf der IGS2-rDNA (A)

Unter Verwendung der IGS2-rDNA Region konnten flr die Arten S. cariocanus, S.

mikatae, S. paradoxus und S. kudriavzevii Real-Time PCR Identifizierungssyste-
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me etabliert werden. Eine Etablierung von Identifizierungssystemen bzw. Diffe-
renzierungssystemen flr S. cerevisiae, S. pastorianus UG, S. pastorianus und S.
bayanus anhand der IGS2 rDNA war nicht mdglich. Der Grund hierflr ist, dass S.
pastorianus UG auf dieser DNA Region ebenfalls Hybridcharakter aufweist. Fir
deren Differenzierung wurden weitere DNA-Regionen untersucht und PCR-
Systeme etabliert, die unter 5.3.1.4 dargestellt sind. Abbildung 33 zeigt das Pri-
mer- und Sondendesign auf der IGS2 rDNA fir die Real-Time PCR-
Identifizierungssysteme Sca (S. cariocanus), Smi (S. mikatae), Spa (S. parado-

Xus).

T T T T T T T
920 930 910 950 960 270 980
CACCTATCGGAATACATTTCCTACATCOTARTTACTATTAATTCACPIITTAGACTTACETTTGETCOTCT 260
CACCTATCGGAATACAT‘I’TCCTACATCCTAATTAC‘I’ATTAATTCAC TTAGACTTACGTTTGCTCCTCT 326
CCTATCGGAATACATTTCTACATCCTARLTACT ATRA AR GIC ¢ ATRCTT AT TTT GUTRETC™ 415
CCTATCGGAATACATTTCCTACATCCTARMCTACTATRIAAKCAIRCCITTAGACTTACGTITGCTRICTCT 979
caccTaTCepaaTACARTTCCHacaTC FacTATTTATTCACCCTTAGACTTACGT cfjccTeT @00

S.cariocanus_CBS7995 1652.5EQ
S.cariocanus_CBS8841_IGS2.5EQ
S.cariocanus_CBS5313_1G52.5EQ
S.cerevisiae_BY21391_I652.58q

S.kudriavzevii BY20109_1GS2.5eq

S kudriavzevii_CBS 8840_IGS2.SEQ CACCTATCGRIAAT ACAMTTCCEIACATC ACTATT ATTCACCCTTAGACTTACGT CBICCTCT 400
Sumikatae _BY20110_1682.5eq QACC ATCGGAATACATTTCCTEIC CCTATTAQIATTA#T CACCCTTAGACTTACAITTTGCTCCTCT £78
Sumikatae_CBS 8839 _IGS52.5EQ ACCEIATCGGAATACATTTCCT CCTEATTARTATTAATEICACCCTTAGACTTACRTTTGCTCCTCT 374
Sparadonus BY20111_1652:seq CACCTATCOGAATACATTTACTACATCCTAATTACTATTAATTCACRICTTASACTTACGTTTGCTCCTLT €61

S.paradoxus_CB5406_IGSZ.5EQ CACCTATCGGAATACATTT TACATCCTAATTACTATTAATTCAC TTAGACTTACGTTTGCTCCTCT 3335

T T T T T T T
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050

-
Swcariocanus_CBST995_1652.56¢ cm‘cl:'rn“r CAATACT
Swcariocanus_CBS8841_1652.5EQ CTATCAATACT
S.cariocanus_CBSS313_1652.5EQ CAATACT

S.cerevisize _BY21391_1652.5eq
S.kudriavzevii_BY20109_IGS52.5eq
5.kudriavzevii_CBS 8840_IGS2.SEQ

CﬁT CAATACTGCCGCCGRA& 5T CIC
C GCTALICKA CTGCCGCCGAAACGTAT
C GCTALICICA CTGCCGCCGAAACEIGTAT)

Sunikatae_BY20110_1GE2.5eq CAT) CTATC ACTGCCGCCGA AC'I' A AlA
S.mikatae_CBS 8839_IGE2.5EQ AGLGE Cf Bl
Sparadonus_BY20111_IGS2.5eq CAT) CTATCAATACTGCCGCCA i C
S.paradosus_CBS406_1G52.5EQ CATRICTATCAATACTGCCGCCHA AN CHIT-
v — — —

T T T

1060 1070 1080 wgo 11_00 1 llm 1120
S.cariocanus_CBST995_IG652,5EQ CAAATGCAAAAT ﬂTACCATGTEFFGTCCT AACC 518
Siwcariocanus_CBSE841_I1652,5EQ CARATGCAAAATIETATACCATGTHTGTCCT TTACHATGCCTRTIAACT 484
S.wcariocanus_CBSS313_1652.5EQ CCOMAAATGCAAAACIARATACCAT ¢ 554
S.cerevisize_BY21391_1G52.5eq O COTAAATSCAAAALINBATACCAT A CCh ATGCCTRICKACS 1118
S.kudriavzevii_BY20109_1G52.5eq Bl g 2 TCCAACT 1039

S.kudriavzevii_CBS 8840_IGS2.5EQ
S.mikatae_BY20110_IGS2.5eq
S.mikatae_CBS 8839 _IGS2.SEQ

E E K CCTCACTTTA o
u CAA AT CIATICAT ATGT TCTA CCTCACTTTA i [TCCAACC 512

S.paradonus_BY20111_1GS52.5eq

A A AT— S - v " by
S.paradonus_CBS406_IGS2.5EQ CARATGCA.AAAT ATACCATGTATGTCCT ATACCCTCA TTACATGCCTC AACC 473

C
b

T T T T T
1130 lll‘llJ 1150 l160 1170 llSU 1190

S.cariocanus_CBST995_IGS2.56Q ATCCATTTGTCATTTGCARCATTTCTTCAR ACCTGACCCTCTAAACT GTCTACATGCCARTTACCE 588
S.cariocanus_CBS2241_IGS2.5EQ ATCCATTTSTCATTTGCARICATTITCTT CAR ACCTGACCCTCTAF\RCT CTCTACATGCCAATTACCS 534
S.carlocanus_CBSS313_1652,56Q T S T ST TER AC CATHTCTTCATAACCTGfjcACCT] AACTACCTCTEcATECCA ACCG 624
S.cerevisize BY21391_1652.5eq ATCCATTTGETC TTGCACCATRITCTTCATAACCTGNICACCT AACTACCTCT ATGCCA ACCG 1188
S.kudriavzevii_BY20109_1GS2seq CCATTTGTCATTTGCCA g AT | hcaccTCllhAACTACRITCTACAR]sCCA 1109
S.kudriavzevii_CBS 8840_1G52.5EQ Golaca AT A scaccTomaACTACBTCTACALIGCCA 609
Sumikatae_BY20110_1GS2.5eq scnccn CTTTATAAC CCTCPRAACTAC c‘rA ATGCCAA Acc 1086
S.mikstss_CBS 8839_IGS2.5EQ TGTCATTT.JCACCA cTThaTaacTeamaccTchlhaacTac c-rn aTeccaakiracchl sez
S.paradonus_BV20111_IG52.5eq CATTTCTTCA ACCTGACHICCTCTAAACT) CTCTACAIGCCAATTACCSE 1089
S.paradonus_CBS406_16S2.5EQ ATCCATTTGTCATTTGCA CATTTE‘I’TCA accTeacccTiranacTgeTTAcakdsccaaTTACCE 543

Abbildung 33: Primer- und Sondendesign der Real-Time PCR Identifizierungssysteme fiir
S. cariocanus (gestrichelte Linien), S. mikatae (durchgehende Linien) und S. paradoxus
(gestichelte Linien mit Punkten)

Das Identifizierungssystem flr S. cariocanus bezieht seine Spezifitat aus den Se-
quenzunterschieden der Fluoreszenzsonde und den letzten beiden Nukleotiden
des Riuckwartsprimers. Der Vorwartsprimer ist unspezifisch. Den Identifizierungs-
systemen fur S. mikatae, S. paradoxus geben jeweils alle drei beteiligten Oligo-
nukleotide Spezifitat. Die Evaluierungsergebnisse der drei Real-Time PCR- Identi-
fizierungssysteme bezlglich PCR-Effizienz, Nachweisgrenze, Sensitivitat,

Spezifitdat und Relativer Richtigkeit sind im Anhang unter 8.9 im Detail darge-
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stellt. Die Systeme fir S. mikatae und S. paradoxus lieferten Sensitivitaten, Spe-
zifitaten und Relative Richtigkeiten von 100 %. Das PCR-System flur S. carioca-
nus lieferte eine Spezifitat von 66,7 %, d.h. zwei der drei untersuchten S. cario-
canus Stamme lieferten ein positives Signal. Daraufhin wurde der negativ
gemessene Stamm S. cariocanus CBS 5313 auf der IGS2 rDNA sequenziert. Die
resultierende Sequenz entsprach nicht den anderen S. cariocanus 1GS2 rDNA Se-
quenzen, sondern entsprach einer S. cerevisiae Sequenz (Daten nicht gezeigt).
Weitere Untersuchungen mit spezifischen PCR-Systemen flr S. cerevisiae (siehe
5.3.1.4) lieferten ein positives Signal fur S. cerevisiae. Nach diesen Ergebnissen
sollte dieser Stamm nicht zur Evaluierung des Identifizierungssystemes flr
S. cariocanus herangezogen werden und erneut von der Stammsammilung CBS
bezogen werden, um ihn wiederholt zu untersuchen. Abbildung 34 zeigt das Pri-
mer- und Sondendesign auf der IGS2 rDNA flir das Real-Time PCR-
Identifizierungssystem Sku (S. kudriavzevii). Alle drei Oligonukleotide besitzen
Spezifitat gebende Nukleotide. Es ist jedoch ersichtlich, dass hauptsachlich Son-
de und Riuckwartsprimer das PCR-System durch die Nukleotidunterschiede am
5’-Ende (ausgehend von der Ausgangssequenz) die Spezifitat gewahrleisten.

' , ' . ' ] '
1200 1210 1220 1230 1240 1250 f 1260
S.cavocanus_CBST7995_IGS2.5EQ AACAACTTCAATGTTCCGCTTCGAACCEIGCA GCARACGTAAAATCACTAC TCTA‘I'CT‘I'AT‘I’CAGCA &858
S.catiocanus_CBSS241_IGS2.5EQ A."-\CAACTTCAATGTTCCGCTTCGAACc GCA BCAAACBTAAAATCACTACIITCTATCTTATTCAGCA £04
Swcariocanus_CBES313_IGS2.5EQ CA.\'—\CTT ATGTTCTISITTTCSACICTACTTICTTGTAAA 6 AAATCAC TTT"I’ﬁ‘]ATC q 694
S.cerevisiae_BYZ1391_1652.5eq CAACTT‘ ATGTTClTSINT T sakiclr ackclheT Tolts aa) G AAATCAC W 1258
Skudriavzevii_BY20109_IG52.5eq CAA Elgc CTTITGMA CCTICACTTGCARATIGTAAAATCACT Tl 1179
Skudriavzevii_CBS 8840_1652.5EQ Can TlslaceThicacTToCARALGTAARATCACT T 679
S.mikatae_BYZ0110_IGS2.58q TTC EF;CGA&\CC ACACTTGCARACGTAAAATREACT] A 1156
S.mikatae_CBS 8838_IGS2.5EQ TTC CGAACCEACACTTGCAAACGTAAAATRIACTLCCT C! 652

Sparadonus_BY20111_1652,5eq
S.paradonus_CBS406_IGS2.5EQ

ATGTTCCGCTTCGAACCTGCA ISCAAMACGTAAAATCACTACCTCTATCTTATTCAGCA 1159
ATGTTCCGCTTCGAACCTGCA GCABACGTAMAATCACTACCTCTATITTATTCAGCA 613

T — + T r + -
IZ‘?D l?lg[l IZI‘BD p 13|EID 1310 13?!] 13?;0
S.caiocanus_CBS7995_1GS2.5EQ TATTCTCCACAT &TAATGCncTﬁ@gCTTTTGCTTTTTCACCCACCATE--1ECTATTACT&TTAGATG 726
S.cariocanus_CBS8841_IGS2.8EQ TATTCTCCACATAKTAATGCACT A CTTTTGCTTTTTCACCCACCATE) -TIOCTATTACTATTAGATG 672
S.cariocanus_CBSS313_1652,5EQ TATTCTCCACATIIARAATGCACTATTGCTTTTGCTTTTTCACCTCTICATA- - TCCTATT[RCTATTAGATS 762
S.cerevisiae_BY21391_1662.50q wLALICTCOACATCARIAAT 2 ATTEICTATTAGATS 1326
Shkudriavzevii_BY20109_[G52.5eq TATTCTCCACRTCATAA CTTTTGCTTTTTC&C 3 ACTATTAGAT) 1246
Skudriavzevii CBS 5840 1652.56Q TATTCTCCACkTCATAA WCTTTTGCTTTTTCAC ACTAT‘I‘AGAT 746
S.mikatae_BYZ0110_IG52.5eq ATCATA AL T AT T 1T T T ST TIAs ATT GATSG 1226
S.mikatae_CBS 8839_1G52.5EQ TATTCTCCICATCATA| TaTTRcTTTTecTTTTEIACCCALT cTA ATT saTe 722
S.paradoxus_BY20111_1552.5eq TATTCTCCﬁlC&TE&TI\ATGCACTATBGCTTTTGCTTTTTCACCCRCCRTA - T CTATT?\CTATTA TG 1227
S.paradonus_CBS406_IGS2.5EQ TATTCTCCACATRATAATGCACTATLGCTTTTGCTTTTTCACCCACCATA- - TIHCTATTACTATTALIATG &81
1340 1350 13Ie.o 13;0 :3po I 1390 1400
Swcariocanus_CBSTIIS_IGS2 5EQ A/ATA ATAAAAAAAA- GTCCTCCACCCAT&ACACCTCTEJ\CT CCCACTACCG- AGCATACCTGGA 792
S.cariocanus_CBS8841_1652.5EG AAATAKILATAMARAAAAA- L -[6TCCTCCACCCATAACAHCCTCTIACITITCCCACTACCE - AGCATACCTGGA 738
S.catiocanus_CBSS313_1652,56Q AAATIETAATAAAAAF - -] TTGTCCTCCACCCATAACACCTCTCAC echceTAclle- ARlcaTETlcTeaa 827
S.cerevisise_BY21391_1652.5eq AAATATAATAAAAAL: -] TTGTCCTCCACCCATAACACC cTeeA 1391
S.kudriavzevii_BY20109_[GS2 5eq AAAAARAA&AA TGTCCTCCACCCATAACACCT CTACCTCCCLTITACCK A ATCG GGA 1312
Skudriavievii_CBS 8840_1GS2.5EQ AAAA aaAAAAAAIITTGTCCTCCACCCATAACACCRreTlaceTcockTracchalaraTcclkirTasa s12
Sumikatae_BY20110_IGS52.5eq AAACIATAATAAAAAAAA- CCTCCACCCATAACACC GG 1293
S.nikatae_CBS 8839_1G52.5EQ AbalaTAATAAAAAAAA- CCTCCACCCATAACACCTCTCACCTCleACT Accluclablckir acliTaakl 789
Saaradm«us BY20111_1GS2.5eq AAATATAATAAAAAAAAR GTCCTCCACCCATAACACCTCTCACCTCCCACTACCG- AGCATACCTGGA 1296
s.paradoxus_CBS406_I1GS2.5EQ AAATATAATAMAAAAAARAT GTCCTCCACCCATAACACCTCTCACCTCCCACTACCE- AGCATACCTGGA 750

Abbildung 34: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes flr
S. kudriavzevii

Die Evaluierungsergebnisse fiir das Real-Time PCR-Identifizierungssystem Sku
beziglich PCR-Effizienz, Nachweisgrenze, Sensitivitat, Spezifitdt und Relativer
Richtigkeit sind im Anhang unter 8.9 im Detail dargestellt. Die Relative Richtig-
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keit betrug 100 %. Es ist anzumerken, dass zur Evaluierung der Identifizierungs-
systeme Smi und Sku lediglich ein Hefestamm (S. mikatae CBS 8839) bzw. zwei
Hefestamme (S. kudriavzevii CBS 8840, BTII K PI BA 49) zur Verfligung standen.
Dies lag daran, dass in Stammsammlungen keine weiteren Stamme zur Verfl-
gung standen. Der Stamm S. kudriavzevii BTII K PI BA 49 ist ein Praxisisolat die-
ser Arbeit und wurde Uber IGS2-rDNA Sequenzierung als S. kudriavzevii identifi-
ziert. Eine Uberpriifung der 26S- und ITS1-5,85-ITS2-rDNA zeigte ebenfalls die
spezifischen Sequenzpolymorphismen flr S. kudriavzevii (Daten nicht gezeigt).

5.3.1.4 Differenzierungssysteme zur Unterscheidung industriell eingesetzter Sac-

charomyces Arten (Fokus S. cerevisiae und S. pastorianus UG)

Bevor DNA-Regionen beziiglich ihrer Sequenzvoraussetzungen untersucht wur-
den, um die industriell genutzten Hefearten S. cerevisiae und S. pastorianus UG
Zu differenzieren, wurden die Primer SCid (5’-ACATATGAAGTATG
TTTCTATATAACGGGTG-3") und SCi1r (5'-TGGTGCTGGTGCGGATCTA -3’) nach
MARTORELL et al. untersucht (175). Eine SYBR Green® Real-Time PCR mit den
Primer SC1d und SC1r und nachfolgender Schmelzkurvenanalyse wurde nach
den Angaben von MARTORELL et al. durchgefihrt (175).
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Abbildung 35: Uberpriifung der Spezifitdt des Real-Time PCR Systemes fiir S. cerevisiae
nach MARTORELL et al.
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Nach MARTORELL et al. sollten diese Primer S. cerevisiae spezifisch nachweisen
und eine Schmelzkurve bei 78,5 °C verursachen. Wie Abbildung 35 zeigt, liefert
das Real-Time PCR System nach MARTORELL et. al. sowohl fiir die untersuchten
S. cerevisiae OG Stamme als auch flr die S. pastorianus UG Stamme ein positi-
ves Signal und identische Schmelzkurven. Die Schmelztemperatur T,, liegt bei
etwa 80 °C und weicht somit von der Literaturangabe leicht ab. Aus Abbildung 35
geht hervor, dass ein Einsatz der Primer SC1d und SC1r eine Differenzierung von
S. cerevisiae und S. pastorianus UG nicht ermdglichten. Folglich wurden weiter-
gehend DNA-Regionen untersucht mit dem Ziel, S. cerevisiae und S. pastorianus
UG zu differenzieren und sie bestmdglich von anderen S. sensu stricto Arten ab-
zugrenzen. Nach RAINIERI et al. bieten die Gene GRC3 (Chromosom XII, Protein
codierend) und LRE1 (Chromosom III, Protein codierend) viel versprechende An-
satze zur Differenzierung von S. cerevisiae und S. pastorianus UG, S. pastorianus
und S. bayanus (215). Zur Untersuchung der Gene wurden die verfligbaren LRE1
und GRC3 Sequenzen von den Datenbanken Saccharomyces Genome Database
(SGD) und GeneBank geladen und Alignments angefertigt. Abbildung 36 zeigt,
dass sich die gewahlten Primer und Sondensequenzen des GRC3-Genes der vier
betrachteten Hefearten unterscheiden. S. cerevisiae kann somit von den drei an-
deren Hefearten unterschieden werden. S. pastorianus UG Hefestamme haben
die gleiche Sequenz wie S. cerevisiae im Gegensatz von S. pastorianus Stam-
men, die nicht industriell genutzt werden (Daten nicht gezeigt). Deren Sequenz

ist mit der Sequenz von S. bayanus identisch.

T
1270

S.cerevisiae_YLLO3SW_GRC3.SEQ
S.bayanus_GRC3_623-6C.2eq
S.kudriavzevii_IFO1802_GRC3.5eq
S.mikatse_IFO1815_GRC3,SEQ

S.cerevisiae_YLLO3SW_GRC3.SEQ
S.bayvanus_GRC3_623-6C.2eq
S.kudriavzevii_IFO1802_GRC3.32q
S.mikatae_IFO1815_GRC3.5EQ

S.cerevisiae_YLLO35W_GRC3.SEQ
S.bayanus_GRC3_623-6C.seq
S.kudriavzevii_IFO1802_GRC3.52q
S.mikatae_IFO1815_GRC3.SEQ

STTTTTREIACATCACTACGRIGATGCATATGE AL CTGAAGTTGTTCG mcchlscilcaTa 1273
SGTTTTT pEra, T T AL AT AT TBCCTGAAGTTGTTC GILA TR - e 1320
BT TTTTCTACATCACTACGGGATICATATGTRIcCcToAMeTTGTTCGTATACCGGCHCATA 1104

GTTTTTEQacATCACTARGRIGATGCATATGTGCCEGAAGTTGTTCGTATACCRIGCTCATA 155

. T r T v 1
P 1340 1350 1360 1370 I 1380
BrErEls ALlcRIcEICET TAT C Tl CTAGGTTCCATGCATCACAACTGRIGAACRITTCAARAITAL] 1333
! SRRl T - CTAGGTTCCATGCATCATRAC TR CRR RRRC T AT 1380
ATTTAaAATREGCECETClaklcT CTAGGTTCCAEIG(:@TC@:AACTCGAACCAAGGTAT 1164
aThraaBrcececTETATCTTCTEGSTTCCATGCATCACAACTGREIGAACTTTCABIGRITAE 215

T T T T T T
1320 1400 1410 1420 1430 14]40

n
TEGE GTTTCATAAA ACTCAATTTGATTATGATTTTGC CC@CTTTTEAAATCTG 1393
AT TTCATAAAC GACTCAATT@GATTA@G#TTTTGCTCCGCTTTTGAA@TCTG 1440
TGGCATT TTCATAAnCTGAET'CAATTTGAE‘F#TGATTTTGCTCCGCTTE!TGAAATCTG 1224
TGGCATTGTTT CATAAA@TEACTCAATETGATTAQGATTTTGCTCCGCTTTTGAAATCTG 275

Abbildung 36: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR-Systemes Sc-GRC3

Die Sensitivitat des Real-Time PCR System Sc-GRC3 ist somit identisch mit dem
Real-Time PCR System nach MARTORELL et al. und dem Real-Time PCR System
Sce nach BRANDL (36, 37, 175). Im Gegensatz zum System nach MARTORELL et
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al. ist das System Sc-GRC3 auf Hydrolyse-Sondenbasis und kann mit allen ande-
ren PCR-Systemen dieser Arbeit kombiniert werden. Tabelle 32 zeigt, dass das
PCR-System Sc-GRC3 eine Sensitivitat von 100 % gegenilber den untersuchten
S. cerevisiae und S. pastorianus UG Stammen und eine Spezifitat von 100 % ge-
genlber den untersuchten SFH und NSFH aufweist.

Tabelle 32: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR-Systemes Sc-GRC3

PCR-System Sc-GRC3
Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme
(S. cerevisiae, S. pastorianus UG) (abweichende S. Arten,

NSFH)
77 57

erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 77 57
falsches Ergebnis 0 0

Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100 %

Im Gegensatz zum System Sce nach BRANDL weist das System Sc-GRC3 eine
hoéhere Spezifitat auf (siehe Tabelle 33). Die niedrigere Spezifitat von 86,0 % des
Sce Systemes nach BRANDL ist darin begriindet, dass dieses System falsch posi-
tive Reaktionen (Kreuzreaktionen) mit den Hefearten S. cariocanus und S. para-
doxus eingeht. Die Einzelstamme, die Kreuzreaktionen verursachen, sind in
Tabelle 36 bezeichnet und grau markiert.

Tabelle 33: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR-Systemes Sce

PCR-System Sce
Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme
(S. cerevisiae, S.pastorianus UG) (abweichende S. Arten,

NSFH)
77 57

erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 77 49
falsches Ergebnis 0 8

Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
94,0 % 100 % 86,0 %

Abbildung 37 zeigt das Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Systemes
UG-LRE1. Dieses System zielt auf die Identifizierung von S. pastorianus UG ab.
Das Primer und Sondensystem wurde so gewahlt, dass es nicht mit den betrach-
teten S. bayanus und S. cerevisiae reagieren kann. Die Spezifitat gegenlber S.
bayanus liefert der Basenaustausch der Sonde am 5’-Ende der Sondensequenz
(siehe Abbildung 37). In den Untersuchungen zur Ermittlung der Spezifitat und
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Sensitivitat lieferte das System UG-LRE1 allerdings die gleichen Ergebnisse wie
das PCR-System UG300 nach BRANDL.

T T T T T T
790 200 fsw 820 830 840
S, pastorianus_UG_NBRC2031_LRE1.SEQ AATAGTAACACGATAJACTCGACITTCAACTACAAGAGTAAART TTIRTGACATGCCTTAT 338
S.bayanus_NBRC1948_LREL.SEQ AATAGTAACACGATA TeacaTBccTTaAE 279
S.cerevisize_LRE1.5eq aagasTaacacsATARACTCEAEDTTCAACTACAAGAGTEAACETTATGARATGCCEITAT 1233
T T T T T
850 360 870 880 P . 300
S, pastorianus_UG_NBRC2031_LRE1.SEQ GATGACATGATGAAARACGATAARCAATAAT O -Mg TTTCGGTCACCGBEY 398
S.bayanus_NBRC1948_LREL.SEQ BaTGACATGATGAAAEACGATARCAATAATIICT CA® amaam= e e 4a9
S.cerevisiae_LRE1.seq GATGAEIATGATGAAAAAEIGAEAACAEFAATGCEICAGTCEIATEICC TTTC@GTCABCGG 1293

510 [ 530 340 550 360

S. pastorianus_UG_NBRC2031_LRE1.5EQ a:c»\GATGAAGGMATGCCGGAGMTATTTCGAAMA AETTATGTACCATTGCAA 458
S.bayanus_NBRC19428_LRE1.SEQ GCCAA f -a RAAT TCGA'%'@G BATTATGTACCATTGCAA 499
S.cerevisiae_LRE1.5eq GE]CAACEP.TGAA CGGAGG-TATTEICGA sEdlaTcElaccEdTMcAls 1353

am gso 990 mou 1010 m:o
S. pastorianus_UG_NBRC2031_LRE1.SEQ CACTC EIGTEIAAATCCTGCACGCCTGATGGCAA@GAAGGAATGCACGCEITTTGE]AGGT 518
S.bapanus_NBRC1948_LRE1.SEQ CACTCBCCGBTCAAATCCTGCACGCCTGATGGCAAGGAAGGAATICACGCETTTGAAGGT 559
S.cerevisiae_LRE1.5eq CACTC GeTcasaTCCTGHACGCCTGATGGCAAGGAAGRIAAT GRIACAGSET TRAARGT 1412

Abbildung 37: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR-Systemes UG-LRE1

Das heiBt, dass alle S. pastorianus Stamme (S. pastorianus UG und reine S. pas-
torianus Stamme) und zwei S. bayanus Stamme mit dem UG-LRE1 System de-
tektiert wurden. Deswegen wurde das System als spezifisch flr S. pastorianus
festgelegt und dementsprechend die Spezifitat und die Sensitivitat ermittelt (sie-
he Abbildung 34). Die S. bayanus Stamme, die Kreuzreaktionen verursachen,
sind in Tabelle 36 bezeichnet und grau markiert. Aus den Kreuzreaktionen ist zu
folgern, dass die Sequenz verschiedener S. bayanus Stamme nicht einheitlich ist.

Tabelle 34: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR-Systemes UG-LRE1

PCR-System UG-LRE1
Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme
(S. pastorianus) (abweichende S. Arten,
NSFH)
39 94
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 39 90
falsches Ergebnis 0 4
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
97,0 % 100 % 95,7 %

Um S. cerevisiae zu identifizieren und eindeutig von den anderen S. Arten abzu-
grenzen - im speziellen von S. pastorianus UG - wurde eine Sequenzvergleich
unterschiedlicher Gene durchgeflihrt (Daten nicht gezeigt). Das Gen innerhalb
der Recherche mit dem héchsten Differenzierungspotential war COX II (Gen co-
dierend flur Cytochrom C Oxidase Subunit II). In Abbildung 38 wird ein Sequenz-

abschnitt des COX II Genes von S. pastorianus UG (GenBank accession No.
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EU852811) und S. cerevisiae (Saccharomyces Genome Database COX2/Q0250)

verglichen.

T T T T f T T
4?0 4?0 4?0 460 470 4?0
S.cerevisiae_COXIl.seq TCTATEGTTGTACCTGThGhTACAC-“-\TﬂTTAGtiTTEGTTGTAACAGCTGCTGATG II: ATT 480
S.pastorianus_UG_COXILSEQ TCTATCGTRGTACCTGTAGATACACATATTAGA ATT 432
T T T T T T
p490 MGB S00 510 r 520 530 540

) TAGATTAAAT 5S40

S.cerevisiae_COXIlL.seq C BA ﬂ
GRIAGATTAAA 492

S.pastorianus_UG_COXILSEQ Cc

BT GATTTTGCTATEICCRIAGTT GTATTAAAGTTGATGCTACTCCTE

Abbildung 38: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR-Systemes OG-COXII

Der Bereich des Vorwartsprimers weist drei, der Bereich des Rickwartsprimers
ein und der Bereich der Sonde zwei unterschiedliche(s) Nukleotid(e) auf. Dies ist
im Regelfall nicht ausreichend, um ein spezifisches PCR-System zu etablieren.
Deswegen wurde eine MGB-Fluoreszenzsonde (siehe 3.3.5) verwendet, die schon
ab einem abweichenden Nukleotid nicht spezifisch binden kann, d. h. die Zielse-
quenz muss absolut komplementdr passend zur Sondensequenz sein, damit eine
Bindung erfolgen kann. Die Evaluierungsergebnisse aus Tabelle 35 bestatigten
die Spezifitat und die Sensitivitat des Real-Time PCR-Systemes OG-COXII fur S.
cerevisiae mit jeweils 100 %.

Tabelle 35: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR-Systemes OG-COXII

PCR-System OG-COXII
Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme
(S. cerevisiae) (abweichende S. Arten,

NSFH)
42 91

erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 42 91
falsches Ergebnis 0 0

Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitdt
100 % 100 % 100 %

Alle untersuchten S. Arten (inklusive S. pastorianus UG), die nicht S. cerevisiae
angehdren und NSFH wurden von dem System OG-COXII nicht detektiert. Das
System identifiziert somit S. cerevisiae, die technologisch als obergarige (OG)
Hefe bezeichnet wird. Dieser Zusammenhang begriindet den Namen des Syste-
mes OG-COXII. Das System OG-COXII ermdglicht erstmalig, S. cerevisiae in
Mischkulturen mit S. pastorianus UG spezifisch nachzuweisen. Aus technologi-
scher Sicht bedeutet dies, dass in einem untergarigen Bierbereitungsprozess
(Starterkultur S. pastorianus UG) Kontaminationen mit S. cerevisiae direkt nach-
gewiesen werden kénnen. Dieser Sachverhalt wurde mit simulierten Kontamina-
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tionen in verschiedenen Konzentrationen naher untersucht (siehe Abbildung 39).
Es wurde bei allen Messungen eine Gesamtkeimzahl von 10° Hefezellen unter-
sucht, wobei der Hauptanteil mit 90 %, 99 % und 99,9% S. pastorianus UG
W34/70 und der Kontaminationsanteil S. cerevisiae W 68 mit 10 %, 1 % und 0,1
% waren. 100% S. pastorianus UG W34/70 diente als Negativkontrolle und 100
% S. cerevisiae W 68 als Positivkontrolle.

1600 T 1600

I 100 % W 68 Mischungsverhaltnis
1400 1 1400

I o, o W 68 W 34/70
ool || 90 % W 34/70 + 10 % W 68 1200

Zellzahl % Zellzahl %

1000 | 99 % W 34/70 + 1 % W 68 ‘ woo| 708 e
5] 92
801 99,99 W 34/70 + 0,1 % W 68 | B0 | 9x10° | 90 i o
600+ 600 9,9 x 107 89 104 1
[ | 100 % W 34/70 999%10°5 | 999 | 103 01

400 400

108 100
200

200

PCR Base Line Subtracted CF RFU

04 5

0

-200 -200
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Cyde

Abbildung 39: Nachweis unterschiedlicher Konzentrationen von S. cerevisiae OG W68 in
S. pastorianus UG W 34/70 mittels des Real-Time PCR-Systemes OG-COXII

Abbildung 39 verdeutlicht, dass eine Kontaminationsrate bis zu 0,1 % (entspricht
10° Zellen S. cerevisiae W 68 in 9,99 x 10° S. pastorianus UG W34/70) eindeutig
nachgewiesen werden kann. In Tabelle 36 sind die qualitativen Einzelergebnisse
der Real-Time PCR Systeme dieser Arbeit und der Arbeit von BRANDL - zur Diffe-
renzierung industriell genutzter S. Hefen - zu sehen, die mit allen verfiigbaren
Saccharomyces Arten bzw. Stammen erzielt wurden (36, 37). Die Systeme UG-
300 und UG-LRE1l sind &aquivalent einsetzbar und weisen S. pastorianus, S.
pastorianus UG, S. bayanus/pastorianus und zwei S. bayanus Stamme nach. Das
System Sbp nach BRANDL weist zusatzlich alle weiteren S. bayanus Stamme
nach. Einige S. pastorianus UG Stamme (W 120, 66, 66/70, 204, CBS 5832,
6903) liefern ein schwacheres Signal als S. bayanus und S. pastorianus. Das
System OG-COXII detektiert ausschlieBlich S. cerevisiae. Der einzige Stamm, der
ebenfalls ein positives Signal liefert, war S. cariocanus CBS 5313. Dieser wurde
bei der Evaluierung nicht bericksichtigt, da alle DNA-Sequenzen, die von diesem
Stamm untersucht wurden, S. cerevisiae zuordenbar waren. Deswegen musste
dieser Stamm wiederholt von der Stammsammlung CBS bezogen und Uberprift

werden.
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Tabelle 36: Vergleich qualitativer Einzelergebnisse der Real-Time PCR-Systeme zur Differenzierung
der industriell genutzten Saccharomyces Arten (Fokus S. cerevisiae und S. pastorianus UG)

Stamm PCR-System
Art Sc- Sce oG- Sbp UG- UG-
GRC3 COXII LRE1 300
S. bayanus DSM 70412T, 70547, BTII K 1-C-3 - - - + - -
70411, 70508 - - - + + +
5. bayanus/ CBS 2440, 6017 - - - + + +
pastorianus
. CBS 1503, 1513, 1538,
S. pastorianus DSM 6580NT, 6581 - - - + + +
W 26, 44, 34/70, 34/78, 44, 54,
59, 69, 84, 105, 109, 120, 128,
168, 172, 180, 194, 199, 206
(Bruchhefen) + + - + + +
S. pastorianus W 71, 144 (Staubhefen)
(UG) CBS 1484, 5832, CBS 6903, NBRC

2003, BTII K B-I-4, B-J-4, B-J-5

W 120 (Bruchhefe)
W 66, 66/70, 204 (Staubhefen) + + - +/- + +
CBS 5832, CBS 6903

DSM 70424, 70449T, 70451, CBS
S. cerevisiae 1464, 8803, BT II K 3-A-1, 3-C-3, + + + - - -
3-G-1, 5-A-7, 6-1-1, 6-F-4

W 68, 127, 149, 175, 205,

BTII K 5-A-8 (Weizenbier) + + + - - -
W 148, 184, 208 (Altbier) + + + - - N
S. cerevisiae W 165, 177 (Kélschbier) + + + - - _
- W 210, 211, 213 (Alebier) + + + - - _
(0G) -
W Bingen, Bordeaux, Eperney, + + + ] ] .
Laureiro, Stein, Wadensvill (Wein)
W B4 (Brennerei) + + + _ _ _
W S2 (Sekt) + + + _ - N
S. cerevisiae CBS 1782, DSM 70487, BTII K 1-
var. diastaticus B-8, 1-H-7, 2-A-7, K 2-F-1, 3-D-2, + + + - - -
3-H-2, 3-H-4
S. cariocanus CBS 7995, 8841 - + - - - -
CBS 5313 + 3F + - - -
S. kudriavzevii CBS 8840 - - - - - -
S. mikatae CBS 8839 - - - _ - _
S. paradoxus §E§6406’ 432, 2908, 5829, 7400, ) + ) j ] i

Das System Sc-GRC3 detektiert ausschlieBlich S. cerevisiae und S. pastorianus
UG. Zusammenfassend ermdglicht eine Kombination der Systeme Sc-GRC3, OG-
COXII, Sbp, und UG-LRE1 bzw. UG-LRE1 eine Identifizierung aller industriell ge-
nutzten Stdmme mit der Ausnahme von S. pastorianus , S. bayanus/ S. pastori-
anus und einigen S. bayanus Stammen, da diese bei den Systemen Sbp und UG-
LRE1 und UG-300 ein positives Signal liefern. Bei der Untersuchung von Praxisi-
solaten wurden Stamme mit diesem Muster als S. bayanus/ S. pastorianus be-
zeichnet. Diese beschriebenen Ergebnisse decken sich mit den Aussagen nach
RAINIERI et al., die beschrieben, dass innerhalb der S. bayanus und S. pastoria-
nus Gruppe viele Hefestdmme falsch zugeordnet sind und das Typstamme z. T.
nicht reprasentativ fur die Art sind (siehe 3.1.). Die entwickelten PCR-Systeme

ermdglichen zudem einen Nachweis von Mischpopulationen bzw. Kontaminatio-
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nen. Hierbei sind alle Kombinationen mdéglich mit der Ausnahme, dass S. baya-
nus, S. bayanus/ pastorianus und S. pastorianus nicht direkt in S. pastorianus
UG nachgewiesen werden kénnen. Um diese aus Mischkulturen zu identifizieren,

mussen weiterhin Einzelkolonien untersucht werden.

5.3.2 Transfer des Real-Time PCR Systemes Sce in ein Mikrochip-PCR

Format
5.3.2.1 Reduzierung des Real-Time PCR Volumens

Bevor das Real-Time PCR System Sce auf ein Mikrochip-PCR Format Ubertragen
wurde, wurde versucht das PCR-Reaktionsvolumen auf dem konventionellen Real-
Time PCR-Cycler (iCycler) soweit zu reduzieren, dass es mit dem Mikro-
chip-PCR-Reaktionsvolumen (1 pl) vergleichbar war. Abbildung 40 zeigt den Ein-
fluss der schrittweisen Reduzierung des Reaktionsvolumens auf die Ct-Werte des
Sce Systemes bei der Messung der DNA unterschiedlicher Hefestamme.

S. cer. W68 S. cer. PI1 BB 34 (Isolat aus Pilsbier)
g Tk c 1l (Tk)
] | 2 1l
H 1p E it
% 2pl (Tk) S 20l (Tk)
>
E 2l @ 2pl
o 3l ] 3pl
-] £
. Sul i spl
]
-5 10pl : 10pl
o
5]
g 15pl 5 15pl
23l | . =gl 23pl
16,0 21,0 26,0 31,0 16,0 21,0 26,0 31,0
PCR Ct-Werte PCR Ct-Werte
S. pas. W 34/70 S. cer. W Bordeaux
e 1Hl(Tk)
c
‘E’ 1l g 1wl (k)
F E 1pl
2 2pl (Tk) 2
S L § 2wl (1)
- - = 2ul
o 3ul o
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= sul x
o . -~ Sul
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o
G 1sul g s
a
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PCR Ct-Werte PCR Ct-Werte

Abbildung 40: Auswirkung der Reduzierung des PCR-Reaktionsvolumens auf die Ct-Werte
des Real-Time PCR Systemes Sce bei ausgewahlten Hefestammen

Die Ct-Werte bei 15 ul PCR-Reaktionsvolumen nehmen im Vergleich zu 23 ul PCR-
Reaktionsvolumen bei allen untersuchten DNA-Isolaten zu. 10, 5, 3 und 2 pl Re-

aktionsvolumen liefern Uberwiegend niedrigere Ct-Werte als ein Reaktionsvolu-
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men von 15 pl, wobei die Ct-Werte bei 2 ul sehr nahe an denen von 23 pl liegen
(z. T. auch niedriger). Bei einer weitergehenden Volumenreduzierung auf 1 pl
nahmen die Ct-Werte wieder zu und lagen Uber denen von 23 pl und 2 ul Reakti-
onsvolumen. Eine Verklirzung des PCR-Temperaturprotokolles
(Tk=Temperaturprotokoll kurz) hatte ebenfalls eine Erhéhung des Ct-Wertes zur
Folge. Zusammenfassend ist eine Reduzierung des Reaktionsvolumens der kon-
ventionellen Real-Time PCR bis zu 1 pl mdglich; es ist allerdings mit einer Ver-
schiebung des Ct-Wertes zu rechnen. In den folgenden Versuchen wurden die Ct-
Werte der Reaktionsvolumina 1 und 2 pl der konventionellen Real-Time PCR mit
dem der Mikrochip PCR (1 ul) verglichen.

5.3.2.2 Vergleich der konventioneller Real-Time PCR und der Mikrochip-Real-
Time PCR

Tabelle 37 zeigt die Ergebnisse des Real-Time PCR Systemes Sce unterschiedli-
cher DNA-Isolate auf dem konventionellen Real-Time PCR Cycler (iCycler) und
dem Mikrochip-PCR Cycler. Hierbei wurden die Ct-Werte bei Reaktionsvolumina
von 1 und 2 pul der konventionellen Real-Time PCR und bei einem Reaktionsvolu-
men von 1 pl der Mikrochip-PCR verglichen. Es kamen flir beide Cycler-Typen das
Standard-Temperaturprotokoll RT-PCR und das zeitlich verklrzte Temperaturpro-
tokoll RT-PCR kurz zum Einsatz.

Tabelle 37: Vergleich der Ct-Werte des Real-Time PCR Systemes Sce der Temperaturprotokolle RT-

PCR und RT-PCR-kurz auf den beiden Real-Time PCR-Cyclern iCycler und Mikrochip-PCR (Reaktions-
volumen 1ul, 2 ul)

PCR-Cycler konventioneller Real-Time PCR Cycler (iCycler) Mikrochip-PCR

PCR-Protokoll RT-PCR RT-PCR-kurz RT-PCR | RT-PCR kurz
VVolumen 2 pl | 1 pl 2 ul | 1 pl 1 pl
DNA-Sample Ct-Wert Ct-Wert Ct-Wert
S. cer. W 68 21,4+£04 23,2 +£1,0 24,4 +£0,4 29,4 +£0,1 23,4 £0,2 29,2 £0,3
S. cer. P1 BB 34 21,4 £ 0,1 22,5+0,2 26,2 £ 0,4 24,8 £ 0,8 23,0+ 0,4 25,0 £ 0,2
S. cer. W Bordeaux 25,4 £0,3 26,9 £0,5 29,2 £0,2 29,4 +£0,1 26,9 £ 0,4 29,3 £0,2
S. cer. W S2 25,7 +£0,1 27,4 +£0,4 29,2 +£0,4 29,5 +£0,2 27,2 £0,3 30,0 £ 0,4
S. cer. W B4 23,7 £ 0,2 25,3 £0,1 27,4 £0,3 29,5 £ 0,3 259 £ 0,6 29,5 £ 0,3
S. cer. PI BB 134 25,5+0,3 26,2 £0,1 29,1 £0,9 29,2 £0,2 26,2 £0,3 29,0 £ 0,1
S. cer. var. dia. PI BA 111 21,3+ 0,4 22,9 £0,2 25,6 £ 0,2 29,3 +0,1 23,0 £ 0,3 29,5 £ 0,3
S. pas. UG W 34/70 22,1 £0,2 24,6 £0,8 25,1 +£0,4 29,3 +£0,2 24,8 £0,1 29,8+ 04

Die Ct-Werte des Temperaturprotokolles RT-PCR bei 1 pl Reaktionsvolumen (hell-
grau markiert in Tabelle 37) auf beiden Cyclerformaten lieferten vergleichbare
Ergebnisse, d.h. die Ubertragung des Reaktionsvolumens von 1 pl auf das Mikro-
chip PCR Format hatte keine Erniedrigung der Ct-Werte zur Folge. Die Ct-Werte

des Temperaturprotokolles RT-PCR kurz bei 1 pl Reaktionsvolumen (dunkelgrau
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markiert in Tabelle 37) auf beiden Cyclerformaten lieferten vergleichbare Ergeb-
nisse, d.h. die Ubertragung des Reaktionsvolumens von 1 pl auf das Mikrochip
PCR Format hatte keine Erniedrigung der Ct-Werte zur Folge. Die Ct-Werte bei
2 ul Reaktionsvolumen auf dem konventionellen Real-Time PCR Cycler waren fir
beide Temperaturprotokolle niedriger als die Ct-Werte bei 1 pl Reaktionsvolumen
auf beiden Cyclern. Das bedeutet, dass die Ct-Werte von 2 pl (iCycler) von der
Mikrochip-PCR nicht erreicht wurden. Es ist anzumerken, dass die Unterschiede
der Ct-Werte zwischen 1 und 2 ul auf dem konventionellen Real-Time PCR Cycler
unter 5.3.2.1 z. T. groBer waren als in diesem Abschnitt. Dies kann dadurch be-
grindet werden, dass Messungen der Reaktionsvolumenreduzierung aus einem
PCR-Ansatz stammten und aufgrund der Gegebenheit, dass nur ein Volumen in
einem PCR-Lauf gemessen werden konnte und die Versuchsreihen auf mehrere
aufeinander liegende Tage verteilt werden mussten. Somit konnte eine Degrada-
tion der Target-DNA Uber die Zeit stattfinden. Die Versuchsreihen dieses Kapitels
konnten am gleichen Tag gemessen werden, somit lag hier wahrscheinlich keine
Degradation der Target-DNA vor. Tabelle 38 zeigt die Ubertragung weiterer Real-
Time PCR Systeme (Sc-GRC3, Spa, Smi) auf das Mikrochip PCR-Format. Dabei
wurde ausschlieBlich das Temperaturprotokoll RT-PCR kurz untersucht. Die
Durchschnitts-Ct-Werte lagen bei der Mikrochip-PCR um 0,3 (Spa), 0,7 (Sc-
GRC3) und 1,1 (Smi) hoher als bei der konventionellen Real-Time PCR, d. h. die
PCR-Performance war geringfligig schlechter. Diese geringfligige Ct-Wertabnahme
war vorher auch bei einigen DNA-Isolaten aus Tabelle 37 zu beobachten, die mit
dem Sce PCR-System untersucht wurden.

Tabelle 38: Vergleich der Ct-Werte der Real-Time PCR-Systeme Sc-GRC3, Spa, Smi auf den beiden

Real-Time PCR-Cyclern iCycler und Mikrochip-PCR (Temperaturprotokoll RT-PCR-kurz, Reaktionsvo-
lumen 1pl)

PCR-Cycler iCycler Mikrochip-PCR
PCR-Protokoll RT-PCR-kurz RT-PCR-kurz
Volumen 1l 1l
PCR-System / DNA-Isolat Ct-Wert Ct-Wert
Sc-GRC3 / S. cer. W 68 29,0+ 0,4 29,7 £ 0,2
Spa / S. par. CBS 406 29,5+0,1 29,8 £ 0,3
Smi / S. mik. CBS 8839 27,8 £ 0,3 28,9 £ 0,1

Grundsatzlich kdnnen die entwickelten PCR-Systeme auf das Mikrochip-PCR For-

mat Ubertragen werden. Es ist allerdings mit geringfugigen Ct-Wert-Verlusten zu

rechnen, welche fur jedes PCR-System und jedes DNA-Isolat ermittelt werden

mussen. Ein groBer Vorteil des Mikrochip-PCR Formates ist eine Verkiirzung der
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Gesamtreaktionszeit eines Temperaturprotokolles durch schnellere Aufheiz- und
Abkulhlphasen. In Abbildung 41 sind die Zeiten der PCR-Einzelschritte der Tempe-
raturprotokolle RT-PCR und RT-PCR-kurz fur die Real-Time Mikrochip-PCR und fir
die konventionelle Real-Time PCR dargestellt. Der obere Teil der Abbildung zeigt,
wie die Gesamtreaktionszeit aus den Einzelschritten resultiert; der untere Teil der
Abbildung zeigt den Temperaturverlauf der verschiedenen 2-step Protokolle Uber
der Zeit. Hierbei sind die Unterschiede in den Abklhl- und Heizphasen gut zu er-

kennen.
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Abbildung 41: Dauer der PCR-Einzelschritte Heizphasel, Start-Denaturierung, Heizpha-

se II, Denaturierung, Kihlphase I, Annealing, Kiihlphase II der Temperaturprotokolle RT-

PCR und RT-PCR-kurz auf den beiden Real-Time PCR-Cyclern iCycler und Mikrochip-PCR
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Abbildung 41 verdeutlicht, dass die Dauer der Heizphase II der Real-Time Mikro-
chip-PCR (4 sec pro Zyklus) weniger als 20 % der konventionellen Real-Time PCR
betragt. Analog hierzu betragt die Dauer der Klhlphase der Real-Time Mikrochip
PCR (13 sec pro Zyklus) weniger als 50 % der konventionellen Real-Time PCR. In
der Summe wurde das Temperaturprotokoll RT-PCR von 5518 sec (konventionell)
auf 3916 sec (Mikrochip) und das Temperaturprotokoll RT-PCR kurz von 4118 sec
(konventionell) auf 2516 sec (Mikrochip) verklrzt. Bei kurzen Ausgangstempera-
turprotokollen kommt somit die Zeitersparnis durch die verklrzten Aufheiz- und

Abklhlphasen besonders zur Geltung.

5.4 PCR-DHPLC

5.4.1 Differenzierung von getrankerelevanten Hefearten
5.4.1.1 Primerdesign und PCR-DHPLC Entwicklung

Zur Differenzierung von getrankerelevanten Hefen wurden die rDNA-Abschnitte
ITS1 und ITS2 verwendet. Die Primer und Temperaturprotokolle zur Amplifikation
dieser Abschnitte sind 4.8.1 zu enthehmen. Die Primer ITS1, ITS3 und ITS4 wur-
den von WHITE et al. Gbernommen (294). Der Primer ITS2 nach WHITE et. al
wurde nicht verwendet, da die Sequenzen einiger getrankerelevanter Hefen Fehl-
nukleotide auf dessen Bindungsstellen aufwiesen. Deswegen wurde der modifi-
zierte Primer ITS2mod entworfen, der auf die entsprechende Sequenzbindungs-
stelle ITS2mod-rc (rc=reverse complement) ohne Fehlnukleotide bindet (siehe
Abbildung 42).

| ITS2mod-rc
T T T T T
4?0 4‘:’0 4?0 4?0 5?0
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ TAT- TRAAAACTTTICAACAACGGATCTCTTGGTTCTCRCATCGATGAAGA 406
S.pastorianus_UG3470.SEQ TAT- TARAAAACTTTICAACAACGGATCTCTTGGTTCTCRECATCGATGAAGA 421
B.naardenensis_CBS6042.SEQ AAAACTTTICAACAACGGATCTCTTGGTTCTCRECATCGATGAAGA 386
C.sake_CBSS690.SEQ TAT AAAACTTTICAACAACGGATCTCTTGGTTCTCRCATCGATGAAGA 283
H.uvarum_CBS2584.5eq T AR TAAAACTTTICAACAACGGATCTCTTGGTTCTCECATCGATGAAGA 342
L.kluyveri_CBS3082.5EQ TAT- T@AA.&ACTT CAACAACGGATCTCTTGGTTCTCECATCGATGAAGA 270
N.dairenensis_CBS421.SEQ TATETTAAAACTTT|CAACAACGGATCTCTTGGTTCTCECAElCGATGAAGA 499
T.delbrueckii_CBS1146.5EQ TAT-TTAAAACTTTICAACAACGGATCTCTTGGTTCTCECATCGATGAAGA 336
2.bailii_CBS749.5eq TAT- TEAAAACTTTJCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCRCATCGATGAAGA 311

Abbildung 42: Design des Primers ITS2mod-rc zur Amplifikation der ITS1-rDNA Region

Abbildung 42 zeigt nur eine Auswahl an Sequenzen getrdankerelevanter Hefen.
Die Sequenz wurde jedoch fur alle Hefearten, die mit dieser Methode untersucht

wurden, Uberprift (Daten nicht gezeigt). Die ITS1 und ITS2 Regionen getranke-
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relevanter Hefestamme (siehe Tabelle 39, 5.4.1.2) wurden mit oben beschriebe-
nen Primern und dem Temperaturprotokoll DHPLC-O (siehe Tabelle 12, 4.1.3.1)
amplifiziert und anschlieBend wurden die resultierenden PCR-Amplifikate Gber die
DHPLC mit den Gradienten zur Auftrennung der ITS1 rDNA Region (siehe Tabelle
18, 4.8.5) und zur Auftrennung der ITS2 rDNA Region ( siehe Tabelle 19, 4.8.5)

untersucht.
5.4.1.2 Auftrennung der rDNA-Regionen ITS1 und ITS2

In Tabelle 39 sind die Hefestamme aufgelistet, deren ITS1- und ITS2-rDNA Amp-
lifikate mittels der entwickelten DHPLC Methoden aufgetrennt wurden.

Tabelle 39: Hefestamme, deren Amplifikate der ITS1- und der ITS2-rDNA-Regionen mittels DHPLC
untersucht wurden

Nr. Hefeart/ -stamm Nr. Hefeart/ -stamm

1 | C. parapsilosis DSM 5784T 16 | S. cerevisiae (OG) W 68

2 | C. sake BTII K 7-A-3 17 | S. cerevisiae BTII K 3-G-1

3 | Debaryomyces hansenii CBS 18 | S. cerevisiae var. diastaticus BTII K
1-G-7

4 | D. anomala BTII K 1-A-8 19 | N. dairenensis CBS 421

5 | D. bruxellensis CBS 4914 20 | K. exigua BTII K 2-G-7

6 | H. uvarum CBS 314T 21 | S. kudriavzevii CBS 8840

7 | I. occidentalis CBS 6888 22 | S. mikatae CBS 8839

8 | I. orientalis DSM 3433T 23 | S. paradoxus CBS 406

9 | L. kluyveri CBS 3082T 24 | S. paradoxus CBS 432

10 | W. anomalus CBS 5759 25 | S. pastorianus DSM 6580

11 | P. guilliermondi CBS 2030T 26 | Saccharomycodes ludwigii BTII K 11-
G-5

12 | P. membranifaciens DSM 70366 27 | Torulaspora delbrueckii CBS 1146T

13 | S. bayanus DSM 70412 28 | Zygosaccharomyces bailii CBS 680T

14 | S. cariocanus CBS 7995 29 | Zygosaccharomyces rouxii CBS 5717

15 | S. pastorianus (UG) W 34/70

Die laufenden Nummern der Hefestdmme aus Tabelle 39 wurden in Tabelle 40
und Abbildung 43 zur Probenzuordnung und Auswertung verwendet. 29 Hefe-
stamme, davon 11 Saccharomyces Stamme (13-18; 21-25) und 18
Nicht-Saccharomyces Stamme (1-12; 19-20; 26-29), wurden untersucht. Hefe-
stamme, die nach einer Sequenzrecherche die gleiche ITS1 und ITS2 rDNA Se-
quenz haben mussten (siehe Tabelle 58, Anhang 8.6), sind in Tabelle 39, Tabelle
40 und Abbildung 43 in den gleichen Farben dargestellt (Nr. 13, 25 und Nr. 23,
24). Es ist anzumerken, dass mit der angewandten PCR-DHPLC Methodik der
S. cerevisiae Hybridanteil von S. pastorianus UG W 34/70 amplifiziert und aufge-
trennt wurde, d. h. die untersuchte DNA-Sequenz (Nr. 15) sollte sich mit den S.
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cerevisiae Sequenzen (Nr. 16-18) decken. Die PCR-Amplifikate der 29 Hefe-
stamme wurden Uber verschiedene DHPLC-Retentionszeiten (4,97-17,70 min flr
die ITS2-Region und 4,24-18,28 min flir die ITS1-Region) aufgetrennt (siehe
Tabelle 40). Bei ndherem Betrachten der Retentionszeiten konnten einzelne Hefe-
stamme direkt Uber ,isoliert liegende™ Retentionszeiten von den anderen Hefe-
stammen differenziert werden und andere in Gruppen eingeteilt werden, inner-
halb derer die Retentionszeiten eng beieinander liegen.

Tabelle 40: DHPLC-Retentionszeiten der ITS1- und ITS2-rDNA-Amplifikate der untersuchten Hefe-
stémme

ITS 2 ITS 1
Nr. Retentionszeit [min] Nr. Retentionszeit [min]
26 4,97 5 4,24
6 5,52 4 4,55
10 5,54 7 4,70
2 5,71 12 4,73
3 6,52 2 5,04
5 6,55 8 5,16
1 7,67 3 5,61
17 9,68 10 5,62
7 9,81 11 5,81
16 9,98 9 6,89
15 10,03 29 7,01
18 10,16 20 7,11
21 10,23 26 8,01
22 10,65 28 8,57
25 11,12 6 8,63
13 11,18 17 9,50
14 11,46 18 9,78
4 11,57 15 9,98
24 11,75 27 11,48
23 11,95 25 12,75
20 11,96 13 12,93
12 12,42 16 12,99
8 13,09 22 13,42
9 13,14 23 13,73
11 13,74 24 13,92
19 15,50 14 14,00
29 17,28 21 15,26
28 17,35 1 15,84
27 17,70 19 18,28

Tabelle 40 und Abbildung 43 verdeutlichen, dass durch eine Kombination der Er-
gebnisse beider ITS Regionen und deren Einordnung in Gruppen nahezu alle He-
fearten differenziert werden konnten. Abbildung 43 zeigt aber auch, dass einige
Hefearten bzw. Stdmme mit den gegebenen Einstellungen nicht voneinander ge-
trennt werden konnten (Nr. 2/10; 8/11; 14/23/24; 15/17/18; 13,25). Wie erwar-
tet, bildeten die Hefestamme mit den identischen Sequenzen Gruppen (farbig
markiert).
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ITs2 26 |6,10,2 [3,5|1 |17,7,16, |22 |25,13,14,4, |12 |8,9,11 |19 |29,28,27
15,1821 24,23,20
0 min Retentionszeit [min] 20 min
ITS1 54 |7,12 |2,8,3,/9,29,20 |26 |28,6 |17,1815|27 [25,13,16 |22,23, |21,1 |19

10,11 24,14

Abbildung 43: Differenzierungsmuster der untersuchten Hefestdmme anhand der ITS1-
und ITS2-Retentionszeiten

Einzige Ausnahme stellte der Stamm S. cerevisiae OG W 68 dar, dessen ITS1-
Region eine abweichende Retentionszeit im Vergleich zu den anderen S. cerevisi-
ae Stammen aufwies. Dieser Stamm muss folglich einen DNA-
Sequenzunterschied (z. B. Mutation, Insertion, Deletion) auf der ITS1-rDNA Re-
gion im Vergleich zu den anderen Stammen beinhalten. Die Hefestamme C. sake
BTII K 7-A-3 (Nr. 2)/ W. anomalus CBS 5759 (Nr. 10) und I. orientalis DSM
3433T (Nr. 8)/ P. guilliermondi CBS 2030T (Nr. 11) fielen auf beiden ITS-
Regionen in die gleichen Gruppen. Dies scheint auf Zufall zu basieren, da sich
diese Hefearten in ihren Sequenzen eindeutig auf beiden Regionen unterschei-
den. Eine weitergehende Differenzierung dieser Arten kdénnte durch eine se-
quenzbetonte Modifikation der DHPLC-Gradienten (z. B. Temperaturerhdéhung,
Modifikation der Pufferanteile) erreicht werden. Eine schnelle Differenzierung ge-
trankerelevanter Hefen Uber PCR-DHPLC ist grundsatzlich mdglich. Der Vorteil
dieses Systemes ist, dass es ,offen" ist, d. h. bekannte und unbekannte Hefear-
ten werden erfasst und Referenzspektren kdnnen aufgenommen werden. Das
System wurde auch mit dem Schwerpunkt untersucht, Mischkulturen zu untersu-
chen, um Hefemischpopulationen wie unbekannte Kontaminantenmischungen
oder Misch-Starterkulturen aufzuschlisseln oder Fremdhefen als Spurenkontami-
nationen in Starterkulturhefen nachzuweisen. Bei kinstlichen Mischungen konn-
ten jedoch keine niedrigeren Mischungsanteile als 10 % nachgewiesen werden
und nur bei hohen Populationsanteilen (>10 %) konnten zwei Spezies gleichzeitig
detektiert und differenziert werden. In Einzelfdllen konnten Mischungen aus drei
Spezies gleichzeitig detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Teilweise wurde al-
lerdings nur die hauptanteilige Spezies nachgewiesen. Wurden jedoch PCR-
Produkte verschiedener Hefearten gemischt, konnten diese in ihrer eingesetzten
Anzahl aufgetrennt werden. Die Nachweisgrenzen fir die ITS1 und die ITS2 Re-

gion lagen zwischen 10° und 10° Zellen/ml| (Daten nicht gezeigt).

119



Ergebnisse

5.4.2 Differenzierung von industriell genutzten S. pastorianus und S. ce-

revisiae Hefenstdmmen
5.4.2.1 Primerdesign und PCR-DHPLC Entwicklung

Abbildung 44 zeigt die Auswahl der Primer 1GS2-314f und IGS2-314r. In 5.2.4
wurde beschrieben, dass der DNA-Abschnitt zwischen den Primern 1GS2-314f
und IGS2-314r zum Abbruch der Sequenzierungsreaktion fihrte und es sehr
wahrscheinlich ist, dass dieser Abschnitt auf den verschiedenen IGS2-rDNA tan-
dem-repeats variabel ausgepragt ist. Die DNA-Sequenzen von S. cerevisiae
BY21391 und S. cerevisiae BY4848 (GeneBank accesion nos. DQ130093,
DQ130103) aus Abbildung 44 wurden der Genebank nach GANLEY et al. ent-

nommen.

T T T T T T
310 320 f 330 340 350 360
S.cerevisiae_BY21391_IGS2.5eq GTGACAGGTGCCILOGAT AMCLCAGTTCCTCACTIT TTTTTACTGCGGAAG- - - CGGAAG 357
S.pastorianus_UG3470_IGS2.5EQ GTGACAGGTGCC CGGGTAACCCAGTTCCTCACTATTTTTTACTGCGEA#\CGGHAG 338
S.cerevisiae_BY4848_IGS2.5EQ GTGACAGOTGCCECGGOTAACCCAGTTCCTCACTIRTTTTTTACTGCGGAAG---F-----] 341
T T T T T T
3?0 3?0 3?0 4?0 4%0 4?0
S.cerevisiae_BY21391_1G52.5eq CGGAALG: - - CGGAAGCGGAAAATACGGAAGCGGAAAATACGGAAGCGGAAAATACGGAAG 414
S.pastorianus_UG3470_IGS2.SEQ CGGAARATAICGGAAGCGGAAAATACGGAAGCGGAAAATACGGAAGCGGAAAATACGGAAG 398
S.cerevisiae_BY4948_IGS2.5EQ = -- (e eonieaT sonne s seeen e JCGGAAGCGGAAMATACGGAAR 362
4?0 4?0 4?0 45;0 4ZD 4?0
S.cerevisiae_BV21391_IGS2.seq COGAAAATACGGAAGCGGAAAATACGGAAGCGGAAAATACGGAAACGCGCGGGAACATAC 474
S.pastorianus_UG3470_IGS2.5EQ CGOAAAMATACGGAAGCGOAAAATACGGAAGCGGAAAATACGGAAACGCGCGGGAACATAC 458
S.cerevisize_BY4848_IGS2.5EQ COE = - m e e e e e e e e e e e e s calcceEanchTalcha-laacaTAac 386
T T T T T T
4?0 5?0 r 5}0 5?0 S?D 5?0
S.cersvisiae_BY21391_IGS2.5eq AARATATIANCCTTTCTCACACAAGAAATATATGCTACITGCAAAATATCATACCAAAAAAC 534
S.pastorianus_LUG3470_IGS2.8EQ AAAATATIACCTTTCTCACACAAGAAATATATGCTACTTGCAAAATATCATACCAAAAAAC 518
S.cerevisiae_BY4848_IGS2.5EQ AAAATATIACCTTTCTCACACAAGAAATATATGCTACYTGCAAAATATCATACCAAAAAAC 446

Abbildung 44: Primerdesign der Primer IGS2-314f und 1GS2-314r zur Amplifikation des
des DNA-Abschnittes 1GS2-314

Die Sequenz von Saccharomyces pastorianus UG wurde nach mehreren Sequen-
zierungsversuchen aus den verschiedenen Sequenzierungsergebnissen entspre-
chend der am haufigsten vorkommenden Nukleotide pro Position manuell mit
dem Programm DNAStar zusammengefiigt, d. h. diese Sequenz spiegelt nur eine
madgliche Variante eines tandem-repeats wieder. Es ist aber deutlich zu erkennen,
dass der Sequenzabschnitt von S. pastorianus UG W34/70 dem von S. cerevisiae
BY21391 &hnelt. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Sequenzvergleich aus
Abbildung 21 unter 5.2.4, wobei die sequenzierbaren Abschnitte der IGS2 rDNA
von S. pastorianus UG Hefestammen ebenfalls S. cerevisiae BY21391 ahnelten.
Der DNA Abschnitt IGS2-314 wurde mit dem Temperaturprotokoll DHPLC-O (sie-
he Tabelle 12, 4.8.1) amplifiziert und Uber Gelelektrophorese (siehe 4.6) bzw.
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mittels eines optimierten DHPLC Gradienten (Tabelle 20, 4.8.5) aufgetrennt und

untersucht.
5.4.2.2 Auftrennung eines partiellen Abschnittes der IGS2 rDNA-Region

Abbildung 45 zeigt elekrophoretisch getrennte 1GS2-314-PCR Amplifikate indus-
triell genutzter S. pastorianus UG und S. cerevisiae OG Hefestamme. Der Hefe-
stamm S. cerevisiae BTII K 3-G-1 wurde als Reprasentant fir einen nicht indus-
triell genutzten Hefestamm untersucht (dieser dient auch als Vergleichsstamm in
der nachsten Abbildung). Abbildung 45 verdeutlicht, dass S. pastorianus UG He-
festdmme sehr breite Banden liefern, die etwa zwischen 160 und 220 bp liegen.

110bp —p
124 bp —»

147 bp —»

: -
190 bp —» 2 8 8 R R B ..--...
242 bp —»

W W W W W 7 W W W W W W W BTIIK

™ w e W
34/70 194 128 +44 206 66 66/70- 68 175 127 148 184 177 210 211 3-G-1

Abbildung 45: Gelauftrennung verschiedener 1GS2-314-Amplifikate industriell genutzter
S. pastorianus UG Stamme (W34/70, 194, 128, 44, 206, 66, 66/70) und S. cerevisiae
OG Stamme (W 68, 175, 127, 148, 177, 210, 211) und eines S. cerevisiae Fremdhefe-
stammes (BTII K 3-G-1)

Die Breite der Banden bestatigt die Existenz unterschiedlich ausgepragter tan-
dem-repeats. Die Sequenzlange und die Breite der Banden der S. cerevisiae OG
Hefestamme variieren erheblich. So ist erkennbar, dass die Weizenbierhefestam-
me W 68, 175, 127 und die Alehefestamme W 210, 211 bei etwa 150-190 bp
liegen, d. h. im Durchschnitt kiirzere Amplifikate bilden als die S. pastorianus UG
Stamme. Die Bandenbreite der S. cerevisiae OG Stamme, d. h. die Variabilitat
der tandem-repeats ist stammabhangig. Die Alt- bzw. Kélschhefestamme W148,
194, 177 liegen etwa im Bereich der S. pastorianus UG Stamme. Der S. cerevisi-
ae Fremdhefestamm BTII K 3-G-1 ist eine sehr breite Bande im kurzen bp-
Bereich zuordenbar, d. h. diese unterscheidet sich eindeutig von den industriell
genutzten Hefestammen. Abbildung 46 zeigt nun die Auftrennung der 1GS2-324-
Amplifikate von nicht industriell genutzten S. cerevisiae und S. cerevisiae var.
diastaticus Hefestammen, die technologisch auch als Schad- bzw. Fremdhefe-
stamme betrachtet werden. Zum Vergleich wurden die Amplifikate der industriell
genutzten Hefestdamme S. pastorianus UG W 34/70 und S. cerevisiae OG W 68,

211 aufgetrennt.
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100 bp —»

200 bp —p

300bp —b

400 bp —»

500 bp —»

Abbildung 46: Gelauftrennung verschiedener 1GS2-314-Amplifikate der Fremdhefestam-
me S. cerevisiae (BTII-K 3-G-1, 3-A-1, 3-C-3, 6-1-1, 6-F-4), S. cerevisiae var. diastaticus
(BTII K 3-D-2, 3-H-2) und der Brauereikulturstamme (W34/70, 68, 211)

Die nicht industriell genutzten Hefestamme liefern ein sehr heterogenes Banden-
spektrum und kénnen klar von den Banden der Stdmme W 34/70 und W 68 ab-
gegrenzt werden. Die Bandenlangen der Hefestamme BTII K 3-G-1, 3-C-3, 3-D-
2, 3-H-2 und 6-F-4 liegen etwa im Bereich der Bande des Alehefestammes
W 211. Sie unterschieden sich aber eindeutig in ihrer Bandenbreite. Anhand der
Gelelektrophorese-Auftrennung der 1GS2-314 Amplifikate aus Abbildung 45 und
Abbildung 46 konnte nachgewiesen werden, dass viele Hefestamme keine defi-
nierten Banden, sondern breite Bandenmuster lieferten. Dies bestatigt die Hypo-
these aus 5.2.4, dass verschiedene 1GS2-rDNA tandem-repeats auf dem IGS2-
314-DNA-Abschnitt unterschiedliche Sequenzmuster aufweisen. Die 1GS2-314
Amplifikate sollten nun weitergehend Uber DHPLC-Auftrennung untersucht wer-
den. Hierzu wurden Ausgangs-DNA Konzentrationen der DNA-Amplifikate von 20
ng/ul eingesetzt. Die DHPLC-Methode vermag einzelne Basenunterschiede auf
einer Fragmentlange von 1000 bp erkennbar zu machen und sollte nun genutzt
werden, um die 1GS2-314-Amplifikate noch besser zu charakterisieren. Hierbei
lag der Fokus auf den industriell genutzten Hefestammen. Der Doppelpeak mit
der niedrigsten Retentionszeit ist der Injektionspeak (z. B. Primerdimere) und ist

jeweils zu vernachlassigen.
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Abbildung 47: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestdmme S. pastori-
anus UG W 34/70 (A), 34/78 (B) und 59 (C)

Das breite DHPLC Peak-Spektrum (Retentionszeiten 4,1-7,1 min) des Hefestam-
mes S. pastorianus UG W 34/70 (A) aus Abbildung 45 bestatigt die Breite der
Gelbande aus Abbildung 43 und das hoch auflésende Potential der DHPLC. Das
DHPLC-Profil von S. pastorianus UG W 34/70 hat flnf eindeutige Peaks und einen
Seitenpeak bei 5,8 min. S. pastorianus UG W 34/78 (B), der von W 34/70 ab-
stammt, liefert das gleiche Peakprofil mit der Ausnahme, dass der Peak bei 6,4-
6,5 min bei W 34/78 eine erheblich héheres Fluoreszenzsignal liefert. Dieser Un-
terschied konnte in 10-fach Bestimmungen reproduziert werden (Daten nicht ge-
zeigt). Der Hefestamm S. pastorianus UG W 59 (C) lieferte drei Hauptpeaks und
einen Nebenpeak (Schulter bei 5,1 min) und konnte eindeutig von den beiden

anderen untergarigen Hefestammen differenziert werden.
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Abbildung 48: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestdmme S. pastori-
anus UG W 194(A), 66/70 (B) und 204 (C)

In Abbildung 48 sind die DHPLC-Profile der 1GS2-314 Amplifikate der Hefestam-
me S. pastorianus UG W 194, 66/70 und 204 zu sehen. W 194 (A) lieferte vier
Hauptpeaks, wobei die beiden Hauptpeaks mit den niedrigsten Retentionszeiten
ein hdéheres Fluoreszenzsignal lieferten als die verbleibenden Hauptpeaks. Zudem
wies der Hauptpeak bei 5,7-6,0 min eine charakteristische Doppelspitze auf. Der
Staubhefestamm W 66/70 (B) lieferte wie W 59 drei Hauptpeaks und einen Ne-
benpeak, wobei sich die Peakhdéhen (Fluoreszenzintensitdaten) unterschieden.
W 204 (C) lieferte 3 Hauptpeaks und 2 Nebenpeaks und lasst sich von W34/70
und W34/78 durch die unterschiedlich ausgepragten Nebenpeaks und die Abwe-
senheit des Peaks bei 4,0-4,1 min unterscheiden. Zusammenfassend kann die
Aussage getroffen werden, dass sich untergarige Brauereihefen anhand ihrer
DHPLC-Profile unterscheiden lassen, jedoch ahneln sich manche Profile sehr, ins-
besondere, wenn die Hefestdmme voneinander abstammen. Die Existenz unter-

schiedlich ausgepragter tandem-repeats der IGS2-rDNA Region im Genom unter-
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gariger Hefen konnte anhand der Anzahl an Hauptpeaks >1 nachgewiesen wer-

den.

S. cerevisiae (OG)

W 68

T # min
0 10

S. cerevisiae (0G)

W 127

T » min

10

100

S. cerevisiae (0G)

W 175

T » min

Abbildung 49: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestémme S. cerevi-
siae OG W 68 (A), 127 (B) und 175 (C)

Abbildung 49 zeigt die DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Wei-
zenbier-Hefestamme S. cerevisiae OG W 68, 127 und 175. W 68 (A) weist zwei
Hauptpeaks, W 127 (B) einen Hauptpeak und einen Nebenpeak und W 175 (C)
drei Hauptpeaks auf. Sie kdnnen somit differenziert werden. Die Peakanzahl ent-
spricht auch der Gelbandenbreite dieser Hefestamme aus Abbildung 45. Die Wei-
zenbier-Hefestamme kdénnen eindeutig von den S. pastorianus UG Hefestammen
unterschieden werden. Lediglich OG W 175 und UG W 59 sind sich ahnlich, je-
doch der Peak mit der héchsten Retentionszeit hat bei W 59 ein héheres Fluores-

zenzsignal.
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Abbildung 50: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestamme S. cerevi-
siae OG W Bordeaux, B4 und S2

Abbildung 4950 zeigt die DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der He-
festamme S. cerevisiae OG W Bordeaux (Weinhefestamm), B4 (Brennereihefe-
stamm und S2 (Sekthefestamm). W Bordeaux und W S2 liefern jeweils einen
Hauptpeak bei unterschiedlichen Retentionszeiten. Der Peak von W S2 ist zudem
sehr breit angelegt. W B4 liefert zwei Hauptpeaks. Diese Hefestamme kénnen
eindeutig differenziert werden. Die DHPLC-Profile der IGS2-314-Amplifikate wei-
terer industriell genutzter Hefen sind im Anhang unter 8.11 aufgefthrt.

5.5 FT-IR-Spektroskopie
5.5.1 Erweiterung der Opus-Datenbank mit getrankerelevanten Hefen

Die Hefe-Referenzdatenbank des Lehrstuhls fiir mikrobielle Okologie der TU Miin-
chen bestand zum Uberwiegenden Teil aus Referenzspektren von Hefen, die aus
Stammsammlungen oder aus dem Molkereibereich stammen. Hefenreferenz-

spektren aus dem Brauerei- und Getrankebereich lagen nur zum Teil vor. Inner-
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halb dieser Arbeit wurden Spektren der Praxisisolate aus dem Brauerei- und Ge-
trankebereich (PIBB) aufgenommen und in die Hefe-Referenzdatenbank des
Lehrstuhls fir mikrobielle Okologie der TU Miinchen integriert. Dabei wurden
ausschlieBlich NS-FH-Praxisisolate in die Datenbank integriert, welche Tabelle 52
(Anhang 8.3) zu entnehmen sind. Die NS-FH-Praxisisolate wurden wie unter
4.10.1 beschrieben, mit den Referenzmethoden 26S-rDNA Sequenzierung oder
Real-Time PCR identifiziert und anschlieBend wurden die FT-IR-Spektren gemaf
4.9.1 aufgenommen. Erflllten die FT-IR Spektren den Qualitatstest, wurden sie
als Referenzspektren in die OPUS 5.5 basierte Hefe-Referenzdatenbank integ-
riert. Zur Differenzierung der nah verwandten und physiologisch ahnlichen Sac-
charomyces Arten waren eine Auftrennung anhand der OPUS 5.5-Software mit
den festgelegten Parametern nicht mdglich. Zu deren Differenzierung musste ein
kiinstliches neuronales Netz mit spezifisch angepassten Parametern entwickelt

werden (siehe nachster Abschnitt)

5.5.2 Aufbau eines kunstlichen neuronalen Netzes flir Saccharomyces He-

fen

Die Hefestamme, die zur Entwicklung des neuronalen Netzes flr Saccharomyces
Hefen verwendet wurden, sind in Tabelle 7 und Tabelle 52 mit der Abklrzung
FTIR-KNN gekennzeichnet. Das neuronale Netzwerk sollte nicht ausschlieBlich fiur
S. sensu stricto Arten entwickelt werden, sondern auch fir NS-FH, die vormals S.
sensu lato angehdérten (K. exigua, unispora, servazzii, L. kluyveri, N. dairenensis,
N. castelli). Um die Aufteilung der Spektren in Gruppen flir das Training des neu-
ronalen Netzes vorzunehmen, wurden von der jeweiligen Ebene Clusteranalysen
erstellt. Da es aufgrund der Ahnlichkeit der Saccharomyces-Arten nicht mdglich
war, die Arten in einer Ebene aufzutrennen, wurde ein kinstliches neuronales
Netz aus neun hierarchisch angeordneten Subnetzen auf vier Ebenen erstellt.
Besonders im Bereich des Saccharomyces sensu stricto Komplexes war eine Auf-
trennung in die einzelnen Arten sehr schwierig. Folgende Tabelle 41 zeigt die Pa-
rameter der ausgewahlten Einzelnetze. Dargestellt sind die Namen der Subnetze,
die maximal best points, die Anzahl der hidden layer, die SchrittgréBe fir die vom
Programm verarbeiteten Wellenzahlen, die Neuronenkombination (Anzahl Wellen-

zahlen / Anzahl hidden layer/ Anzahl der Klassen), das Verhaltnis Fehler Trai-
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ning/Fehler Validierung bei der internen Fehlerberechnung und die Korrektheit

des jeweiligen Subnetzes bei der internen Validierung.

Tabelle 41: Parameter der neuronalen Subnetze

max. best | hidden |step | neuron error training/
Name points layer size | combination | validation set % correct
El 50 5 5 30\1\4 107/ 0,0002 99,4
E2_S 100 10 1 33\1\2 10%/10° 100
E2 Kexi_Ndai_Ncas 50 1 11\1\3 1032 /10 100
E2_Lklu_Kser 44 4 1 8\1\2 1032/ 1034 100
E3_SpasUG_Sbp 50 5 1 40\2\3 103 /10% 100
E3_Scer_ScerSdia 150 15 5 25\13\2 0,001 /0,0006 |97,9
E4_Scer_Sdia 100 10 1 86\10\2 0,05/0,1 98,4
E4_Sbay Spast 50 5 1 18\1\2 10 /10"! 100
E4_Smi_Sku_Spar_Scar |99 5 1 8\1\4 103°/ 103! 91,6

Abbildung 51 zeigt eine schematische Ubersicht des Gesamtnetzes. Die Prozent-
zahlen der internen Validierung der Einzelnetze sind jeweils angegeben. Im Be-
reich der friheren Saccharomyces sensu lato Gruppe (jetzt NS-FH: K. exigua,
unispora, servazzii, L. kluyveri, N. dairenensis, N. castelli) konnten Subnetze mit
je 100% richtiger Zuordnung der Hefen bei der internen Validierung erstellt wer-
den. Durch die nicht ganz zufrieden stellenden Netze im Bereich der Aufteilung
der Saccharomyces sensu stricto Gruppe konnte fur das Gesamtnetz eine korrek-
te Identifizierung von 98,3 % erreicht werden. Das Verhaltnis von falsch identifi-
zierten Spektren (=falsch) zu nicht identifizierbaren Spektren (=failed) lag bei
100 % zu 0 %.
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Abbildung 51: Schematische Darstellung des Gesamtnetzes unter Angabe der richtigen
Zuordnung der Hefen bei der internen Validierung in %

Bei der externen Validierung (ein Praxistest, bei welchem die untersuchten
Stamme dem KNN unbekannt sind) wurden Spektren von 16 S. cerevisiae, 2 S.
cerevisiae var. diastaticus und 6 S. pastorianus (UG) mit dem hierarchisch ange-
ordneten neuronalen Netz identifiziert (insgesamt 329 Spektren). Die Hefestam-
me wurden zu 77,2 % richtig identifiziert. Das Verhaltnis falsch zu failed lag bei
49,4 % zu 50,6 %. Die falschen Identifizierungen lagen hauptsachlich im Bereich
des Subnetzes zur Auftrennung von S. cerevisiae und S. cerevisiae var. diastati-
cus. 50,6 % der nicht richtig identifizierten Spektren konnte das Netz nicht iden-
tifizieren (failed).

5.6 Identifizierung und Differenzierung von Praxisproben
5.6.1 Identifizierung von Hefe-Praxisisolaten aus dem Brauereiumfeld

Innerhalb des Zeitraumes 2005-2007 wurden Hefeisolate mit bekannten Probe-
nahmestellen (PI-BB) und unbekannten Probenahmestellen (PI-BA) aus dem
Brauereiumfeld identifiziert. Die isolierten Hefestdmme PI-BB und PI-BA sind in
Tabelle 52 (Anhang 8.3) mit Isolierungsort bzw. -medium und Identifizierungser-

gebnis aufgelistet. Die 164 Isolate aus Brauereien mit bekannter Probenah-
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mestelle, wurden in die Gruppen Hygiene-, Rohstoff- und Bierisolate eingeteilt.
Die detaillierten Identifizierungsergebnisse der einzelnen Isolate mit deren Grup-
penzugehdrigkeit sind in Tabelle 81 (Anhang 8.12) aufgefiihrt. Abbildung 52 zeigt
die prozentuale Verteilung der Hefegattungen der 164 Isolate.

164 Hefeisolate

0,
19,1% 24,7%

B Candida sp.

B Pichia sp.
11,7% O Rhodotorula sp.
DO Saccharomyces sp.

O Wickerhamomyces sp.
20,4% O Sonstige

19,1%
4,9%

Abbildung 52: Prozentuale Verteilung der Hefegattungen von 164 Praxisisolaten (Isolate
aus Hygiene-, Rohstoff-, Bierproben) aus dem Brauereiumfeld

Die dominierenden Gattungen aus dem Brauereiumfeld waren Candida (24,7 %),
Pichia (24,7 %), Saccharomyces (19,1 %) und Wickerhamomyces (11,7 %), wo-
bei anzumerken ist, dass Pichia anomala 2008 umgruppiert wurde und nun Wi-
ckerhamomyces anomalus heiBt (153). Alle Wickerhamomyces Hefeisolate gehd-
ren der Art Wickerhamomyces anomalus an. Sie war die am starksten
auftretende Art (siehe Tabelle 81, Anhang 8.12). Ware die Umgruppierung nicht
erfolgt, hatte die Gattung Pichia den Prozentual groBten Anteil an allen Hefeisola-
ten. Innerhalb der Gattung Candida verteilten sich die Isolate auf 15 verschiede-
ne Arten. Die Gattung Pichia beinhaltete 5 verschiedene Arten, Saccharomyces 2
verschiedene Arten und die Gruppe Sonstiges beinhaltete 17 Arten aus 14 Gat-

tungen

Aus den 164 Isolaten wurden 106 Isolate, die aus Bier stammten, gesondert be-
trachtet (siehe Abbildung 53). Die prozentuale Verteilung ahnelt der aus
Abbildung 52, wobei einige Unterschiede auffallen. So haben bei den Bierisolaten
die dominierenden Gattungen folgende Reihenfolge: Candida 28,0 %, Wickerha-
momyces 17,9 %, Pichia 16 %, Saccharomyces 14,2 %. Da alle Wickerhamomy-

ces Isolate aus Bier stammten, erhéht sich deren Anteil im Vergleich zur vorheri-
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gen Verteilung. Der Anteil an Candida nahm im Vergleich zu, der von Saccharo-

myces und Pichia ab.

106 Hefeisolate

18,9%
28,3%

B Candida sp.

@ Pichia sp.

B Rhodotorula sp.
17,9% O Saccharomyces sp.

O Wickerhamomyces sp.

= )
16,0% Sonstige

14,2% 4,7%

Abbildung 53: Prozentuale Verteilung der Hefegattungen von 106 Praxisisolaten aus Bier

Die detaillierten Ergebnisse sind wiederum Tabelle 81 (Anhang 8.12) zu entneh-
men. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Hefeisolate aus Bier als Candi-
da sophiae-reginae, Pichia mandshurica, Rhodotorula mucilaginosa, Kregervanri-
ja delftensis und Williopsis californica identifiziert. Neben den Isolaten mit
bekannten Probenahmestellen wurden 162 anonyme Hefeisolate aus dem Braue-
reiumfeld mit unbekannter Probenahmestelle (PI-BA) identifiziert, welche in
Tabelle 82 (Anhang 8.12) aufgefliihrt sind. Die Gruppe PI-BA beinhalten lGberwie-
gend Saccharomyces Hefen, da Brauereien aufgerufen wurden, Saccharomyces
Hefen bereit zu stellen, um ausreichend Hefestamme zur Etablierung des neuro-
nalen Netzes fir Saccharomyces Arten aus 5.5.2. zur Verfligung zu haben. Her-
vorzuheben ist, dass sich unter den anonymen Brauereiisolaten Saccharomyces
kudriavzevii befand. Diese Art wurde bis dahin nicht aus dem Brauereiumfeld iso-
liert.

5.6.2 Identifizierung von Hefeisolaten aus indigenen fermentierten Ge-

tranken und deren Starterkulturen

Hefen wurden aus indigenen fermentierten Getranken nach der Methodik aus
4.10.2 isoliert und identifiziert. Zur Identifikation kamen die optimierte 26S-rDNA
Sequenzierung (siehe 5.2.1) und die entwickelten Real-Time PCR Systeme (siehe

5.3.1.2-5.3.1.4) zum Einsatz. Tabelle 42 zeigt, dass die Hefeisolate aus Bana-
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nenwein (Costa Rica) als H. guilliermondii, H. uvarum und S. cerevisiae identifi-

ziert wurden.

Tabelle 42: Identifizierungsergebnisse der Hefeisolate aus Bananenwein (Costa Rica)

Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart
BTII K -medium

Hanseniaspora guilliermondii PIW 3 Starterkultur Bananenwein SEQ 26s

Hanseniaspora uvarum PIW 1 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR
Hanseniaspora uvarum PIW 2 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR
S. cerevisiae PIW 4 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR
S. cerevisiae PIW 5 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR
S. cerevisiae PIW 6 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR

Die Hefearten H. uvarum und S. cerevisiae der Bananenwein-Starterkultur sind
ebenfalls bei Spontangarverfahren der Traubenweinbereitung als dominierende
Organismen anzutreffen (siehe 3.2.1.). H. guilliermondii (CBS 1972) wurde be-
reits aus Traubenmost isoliert (221). In Tabelle 43 sind die Identifizierungsergeb-
nisse der Hefeisolate aus der Satho-Starterkultur Loogpang (Thailand) aufge-
fahrt.

Tabelle 43: Identifizierungsergebnisse der Hefeisolate aus Satho-Starterkultur Loogpang (Thailand)

Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart
BTII K -medium
Issatchenkia orientalis PIS1 Starterkultur Satho SEQ 26s
S. cerevisiae PI S2 Starterkultur Satho Real-Time PCR
S. cerevisiae PI S3 Starterkultur Satho Real-Time PCR
Saccharomycopsis fibuligera PI S 4-13 Starterkultur Satho SEQ 26s
Saccharomycopsis fibuligera PIS 15 Starterkultur Satho SEQ 26s
Saccharomycopsis malanga PIS 14 Starterkultur Satho SEQ 26s

Saccharomycopsis fibuligera und malanga, die anhand ihrer Glucoamylase-
Aktivitat Reisstarke degradieren kdnnen, wurden in der Satho-Starterkultur ne-
ben Issatchenkia orientalis und S. cerevisiae identifiziert. Die vier Hefearten wur-
den bereits aus indigenen fermentierten Getranken isoliert. Saccharomycopsis
fibuligera, malanga und S. cerevisiae wurden bereits aus Reis basierten alkoholi-
schen indigenen Getranken isoliert (siehe 3.2.1). Tabelle 44 zeigt, dass die Hefei-

solate aus Chicha als S. cerevisiae identifiziert wurden.

Tabelle 44: Identifizierungsergebnisse der Hefeisolate aus Chicha (Costa Rica)

Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart
BTII K -medium
S. cerevisiae PIC1 Starterkultur Chicha Real-Time PCR
S. cerevisiae PIC?2 Starterkultur Chicha Real-Time PCR
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Da die Hefen direkt aus Chicha des dritten Gartages isoliert wurden, ist es sehr
wahrscheinlich, dass in dieser Phase der Garung die garkraftigen S. cerevisiae
Stamme bereits dominierten und andere potentielle origindre Hefestémme be-
reits nicht mehr oder in sehr geringen Zellzahlen vorlagen. S. cerevisiae konnte
in allen drei untersuchten indigenen fermentierten Getranken bzw. deren Star-
terkulturen nachgewiesen werden. Hervorzuheben ist, dass neben S. cerevisiae
keine andere Saccharomyces Art identifiziert werden konnte. Alle Isolate wurden
mit den Real-Time PCR Systemen zur Differenzierung Saccharomyces sensu stric-

to Arten und der industriell genutzten Saccharomyces Arten untersucht.

5.6.3 Re-Identifizierung von Hefen aus kinstlich kontaminierten Getran-

ken

Apfelsaft, Orangensaft und Orangenlimonade wurden wie unter 4.10.3 beschrie-
ben mit L. kluyveri und T. delbrueckii Hefestammen - typische Schadhefen alko-
holfreier Getranke - klnstlich kontaminiert. Die Kontaminationsrate betrug etwa
2000 Zellen/ml. 100 ul der kontaminierten Getranke wurden im Anschluss an die
Beimpfung und nach 72 h Inkubation mit den spezifischen Real-Time PCR-
Systemen Lkl und Tde untersucht. Die ermittelten Nachweisgrenzen der PCR-
Systeme liegen bei 1,1 x 10? (Lkl) und 1,3 x 10° (Tde) Zellen/ml (siehe 5.3.1.2),
d.h. beide Hefearten mussten schon nach der Beimpfung mittels Real-Time PCR
nachweisbar sein. Beide PCR-Systeme wurden mit interner Amplifikationskontrol-

le durchgeflihrt, um madgliche Inhibitionseffekte zu erkennen (siehe 4.8.2). In
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Tabelle 45 wurden die vier Hefestamme direkt nach der Beimpfung in filtriertem
Apfelsaft nachgewiesen. Das PCR-System Lkl lieferte niedrigere Ct-Werte als das
PCR-System Tde, was sich durch den Unterschied der Nachweisgrenzen begriin-
den lasst. Apfelsaft zeigte in der Originalprobe keinerlei Inhibitionseffekte auf die
PCR-Reaktion, da die IAC ein positives Signal lieferte. Eine Vorkontamination der

Originalprobe konnte mittels PCR innerhalb der Nachweisgrenzen ausgeschlossen
werden.
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Tabelle 45: Re-Identifizierung von Hefestdmmen aus kiinstlich kontaminierten Apfelsaft mittels
Real-Time PCR

filtrierter Apfelsaft
Hefestamm ] ]
Original beimpft Inkubiert
9 oh 72h
C IAC Ci IAC Ci IAC | CO2-Bildung
Lachancea kluyveri CBS 3082T 28,8 - 22,5 - stark
Torulaspora delbrueckii DSMZ 70504 33,5 - 22,1 - sehr stark
- +
Torulaspora delbrueckii WYSC G 1350 30,8 - 21,8 - stark
Torulaspora delbrueckii WYSC G 2133 334 - 23,1 - stark

Nach 72 h sind alle vier Hefestémme stark gewachsen, da die Ct-Werte auf 22,1-
23,1 abnahmen. Alle vier Hefestamme zeigten starke bzw. sehr starke Gasbil-
dung, was auf die garkraftige Eigenschaft dieser Hefestamme in Apfelsaft hin-
weist. Der Hefestamm T. delbrueckii DSMZ 70504, der nach der Beimpfung den
hochsten Ct-Wert mit 33,5 aufwies, hatte nach 72 h Inkubation einen sehr nied-
rigen Ct-Wert von 22,1 und zeigte sehr starke CO,-Bildung. Anhand der Ct-Wert
Absenkung konnte das starke Wachstum dieses Stammes in Apfelsaft bestatigt
werden. Ein direkter Real-Time PCR Nachweis von Hefekontaminanten in filtrier-
tem Apfelsaft war ohne Einschrankungen durchfiihrbar. Tabelle 46 zeigt die Er-
gebnisse der Re-Identifizierung der vier Hefestamme mittels Real-Time PCR aus
naturtribem Orangensaft. Sowohl die Originalprobe als auch die beimpften Pro-
ben lieferten flr die PCR-Identifizierungsreaktionen und flir die IAC keine PCR-
Signale. Dies bedeutet, dass eine Inhibition der PCR-Reaktion vorlag.

Tabelle 46: Re-Identifizierung von Hefestdmmen aus kinstlich kontaminierten Orangensaft mittels
Real-Time PCR

naturtriiber Orangensaft
Hefestamm beimpit Inkubiert
.- eimp nkubier
Original oh 72 h
Ce IAC Cu IAC Ce IAC | CO2-Bildung

Lachancea kluyveri CBS 3082T - - 29,3 - stark
Torulaspora delbrueckii DSMZ 70504 - - 29,6 - stark
Torulaspora delbrueckii WYSC G 1350 - - 26,6 - stark
Torulaspora delbrueckii WYSC G 2133 - - 31 - stark

Nach 72 h lieferten die Identifizierungs-PCR-Systeme Ct-Werte zwischen 29,3

und 31. Bei hoheren Zellzahlen konnten die Kontaminanten nachgewiesen wer-
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den. Die Ct-Werte lagen jedoch erheblich GUber den Ct-Werten der Apfelsaftproben
nach 72 h. Anhand der CO,-Bildung und der Menge an Hefesediment (nicht ge-
zeigt) ist jedoch davon auszugehen, dass die Hefestamme in Apfelsaft und Oran-
gensaft vergleichbar stark gewachsen sind. Dies deutet darauf hin, dass bei na-
turtribem Orangensaft Ct-Wert Verluste im Vergleich zu nicht inhibierenden
Getréanken anzunehmen sind. Zudem deutet es darauf hin, dass eine erhdhte
Mindestkonzentration an Template-DNA in naturtriben Orangensaft vorliegen
muss, um die inhibierenden Effekte (PCR-, DNA-Effekte) zu Uberwinden. Die
DNA-Konzentration der IAC-DNA lag bei 3 ng/pl im PCR-Reaktionsmix. Da die
ermittelten PCR-Effizienzen und Nachweisgrenzen nicht auf ein unbekanntes Ge-
trank Ubertragen werden kénnen und die IAC-PCR als Hintergrundreaktion anzu-
sehen ist, ist es schwierig, Berechnungen oder Abschdatzungen anzustellen, wel-
che DNA-Konzentration an Template-DNA noétig ist, um sie direkt aus naturtriiben
Orangensaft nachzuweisen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass DNA-
Konzentrationen mindestens Template-DNA Konzentrationen > 3 ng/ul eingesetzt
werden mussen. Zur Verbesserung des direkten Real-Time PCR Nachweises aus
naturtriben Orangensaft kénnte das DNA-Extraktionsverfahren auf dieses Ge-
trank optimiert werden, um inhibierende Substanzen zu entfernen oder zu lysie-
ren, und gegebenenfalls sollte ein DNA-Aufreinigungsverfahren nachgeschaltet

werden.
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Tabelle 47 zeigt die Ergebnisse der Re-Identifizierung der vier Hefestdmme mit-
tels Real-Time PCR aus Orangenlimonade. Die Originalprobe beinhaltet keine
Ziel-Keime und die IAC wurde nicht inhibiert. Die PCR-Reaktion nach der Beimp-
fung lieferte fir die beiden Stamme T. delbrueckii DSMZ 70504 und WYSC G1350
schwach positive Signale. Die beiden weiteren Stamme waren negativ, jedoch

war die IAC positiv. Dies bedeutet, dass keine PCR-Inhibition vorlag, jedoch inhi-
bierende DNA-Effekte vorlagen.
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Tabelle 47: Re-Identifizierung von Hefestdmmen aus kinstlich kontaminierter Orangenlimonade
mittels Real-Time PCR

Orangenlimonade
Hefestamm Original beimpft Inkubiert
9 oh 72h

Ce IAC Cu IAC Ce IAC | CO2-Bildung
Lachancea kluyveri CBS 3082T - + 30,0 - mittel
Torulaspora delbrueckii DSMZ 70504 37,0 - 23,7 - stark

- +
Torulaspora delbrueckii WYSC G 1350 37,1 - 24,1 - stark
Torulaspora delbrueckii WYSC G 2133 - + 30,8 - mittel

Nach 72 h Inkubation sind die vier Hefestédmme gewachsen und bildeten mittel
bis stark CO,. Die beiden Stamme T. delbrueckii DSMZ 70504 und WYSC G1350
zeigten ein starkeres Wachstum und niedrigere Ct-Werten. Diese beiden Stamme
vermochten demzufolge in Orangenlimonade besser zu wachsen als die beiden
anderen Stamme. Die Ct-Werte lagen im Vergleich zu Apfelsaft im Durchschnitt
héher. Dies kann die Griinde haben, dass inhibierende DNA-Effekte auch bei ho-
heren Zellzahlen zum Tragen kommen und/oder dass die Nahrstoffausstattung
der Orangenlimonade flr Hefewachstum unginstiger ist als bei Apfelsaft. Zu-
sammenfassend ist die Aussage zu treffen, dass der direkte Hefenachweis mittels
DNA-Extraktion und Real-Time PCR Systemen immer flr ein spezifisches Getrank
im Vorhinein auf mégliche Inhibitionseffekte untersucht werden muss, um magli-

che falsch negative Befunde auszuschlieBen.

5.6.4 Praxisrelevante Differenzierung von S. cerevisiae und S. pastorianus

Stammen

In 5.4.2.2 wurde die Auftrennung der 1IGS2-314-Amplifikate von S. cerevisiae
und S. pastorianus Stammen Uber DHPLC untersucht. Diese Methode bietet die
Méglichkeit der Differenzierung auf Stammebene. Sie wurde in diesem Abschnitt
auf die praktischen getranke- bzw. brauereitechnologischen Problemfélle Stamm-
differenzierung von Kontaminante und Kulturhefe, Desinfektionskontrolle und

Kulturhefestammbkontrolle — wie in 4.10.4 beschrieben - angewendet.

138



Ergebnisse

mv
'y S. cerevisiae (OG) BTII K 5-A-8
300 (Weizenbier-Betriebshefe)
200

b i Tls

» min
0
\ 2
w8 S. cerevisize BTII K 5-A-7
o (Isolat aus Limonade)
200
100
0  S—
/

/
i A e

T » min

7.852

i
o
S
0,92
4038
111
525

T

10

T » min
10

Fluoreszenz (mV)

Retentionszeit (min)

Abbildung 54: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestamme S. cerevi-
siae BTII K 5-A-8 (Weizenbier-Betriebshefe) und BTII K 5-A-7 (Isolat aus Limonade) zur
Aufklarung der Kontaminationsursache

Abbildung 54 zeigt die DHPLC-Chromatogramme einer Kontaminante aus Limo-
nade S. cerevisiae BT II K 5-A-7 (A) und der Weizenbierbetriebshefe S. cerevisi-
ae OG BT II K 5-A-8 (B). Im dritten Chromatogramm (C) aus Abbildung 54 sind
die zwei Chromatogramme A und B zusammengefasst um hervorzuheben, dass
es sich um zwei unterschiedliche Stamme handeln muss. Anhand dieses Ergeb-
nisses konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei dem Hefestamm
S. cerevisiae BT II K 5-A-7 um einen Hefestamm handelt, der nicht aus dem
Bierbereitungsprozess und den vorherigen Weizenbierabftillungen in den Limona-
denabfillprozess gelangt ist. Das DHPLC-Profil des Weizenbierhefestammes weist
Ahnlichkeiten zu den Weizenbierhefestdmmen S. cerevisiae OG W 68 und 127 auf
(siehe Abbildung 49, 5.4.2.2). Die DHPLC Auftrennung der 1GS2-314 Amplifikate
kann zur schnellen Beurteilung von S. cerevisiae und S. pastorianus UG Konta-
minationen herangezogen werden, um nachzuweisen oder auszuschlieBen, ob die

betriebseigenen Brauereikulturhefen die Kontaminationsverursacher sind. Anhand
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der DHPLC-Chromatogramme der drei Hefestamme S. pastorianus UG BT II K 8-
J-5, 8-J-4 und 8-I-5 aus Abbildung 55 sollte der Desinfektionserfolg einer Tank-
reinigung beurteilt werden. Abbildung 55 zeigt dass die Chromatogramme der
drei Hefestamme S. pastorianus UG BT II K 8-]-5 (A Betriebshefe), 8-J-4 (B Iso-
lat nach Tankdesinfektion), und 8-I-5 (C Stammkultur der Betriebshefe) identisch
sind. Chromatogramm D, in dem die Chromatogramme A, B, und C Ubereinan-
der gelegt sind, verdeutlicht, dass die drei Hefestamme identisch sind. Dies be-
deutet, dass die Gartankdesinfektion nicht erfolgreich war und noch lebende Be-
triebshefen im Tank nachgewiesen wurden. Zudem konnte ausgeschlossen
werden, dass das Isolat nach der Tankdesinfektion eine Fremdhefe war, die durch

einen Fremdeintrag in den Prozess gelang.
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Abbildung 55: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestdmme S. pastori-
anus UG BTII K 8-]-5 (Betriebshefe), BTII K 8-]-4 (Isolat nach Tankdesinfektion) und BTII
K 8-I-4 zur Kontrolle der Tankdesinfektion

140



Ergebnisse

Eine Messung der Stammkultur ist — wie in diesem Fall - empfehlenswert, um
den Vergleich mit der Betriebshefe zu bestatigen, da Betriebshefen anfalliger fur
fehlerhafte Einflisse - wie Fremdhefe-Kontaminationen und Vermischung von

Hefestammen - als die Stammkultur sind.

Eine Brauerei, die an zwei Braustatten (A, B) mit der untergarigen Kulturhefe S.
pastorianus W 34/70 arbeitet, stellte die beiden Betriebshefen zur Verfiigung. Die
Stammkultur W 34/70 A wird in regelmaBigen Abstéanden von der Hefebank Wei-
henstephan bezogen und erneuert. Die Stammbhaltung der Stammkultur W 34/70
B wurde in einem Zeitraum von mehr als 5 Jahren Braustatten-intern weiterge-
fihrt und nicht erneuert. Es sollte Uberpriift werden, ob sich W 34/70 B in die-
sem Zeitraum verandert hat. Vergleichschromatgramme des aktuellen Hefe-
stammes S. pastorianus W 34/70 der Hefebank Weihenstephan wurde in
Abbildung 56 Uber den Chromatogrammen der Hefestamme W 34/70 A und W
34/70 B platziert. Die Retentionszeiten der Peaks des Vergleichschromatogram-
mes und des Chromatogrammes W 34/70 A sind identisch. Die Peakhdéhen variie-
ren leicht, was daran liegen kann, dass die DNA-Konzentrationen der Amplifikate

nicht eingestellt wurden.
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Abbildung 56: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestdmme S. pastori-
anus UG W 34/70 (oben Hefebank Weihenstephan), W 34/70 A (Betriebshefe Braustatte
A) und W 34/70 B (Betriebshefe Braustatte B) zur Stammkontrolle der Betriebshefen
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Der Peak mit der zweithdchsten Retentionszeit wirde bei W 34/70 A ein hdheres
Fluoreszenzsignal aufweisen, wenn durch die DHPLC-Software ein héheres Maxi-
malsignal als 400 mV aufgenommen werden kénnte. Peaks mit niedrigen Fluo-
reszenzsignalen, wie der Peak mit der niedrigsten Retentionszeit, sind bei ver-
schiedenen Messungen anfalliger fur Peakhéhenschwankungen. Anhand dieses
Ergebnisses lasst sich die Aussage treffen, dass sich der DNA-Abschnitt 1GS2-314
von W 34/70 A im Vergleich zu W 34/70 Weihenstephan nicht signifikant unter-
scheidet. Das Chromatogramm von W 34/70 B unterscheidet sich eindeutig
durch die Ausbildung eines Doppelpeaks bei 5,3 und 5,6 min. Dieser Doppelpeak
steht anstelle des stark ausgepragten Einzelpeaks bei 5,4 min des Vergleich-
schromatogrammes W 34/70 Weihenstephan. Der Peak mit der niedrigsten Re-
tentionszeit weist bei W 34/70 B ein hdheres Fluoreszenzsignal auf als bei
W 34/70 Weihenstephan. Dies kann aber —wie oben bereits erwahnt - daran lie-
gen, dass Peaks mit niedrigen Fluoreszenzsignalen anfalliger fur Peakho-
henschwankungen sind. Anhand der Doppelpeakbildung von W 34/70 B konnte
nachgewiesen werden, dass sich dieser Hefestamm innerhalb des Zeitraums von
mehr als finf Jahren auf der 1GS2-314 rDNA-Region genetisch verandert hat.
Zusammenfassend stellt die DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate von
S. cerevisiae und S. pastorianus UG Stammen eine Methode zur Lésung ver-
schiedener Problemstellung der getrankemikrobiologischen QS dar, die auf eine

sehr schnelle Differenzierung auf Stammebene angewiesen sind.
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6 Diskussion

6.1 Differenzierung iiber Nahrmedien

In der getrankemikrobiologischen QS kommen als Hefeuniversalmedien haupt-
sachlich Wiurzeagar (WA), Malzextraktagar (MEA) und Orangenfruchtsaftagar
(OFSA) zum Einsatz (11, 12, 60, 135). Hefeextrakt-Malzextrakt-Agar/Bouillon
(YM-A/B), Kartoffel-Dextrose Agar (PDA), Sabouraud-Glucose Agar (SGA) und
Dichloran-Bengalrot-Chloramphenicol-Agar (DBRC) sind in der QS von Getranke-
betrieben nur vereinzelt anzufinden. Die Ergebnisse aus 5.1.1 zeigen, dass YM-
Agar als Universalmedium ebenso geeignet ist wie Wirzeagar. Das Nachweis-
spektrum war identisch und alle untersuchten getrankerelevanten Hefearten
konnten innerhalb von ein bis zwei Tagen bei aerober Bebriitung nachgewiesen
werden. Drei Hefestdmme zeigten auf YM-Agar schnelleres Wachstum als auf
Wirzeagar und zwei Hefestamme zeigten auf Wirzeagar schnelleres Wachstum
als auf YM-Agar. Das Medium flr bierschadliche Hefen (MBH) wurde ebenfalls als
Universalmedium mit aerober Bebritung untersucht und zeigte zu YM-Agar ver-
gleichbare Ergebnisse, mit der Ausnahme, dass 3 Hefestamme auf MBH im Ver-
gleich zu YM-Agar um einen Tag verspatetes Wachstum zeigten. Die Herstellung
von YM-Agar erwies sich im Vergleich zu MBH und WA als anwenderfreundlich, da
die gelésten Bestandteile mit eingestelltem pH-Wert direkt autoklaviert werden
kdnnen. Bei MBH muss eine fraktionierte Sterilisation von 2 x 2 h erfolgen; es
enthalt zudem das als sehr giftig eingestufte Ergosterol (74). Wirzeagar ist e-
benfalls anwenderfreundlich herzustellen, wenn es als Fertignahrmedium gekauft
wird; jedoch enthalt WA keinen Hefeextrakt und Pepton in niedrigeren Konzentra-
tionen als YM-Agar. Deswegen ist YM-Agar entsprechend der komplexeren
Nahrstoffaustattung ein universellerer Charakter zuzuschreiben. Wiirzeagar bzw.
Wirzegelatine wird in Brauereien meist aus der betriebseigenen Ausschlagwirze
unter Zugabe von Agar bzw. Gelatine gewonnen. Das Herstellungsverfahren ist
aufwendig, da die Ausschlagwirze filtriert wird, Agar bzw. Gelatine im Dampftopf
geldést wird und anschlieBend ein weiterer Sterilisationsschritt bei 100 °C erfolgt
(286). In dieser Arbeit wurde die Stammbhaltung und Vorkultivierung aller Praxi-
sisolate und Hefen aus Stammsammlungen (siehe Tabelle 7 und Tabelle 52) auf
YM-Agar bzw. YM-Bouillon durchgefiihrt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Hefe-
stamme aus 69 verschiedenen Hefearten konnten auf YM-Medien kultiviert wer-
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den. Zudem konnten innovative differenzierende Ansatze in YM-Agar (Coumar-
saure, Bromphenolblau) integriert werden, die den universellen Charakter des
Mediums - bezlglich der untersuchten Hefestamme - nicht beeinflussten (siehe
5.1.2). Anhand des Indikators Bromphenolblau und einer pH-Wert Einstellung auf
6,0 zeigten einige Hefearten spezifische Kolonie- bzw. Agarfarbungen. Einige NS-
FH, wie z. B. W. anomalus und D. bruxellensis zeigten spezifische Farbauspra-
gungen. Bei den Saccharomyces Hefen ist eine Differenzierung Uber die unter-
schiedlichen Farbauspragungen nur bedingt mdglich. S. cerevisiae Stamme (OG
und FH) ahnelten sich in ihrem Erscheinungsbild ebenso wie S. pastorianus
Stamme (UG und FH). In Reinkulturen unterschieden sich S. pastorianus und S.
cerevisiae. YM-Agar+Bromphenolblau kénnte in der getrankemikrobiologischen
QS zum universellen Hefenachweis unter Einbezug von Referenzkultivierungen
der Betriebshefestamme eingesetzt werden. Alle Kolonien, die sich in ihrer Farb-
auspragung von der oder den Betriebshefe(n) unterscheiden, sind als potentielle
Fremdhefen einzustufen und weitergehend zu identifizieren. Die zweite Kompo-
nente p-Coumarsaure verursachte beim Wachstum von 3 von 8 S. cerevisiae-
Fremdhefen und 9 von 18 NS-FH charakteristische Geruchsprofile (stechend,
phenolisch, ,unangenehm"), die sich vom Geruchsprofil der industriell eingesetz-
ten Hefen eindeutig (hefig, stiBlich) unterschieden (siehe Tabelle 23, 5.1.2). Der
Einsatz von p-Coumarsdure wurde vom Selektivmedium flr die Gattungen Dek-
kera/Brettanomyces nach RODRIGUES et al. abgeleitet (226). RODRIGUES et al.
berichteten, dass die Intensitat des phenolischen Geruchsprofiles stamm- bzw.
artabhangig ist und bei einem Teil der Stamme eindeutig ist und bei einem ande-
ren Teil Uber Gas-Chromatographie das Stoffwechselprodukt 4-Vinyl-Phenol bes-
tatigt werden musste. Unter 5.1.2 in Tabelle 23 konnte ebenfalls einigen Hefe-
stamme eindeutig phenolischer Charakter zugewiesen werden und andere
Hefestammen wurden mit ,unangenehm®, stechend bzw. nicht bestimmbar be-
schrieben. Dies deutet darauf hin, dass 4-Vinyl-Phenol stamm- bzw. artabhangig
in verschiedenen Konzentrationen gebildet wurde. Ein Praxiseinsatz von
YM+Coumarsaure sollte analog zum oben beschriebenen Einsatz von
YM+Bromphenolblau ablaufen, d. h. der Betriebshefestammm sollte als Referenz
zur Erstellung eines Vergleichsgeruchsprofil stets mit untersucht werden.
YM+Bromphenolblau+Coumarsaure beeinflusste das Wachstum der untersuchten

Hefestamme im Vergleich zu YM-Agar nicht. Anhand dieser Kombination konnten
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Hefestamme der Arten C. sake, C. tropicalis, D. hansenii, D. bruxellensis,
P. membranifaciens, R. glutinis, S. cerevisiae (Stamme mit phenolisch, stechen-
dem Geruchsprofil), W. anomalus, Z. bisporus, Z. rouxii eindeutig von industriell

genutzten S. cerevisiae und S. pastorianus Stammen differenziert werden.

Die Differentialnahrmedien CLEN-Agar, XMACS-agar, YM+CuSO, und YM bei
37 °C Bebritungstemperatur wurden untersucht (3, 4, 36). CLEN-Agar vermoch-
te wie in der Literatur angegeben ausschlieBlich NS-FH nachzuweisen; die Her-
stellung ist als sehr aufwendig einzustufen (3, 4). Der CLEN-Agar stellt eine Al-
ternative zum Lysinagar im Nachweis von NS-FH dar. Auf XMACS-Agar konnten 2
von 4 S. cerevisiae FH, 4 von 6 S. sensu stricto FH und 6 von 8 NS-FH nachge-
wiesen werden. Vor allem der Nachweis der S. sensu stricto FH ist fur die Praxis
relevant, da hier andere Nahrmedien meist weitgehende Nachweisllicken aufwei-
sen (135, 242). Ein obergariger und ein untergariger Kulturhefestamm (OG W
175, UG W 34/78) zeigten zu Fremdhefen vergleichbare Koloniedurchmesser.
D. h. in Betrieben, die mit diesen Hefestammen arbeiten, ist ein Einsatz von
XMACS-Medium nicht sinnvoll. Bei CLEN- und XMACS-Agar ist eine Unterschei-
dung zwischen Kultur-/ Betriebshefen, die in Minikolonien < 1mm wachsen, und
Fremdhefen, die in Kolonien > 1mm wachsen, nur flr erfahrenes Personal zu er-
kennen. Die Bereitung und Beimpfung (2 Waschschritte der Hefesuspension) sind
als aufwendig einzustufen. Unter 3.3.3 wurde ein anwenderfreundliches Fremd-
hefe-Nachweisschema flr Brauereien anhand der Medien YM-Agar, YM+CuSO,
und YM bei 37 °C nach BRANDL dargestellt (36). Die Einfachheit der Herstellung
der YM basierten Nahrmedien und deren Wirkspektren konnten in dieser Arbeit
bestatigt werden (siehe Tabelle 22, 5.1.1). Die einzige Fremdhefegruppe, die
durch die Anwendung von YM+CuSO, und YM bei 37 °C nicht abgedeckt wurde,
ist die Gruppe der S. sensu stricto FH. Aufbauend auf der Kombination von YM
basierten Nahrbéden sollten weitere YM basierte Selektivmedien entwickelt und
beurteilt werden, die in das Nachweisschema nach BRANDL integriert werden
kdnnten. YM+Thymol (130 ppm) hemmt ausschlieBlich S. cerevisiae OG W 68
(siehe Tabelle 24, 5.1.3) Dieses Medium kdénnte zum Nachweis von Fremdhefen
und abweichenden Kulturhefestammen verwendet werden, wenn S. cerevisiae
OG W 68 als Betriebshefe eingesetzt wird. Fur obergarige Brauereien, die aus-
schlieBlich mit diesem Hefestamm arbeiten, kénnte YM+Thymol als alleiniges

Nahrmedium eingesetzt werden. Eine Thymolkonzentration von 135 ppm hemm-
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te zusatzlich S. cerevisiae OG W 175 und S. pastorianus UG W 34/70, 34/78, 66.
Die Uberwiegende Anzahl der Fremdhefen, insbesondere die S. sensu stricto
Fremdhefen wurden nicht gehemmt, d. h. aus diesem Zusammenhang kdnnte
ein praxisrelevantes Nahrmedium flir die Kontrolle dieser Betriebshefestamme
resultieren. BENNIS et al. bestimmten fur S. cerevisiae Backerhefe eine minimale
Hemmstoffkonzentration (MHK) von 451 ppm Thymol in YNB-Medium+ Glucose
und konnten im Elektronenmikroskop eindeutige Schadigungen der Zellwand er-
kennen (25). Obwohl das Basis-Medium dieser Studie nicht identisch war, ist er-
kennbar, dass alle Brauereikulturhefen bei einer Konzentration von 200 ppm
Thymol gehemmt wurden, wohingegen einige S. cerevisiae Fremdhefestamme
(denen auch die Backerhefe zugeordnet werden kann) bei 300 ppm noch Wachs-
tum zeigten. S. sensu stricto FH und L. kluyveri, N. castelli zeigten ebenfalls bei
200 ppm Thymol kein Wachstum. D. h. Brauereikulturhefen sind empfindlicher
gegenlUber Thymol als der S. cerevisiae Backerhefestamm, der von BENNIS et.
al. untersucht wurde. YM+Clotrimazol (0,5 ppm) hemmte das Wachstum von S.
pastorianus UG W 34/78 und 66 (siehe Tabelle 25, 5.1.3). Viele weitere Braue-
reikulturhefen zeigten schwaches Wachstum, wobei die Uberwiegende Anzahl an
Fremdhefen Wachstum zeigten. YM+Clotrimazol kénnte zum Fremdhefennach-
weis in den Brauereikulturhefestéammen S. pastorianus UG W 34/78 und 66 ge-
nutzt werden. Eine Erhéhung der Clotrimazolkonzentration kénnte weitergehend
untersucht werden, mit dem Ziel, das Wachstum weiterer Kulturhefen zu unter-
driicken, um YM+Clotrimazol =zusatzlich fir diese einsetzbar zu machen.
YM+Miconazol (0,1 ppm) hemmte die obergarigen Kulturhefen S. cerevisiae OG
W 68, 127, 175 und 177 und kdénnte zum Nachweis von untergarigen Kulturhefen
und Fremdhefen in diesen Hefestammen genutzt werden (siehe Tabelle 25,
5.1.3). Obergadrige Kulturhefen flir Weizenbier sind im Regelfall wahrend der Ga-
rung niedrigeren Konzentrationen an Hopfenbitterstoffen (BE) ausgesetzt als un-
tergarige Brauereihefestamme. In diesem Zusammenhang ware es weitergehend
untersuchenswert, ob untergarige Hefen durch ihre fortwdhrende Flihrung in Me-
dien mit hoher Hopfenbitterstoff-Konzentration analoge Resistenzen gegeniber
anderen Substanzen (z. B. Miconazol) ausbilden kénnen und inwieweit solche
Resistenzsysteme zusammenhangen. YM+Eugenol (465 ppm) zeigte eine ahnli-
che Wirkung und hemmte die drei Weizenbierhefen S. cerevisiae OG W 68, 127,

175; die untergarigen Hefestamme und die verbleibenden obergadrigen Hefe-
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stamme zeigten Wachstum, die meisten Fremdhefen wurden gehemmt (siehe
Tabelle 26, 5.1.3). Dieses Medium kénnte sich zum Nachweis der untergarigen
Kulturhefen und obergarigen Nicht-Weizenbierhefen in den untersuchten oberga-
rigen Weizenbierhefen eignen. Die Nahrmedien YM+Ferulasdaure, YM+Zimtsaure,
YM+Linalool, YM+Nystatin, YM+Chitosan lieferten Hefehemmspektren, die nur
bedingt Praxisanwendungen nach sich ziehen. Mégliche Praxisanwendungen die-
ser Medien wurden bereits unter 5.1.3. beschrieben. Beim Wachstum vieler Hefe-
stamme (S. cerevisiae, NS-FH) auf YM+Ferulasdure und +Zimtsaure wurden
phenolisch riechende Substanzen (dhnlich zu YM-Agar+Coumarsaure) gebildet.
Nach DALY et al. sollte es sich um Styrol (aus Zimtsaure) und 4-Vinyl-Guajacol
(aus Ferulasaure) handeln (53). Diese Zusammenhange wurden in dieser Arbeit
nicht naher verfolgt, es kdnnten jedoch Nahrmedien analog zu YM+Coumarsaure
entwickelt werden, die speziell auf die Produktion phenolischer Stoffwechselpro-
dukte einzelner Hefestamme abzielt. Hierbei sollten Konzentrationen an Ferula-
und Zimtsdure eingesetzt werden, die das Hefewachstum generell nicht beein-
flussen. Abbildung 57 zeigt das Probenbearbeitungsschema zum Fremdhefe-
nachweis flr obergarige und untergarige Brauereien nach BRANDL, basierend auf
YM-Varianten, in das die entwickelten YM-Varianten dieser Arbeit integriert wur-
den.
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YM+Clotrimazol/ 28 °c YM/ 37 °C YM+CuS0,/ 28 °C YM/ 37 °C YM+CS+BPB/ 28 °C
(Betriebshefen W 34/78, 66) || OG S. c.-FH 0G Alle Hefen
oG S. c.-FH NS-FH S. c.-FH

+ o
S. c.-FH NS-FH NS-FH YM _CuSO4/ 28 °C
S. c.-FH

S.s.s.-FH v
NS-FH NS-FH

YM+Thymol 135 ppm/ 28 °C

(Betriebshefen W 34/70, 34/78, 66)

S. c.-FH

S.s.s.-FH

NS-FH

I Obergarige Brauerei ‘

Unfiltratbereich Filtratbereich

+ I v v
YM+Thymol 130 ppm/ 28 °C YM+CuSO,/ 28 °c YM/ 37 °C YM+CS+BPB / 28 °C
(Betriebshefen W 68) S. c.-FH oG Alle Hefen
uG NS-FH -

S. c.-FH AT YM+Cus0,/ 28 °
_ S. c.-FH

S.s.s.-FH
NS-FH - NS-FH

YM+ Miconazol/ 28 °C

(Betriebshefen W 68, 127,

Ugs’ 177 CS = Coumarsaure

S. c.-FH BPB = Bromphenolblau

. S. ¢.-FH = S. cerevisiae Fremdhefen
S.s.s.-FH ;
NS-FH S. 5. 5. -FH = S. sensu stricto Fremdhefen

Abbildung 57: Erweitertes Probenbearbeitungsschema, basierend auf YM-Varianten zum
Fremdhefenachweis in untergdrigen und obergarigen Brauereien (erweitert nach (36))
Die Saccharomyces-Fremdhefen wurden in die Gruppen S. cerevisiae Fremdhefen
und S. sensu stricto Fremdhefen unterteilt, mit Hinsicht darauf, dass bei vielen
Nahrmedien die S. sensu stricto Fremdhefen nicht erfasst werden (135, 242).
Der universelle Fremdhefenachweis  durch  YM-Agar wurde  durch
YM+Bromphenolblau+Coumarsaure ersetzt, wodurch schon eine Differenzierung
bestimmter Hefearten simultan zur universellen Anreicherung stattfindet (siehe
oben). Die neuartigen YM-Varianten, die der Unfiltrat-Seite hinzugeflugt wurden,
begrenzen sich auf Prozesse, in denen bestimmte Betriebshefen eingesetzt wer-
den (diese sind in Abbildung 57 in Klammern vermerkt). Die Betriebshefestamme
W34/70, 34/78, 66, 68, 127, 175 werden von sehr vielen Brauereien eingesetzt
und sind von hdéchster Praxisrelevanz (68-70). Die Differentialmedien des Unfilt-
ratbereiches aus Abbildung 57 sind auf den Filtratbereich (bertragbar.
YM+Bromphenolblau+Coumarsaure kann im Filtratbereich anderer alkoholischer
Getranke (z. B. Wein, Apfelwein) zum universellen Hefenachweis eingesetzt wer-

den, jedoch muss zunachst der jeweilige Betriebshefestamm auf die Bildung von
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4-Vinyl-Phenol aus Coumarsdaure auf diesem Medium untersucht werden. Bei
nicht-fermentierten alkoholfreien Getranken ist der Einsatz von
YM+Bromphenolblau+Coumarsaure zum Hefenachweis ohne Einschrankungen
madglich. YM-CUSOQy,-lasst sich auf Filtrat und Unfiltrat Bereich anderer alkoholi-
scher Getranke Ubertragen, nachdem untersucht wurde, ob der Betriebshefe-
stamm bei 210 ppm CuSO, gehemmt wird. Gegebenenfalls muss die Kupfersul-
fatkonzentration soweit erhoht werden, bis der Betriebshefestamm unterdrickt
wird. FUr Apfelwein-Hersteller, die kaltgarend arbeiten und mit S. bayanus oder
S. pastorianus Stammen als Betriebshefen arbeiten, ist der Einsatz von YM bei
37 °C sinnvoll, wobei hier ebenfalls Uberprift werden muss, ob der Betriebshefe-
stamm bei 37 °C Bebritungstemperatur unterdriickt wird. Alle weiteren Hemm-
stoffe aus Abbildung 57, die mit YM kombiniert wurden, zielen ausschlieBlich auf
den Einsatz in Brauereien ab, jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass sie bei den
untersuchten oder hdheren Konzentrationen auch andere industrielle Hefen
(Wein-, Brennereihefen) hemmen. Dies miusste jedoch flr den jeweiligen Hemm-

stoff evaluiert werden.

In dieser Arbeit wurde erstmals das Wachstumsverhalten von getrankerelevanten
Hefen auf CHROMagar Candida untersucht. Die Ergebnisse aus Tabelle 27 unter
5.1.4 bestétigten die Ergebnisse von TORNAI-LEHOCKI und PETER, dass S. cere-
visiae Stamme violette Kolonien bilden und Z. bailii (violett) und Z. rouxii (hell-
gelb) differenziert werden kénnen (271). In dieser Arbeit zeigten Saccharomyces
cerevisiae Hefen hell-violette bis dunkel-violette, S. pastorianus UG Stamme
dunkelblau-violette und S. bayanus/S. pastorianus Stamme violett bis dunkel-
violette Koloniefarbungen. Eine Differenzierung der Saccharomyces Arten war
wegen der ahnlichen Farbtone mit CHROMagar Candida nicht mdglich. 13 von 14
Hefestamme der Nicht-Saccharomyces Arten zeigten eine deutlich unterschiedli-
che Koloniefarbung zu den Saccharomyces-Hefen und kdnnen somit eindeutig
differenziert werden. CHROMagar Candida kann als Nahrmedium zum Nachweis
NS-FH in der getrankemikrobiologischen QS eingesetzt werden. Da dieses Nahr-
medium keine Hemmstoffe beinhaltet, werden Saccharomyces-Kulturhefen nicht
gehemmt, und es kdnnen farblich abweichende Kolonien von den violetten Kul-
turhefen unterschieden werden. Dies bietet den Vorteil, dass ein Kontaminations-
rate von NSFH zu Kulturhefen ermittelt werden kann.
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6.2 Sequenzierung/ Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse der D1/D2 26S-rDNA ist als Referenzmethode zur Identifika-
tion von Hefen auf Stammebene etabliert (151). In dieser Arbeit konnte bestatigt
werden, dass die Sequenzanalyse der D1/D2 26S-rDNA flr getréankerelevante
Hefearten ebenfalls eine zuverldssige Referenzmethode darstellt, da anhand die-
ser Methode 123 Hefeisolate eindeutig 49 Hefearten zugewiesen werden konnten
(siehe Tabelle 52, 8.3). Es konnte ebenfalls bestatigt werden, dass Hefearten in-
nerhalb der drei Cluster H. uvarum/ H. guilliermondii, S. cerevisiae/ S. bayanus,
S. pastorianus und Filobasidium floriforme/ Filobasidium elegans/ Cryptococcus
magnus mit dieser Methode nicht eindeutig identifiziert werden kénnen. BEH et
al. beschrieben diese Problematik und erlauterten, dass die ITS1-5,8S-ITS2-
rDNA Region zur Identifizierung der Hefearten dieser Cluster geeignet ist (21).
Eine Sequenzierung der ITS1-5,8-ITS2 lies eine Identifizierung der Praxisisolate
als H. uvarum, H. guilliermondi und eine Differenzierung von S. cerevisiae und S.
bayanus/ S. pastorianus zu (siehe Tabelle 52, 8.3). Dies bestatigt die héhere in-
terspezifische Variabilitat der ITS1-5,8-ITS2 rDNA Region im Vergleich zur 26S-
rDNA-Region (84). Die Praxisisolate, die als Filobasidium floriforme/ Filobasidium
elegans/ Cryptococcus magnus mittels 26S-rDNA-Sequenzierung identifiziert
wurden, wurden nicht weitergehend differenziert. S. cerevisiae und S. bayanus/
S. pastorianus sowie andere Saccharomyces Praxisisolate konnten Uber I1GS2-
rDNA Sequenzierung und spezifische Real-Time PCR Systeme auf Artebene iden-
tifiziert werden (siehe 5.2.4 5.3.1.3, 5.3.1.4 und Tabelle 52, 8.3). Die ITS1-5,8S-
ITS2-rDNA Sequenzierung lasst eine Vordifferenzierung der Saccharomyces Arten
zu, jedoch sind die wenigen Polymorphismen auf diesem DNA-Abschnitt nicht
ausreichend, um eine sichere Artidentifizierung zuzulassen (siehe Tabelle 58,
8.6). Die Sequenzierung der IGS2-rDNA nach GANLEY et al. lasst eine Identifizie-
rung der Saccharomyces Arten grundsatzlich zu (95), jedoch kénnen die unter-
garigen Brauereihefen (S. pastorianus UG) nicht eindeutig von S. cerevisiae an-
hand einer konventionellen Sequenzierung dieser Region unterschieden werden
(siehe 5.2.4). Der Grund hierfir ist der Hybridcharakter der untergarigen Braue-
reikulturhefen, wobei der Hauptanteil der IGS2-rDNA S. cerevisiae entspricht
(siehe 5.2.4.). Dies bedeutet die sequenzierbaren Abschnitte der IGS2-rDNA ent-
sprechen S. cerevisiae. Den Hybridcharakter stellten BRANDL et al. bereits flr

die ITS1-5,8S-ITS2 rDNA Region fest (36, 37). Einige Sequenzunterschiede der
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IGS2-rDNA einzelner Hefestamme, die auf wenigen Basen beruhen, kdnnten der
Stammcharakterisierung nutzen, jedoch nicht der Artdifferenzierung. Ein Ab-
schnitt der IGS2-rDNA war nicht sequenzierbar, da dieser Abschnitt auf verschie-
denen tandem-repeats der rDNA unterschiedlich ausgepragt (variabler Abschnitt)
ist. Dies wurde Uber die DHPLC-Analyse bestatigt und weitergehend zur Stamm-
differenzierung mittels DHPLC genutzt (siehe 5.2.4, 5.4.2.2). Die Ergebnisse bes-
tatigen die Aussagen von MOLINA et. al. und MONTROCHER et al., dass verein-
zelte DNA-Abschnitte der IGS-Regionen intraspezifische Unterschiede aufweisen
kénnen (181, 182). Die IGS1-rDNA konnte in dieser Arbeit ebenfalls nach
GANLEY et al. amplifiziert werden, jedoch wurden keine Sequenzierungen durch-
geflhrt. Flr weitergehende Arbeiten ware eine Analyse der IGS1rDNA bezlglich
eines variablen Abschnittes, wie er bei der IGS2 rDNA gefunden wurde, von Inte-

resse.

Die Zeiten des Temperaturprotokolles der PCR-Reaktionen zur Amplifikation der
D1/D2 26S-rDNA und ITS1-5,8S-ITS2-rDNA wurden optimiert. Die reine Reakti-
onszeit der PCR konnte - ohne QualitatseinbuBen der PCR-Produkte - bei beiden
Protokollen von 11600 sec auf 6150 sec (26S-B, ITS-B) verkirzt werden. Auf-
heiz- und Abklhlraten wurden nicht berlicksichtigt, da diese vom PCR-Cycler ab-
hangig sind. Die Nettoreaktionszeit liegt somit bei 1h 42 min. Die Gesamtreakti-
onszeit belauft (inkl. Heizraten) sich auf etwa 2 h -2h 20 min (je nach Cycler
Model). Fur die Einbindung der Sequenzanalyse in die getrankemikrobiologische
QS wurden ein zeitliches Ablaufschema und eine Kostenanalyse durchgefiihrt
(siehe 5.2.5). Es wurde mit einer Auftragssequenzierung gerechnet, da es un-
wahrscheinlich ist, dass ein betriebsinternes QS-Labor ein Sequenziergerat hat
oder anschafft. Die reine betriebsinterne Analysendauer belauft sich auf unter
4 h, das Ergebnis steht am Folgetag zur Verfligung und es entstehen Gesamtkos-
ten von 34,60 € pro identifizierter Probe. Wird die gesamte Analyse an ein exter-
nes Labor vergeben, belaufen sich die Identifizierungskosten auf etwa 120-150
€. Zusammenfassend eighen sich Sequenzanalysen, um auf Artebene zuverlassig
getrankerelevante Hefen zu identifizieren. In der Regel sind die 26S- und die
ITS1-5,8S-ITS2-rDNA Sequenzierung hierfliir ausreichend. Im Fall der Saccharo-
myces Arten empfiehlt es sich, die IGS2-rDNA Sequenzierung zu nutzten. Ledig-
lich die Arten S. cerevisiae, S. pastorianus UG (Cluster 1) und S. bayanus, S.

pastorianus (Cluster 2) lassen sich anhand der IGS2-rDNA Analyse in zwei
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Cluster einordnen. Hier empfiehlt es sich anhand spezifischer Real-Time PCR Sys-
teme, die weitere DNA-Regionen einbeziehen, weitergehend zu differenzieren
(siehe 5.3.1.4). Da die IGS2-rDNA Sequenzierung eine - flr die Praxis - seltene
Analyse darstellt, wurde eine zeitliche Optimierung des Temperaturprotokolles

bisher nicht vorgenommen.
6.3 Real-Time PCR

In der vorliegenden Arbeit zielte die Entwicklung eines Real-Time PCR Screening-
systemes auf einen Gruppennachweis fur getrankerelevante Hefearten ab. Hierzu
wurde ein Tagman-Sonden basiertes Real-Time PCR System auf einem konser-
vierten Bereich der D1/D2 26S-rDNA etabliert. Der Vorteil dieser Ziel-Sequenz
ist, dass diese Sequenzinformation fir nahezu alle Hefearten verfligbar ist und
aus Online-Datenbanken bezogen werden kann (151, 221). Somit ist es auf ein-
fache Art modglich, unbekannte oder bisher nicht evaluierte Hefearten anhand
ihres Sequenzprofiles auf eine Kompatibilitat des entwickelten Primer- und Son-
densystemes zu untersuchen. DORRIES entwickelte ebenfalls ein Screening Sys-
tem flr getrankerelevante Hefen und nutzte als Target-Sequenz das EF-3-Gen
(Elongationsfaktor 3), welches fast ausschlieBlich bei Hefen und Pilzen anzutref-
fen ist (71). Die phylogenetische Distanz zwischen den Unterabteilungen Asco-
mycota und Basidiomycota auf Grund der EF-3-Sequenz korreliert mit der phylo-
genetischen Ordnung, die auf der Sequenz der D1/D2 26S rDNA beruht (71, 83,
151). Um das EF-3-Gen basierte Real-Time PCR-System zu entwickeln und zu
evaluieren, musste DORRIES 93 Hefestdmme auf diesem Gen sequenzieren (71).
Das in dieser Arbeit entwickelte Real-Time PCR Screening-System flr getréankere-
levante Hefen (SGH) bietet den Vorteil, dass aufgrund der Verflgbarkeit der
26S-rDNA bzw. 28S-rDNA in Datenbanken nahezu alle Hefearten bzw. Schim-
melpilzarten auf ihre Sequenz-Kompatibilitdt zu dem System Uberprift werden
kdénnen. D. h. Sequenzierungen sind ausschlieBlich bei Arten durchzufiihren, de-
ren 26S- bzw. 28S-rDNASequenz nicht verfligbar ist. Die Evaluierungsergebnisse
des SGH dieser Arbeit und des Screening Systemes nach DORRIES waren ver-
gleichbar. Beide Systeme zeigten eine Sensitivitdt von 100 % (keine falsch nega-
tiven Ergebnisse) gegenlber Hefen, eine Spezifitdat von 100 % (keine falsch posi-
tiven) gegenuber Bakterien. Die Spezifitdat gegenuber Schimmelpilzen lag bei

SGH bei 41,7 % (falsch positive Ergebnisse bei 7 von 12 Stéammen) und beim
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Screening-System nach DORRIES bei 56,7 % (falsch positive Ergebnisse bei 13
von 30 Stdmmen) (71). Da DORRIES ein gréBeres Stammset an Bakterien und
Schimmelpilzen verwendete, sind die Sensitivitdten und Spezifitaten nicht direkt
vergleichbar; das SGH misste mit dem identischen Stammset evaluiert werden,
um eine absolute Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Das Stammset dieser Arbeit
zur Evaluierung des SGH beinhaltete Gberwiegend Bakterien und Schimmelpilze,
die eine Rolle als Schadorganismen oder Begleitflora in der Brau- und Getranke-
industrie spielen (siehe Tabelle 59, 8.7). Da Schimmelpilze in CO,-haltigen Ge-
tranken aufgrund der anaeroben Milieubedingungen ein niedriges Schadpotential
aufweisen, ist die verminderte Sensitivitat gegenliber Schimmelpilzen nicht als
Nachteil zu sehen (13). In nicht-karbonisierten fruchthaltigen Getranken spielen
Schimmelpilze, die hitzeresistente Sporen bilden, eine Rolle als Schadkeime (13,
206). Die Detektion der hitzeresistenten Schimmelpilze Byssochlamys fulva, Neo-
sartorya fischeri, Paecilomyces variotii und Talaromyces flavus durch das SGH ist
in diesem Getrankesegment als Vorteil anzusehen (siehe Tabelle 59, 8.7). Der
Hauptgrund fur die Entwicklung des Real-Time PCR Screening-Systems fir ge-
trankerelevante Hefen war, dass die Fluoreszenzsonden bzw. —farbstoffe sowie
das Temperaturprotokoll zu den entwickelten Identifizierungssystemen und Diffe-
renzierungssystemen dieser Arbeit kompatibel sein sollten. Das Screening-
System nach DORRIES basiert auf Hybridisierungssonden und einem abweichen-
den Temperaturprotokoll und ist somit nicht zu den Real-Time PCR Systemen die-
ser Arbeit kompatibel bzw. simultan einsetzbar (71). Das SGH kann simultan zu
jedem Real-Time PCR-Identifizierungssystem dieser Arbeit eingesetzt werden, um
die Anwesenheit von Hefe-DNA zu bestatigen. Die Nachweisgrenze des SGH flr
den Hefestamm S. pastorianus UG W34/70 lag bei 1,9 x 10? Zellen/ml (siehe
5.3.1.1). Es wurden 18 neuartige Real-Time PCR-Systeme zur Identifizierung von
Arten der Gruppe der Nicht-Saccharomyces Hefen entwickelt, die Sensitivitaten
gegenlber den Ziel-Organismen und Spezifitdten gegenuber den Nicht-Ziel-
Organismen von 100 % aufwiesen (siehe 5.3.1.2). Die Nachweisgrenzen der ein-
zelnen PCR-Systeme lagen zwischen 5,1 x 10* und 1,1 x 10* Zellen/ml. Hierbei
wurde die Strategie des Primer- und Sondendesigns nach BRANDL verfolgt. Eine
universelle Fluoreszenzsonde (Y58) - das teuerste Reagenz der Real-Time PCR
Analytik neben der Polymerase - wurde flir die Uberwiegende Anzahl der Real-

Time PCR-Systeme verwendet und die Primerkombinationen gaben den PCR-
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Systemen die Spezifitat (36). Zum einen kann somit das Reagenz Fluoreszenz-
sonde eingespart werden, zum anderen ist es einfach, die bestehenden Systeme
als PCR-Systeme flir einen Gruppennachweis zu kombinieren bzw. Real-Time PCR
Systeme flr weitere NS-FH nach diesem Prinzip zu entwickeln. In dieser Arbeit
wurden erstmalig Real-Time PCR-Identifizierungssysteme flur Hefearten des Sac-
charomyces sensu stricto Komplexes (S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. mikatae,
S. paradoxus) entwickelt. Diese sind auf der IGS2-rDNA lokalisiert (siehe
5.3.1.3). Nachweisgrenzen und PCR-Effizienzen sind unter 5.3.1.3 und 8.9 be-
schrieben. Diese Arten scheinen von untergeordneter Relevanz fur die Getranke-
industrie zu sein, da sie sie dort bisher nicht auftauchten, mit der Ausnahme ei-
nes S. cariocanus Stammes, der aus Pulque (fermentiertes Getrank aus
Agavensaft) isoliert wurde und S. paradoxus Stammen, die von Traubenoberfla-
chen isoliert wurde (162, 220, 221, 259). Mithilfe der PCR-Systeme konnte erst-
malig ein Praxisisolat aus dem Brauereiumfeld als S. kudriavzevii (PI BA 49) i-
dentifiziert werden. Dieses Ergebnis wurde Uuber IGS2-rDNA Sequenzierung
bestatigt (siehe Tabelle 52, 8.3.). Es ist wahrscheinlich, dass in Spontanfermen-
tationen, in welche Rohstoffe mit Hefen aus der Umwelt in den Prozess gelangen,
auch Stamme dieser 4 S. Arten vorkommen kdnnen. Mit den bisherigen Metho-
den zur Aufklarung von spontanen Starterkulturen wurde meist nur auf die Iden-
tifikation von S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus und ggf. noch auf S. pa-
radoxus abgezielt (79, 117, 175, 220). Die entwickelten PCR-Systeme kdnnen
zur Aufklarung der Saccharomyces Arten aus Spontanfermentationen und zur

Identifikation von Saccharomyces Fremdhefen eingesetzt werden.

Zudem wurden Identifizierungs- bzw. Differenzierungs-Real-Time PCR Systeme
fur industriell genutzte Saccharomyces Arten (S. cerevisiae, S. pastorianus UG,
S. bayanus/ S. pastorianus) entwickelt, die auch dem S. sensu stricto Komplex
angehdren. Hierzu wurden PCR-Systeme auf den Sequenzen der LRE1-, GRC3-,
COXII-Genen entwickelt und mit den bestehenden PCR-Systemen Sce, Sbp und
UG300 nach BRANDL et al. kombiniert (36, 37). In Einzelkolonien ist eine Identi-
fizierung der Arten S. cerevisiae, S. pastorianus UG, S. bayanus, S. bayanus/ S.
pastorianus moglich. Das Problem, dass der liberwiegende Teil der S. bayanus
und S. pastorianus nicht eindeutig differenziert werden kann, wird unter 5.3.1.4
detailliert beschrieben. Dies ist flir den Praxiseinsatz der PCR-Systeme weniger

von Bedeutung, da S. bayanus und S. pastorianus in allen garungstechnologi-
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schen Prozessen, die mit S. cerevisiae und S. pastorianus UG Starterkulturen
arbeiten, als Fremdhefen betrachtet werden kénnen und es keine Rolle spielt, ob
sie weitergehend differenziert werden oder als Gruppe S. bayanus/S. pastorianus
identifiziert werden (siehe Tabelle 1, 3.2.1.). Das Schadpotential dieser beiden
Arten ist vergleichbar. Nur ein Teil der S. bayanus Stamme konnte anhand der
PCR-Systeme eindeutig S. bayanus zugeordnet werden. Die Einteilung der S.
bayanus Stamme anhand der Identifizierungsergebnisse in S. bayanus und S.
bayanus/ S. pastorianus bestatigt die Aussage von RAINIERI et al., dass S. bay-
anus wahrscheinlich aus zwei Gruppen besteht (217). Nach RAINIERI et al. bein-
haltet eine Gruppe die reinen S. bayanus Stamme und die zweite Gruppe Stam-
me, die der ehemals eigenstandigen Spezies S. uvarum ahnlich sind (217). Diese
konnten anhand der PCR-Muster nicht bestatigt werden, da sowohl reine S. bay-
anus Stamme als auch der untersuchte S. uvarum (S. bayanus BT II K 1-C-3)
Stamm die gleichen PCR-Ergebnisse lieferten (LRE1 -, UG300 -, Sbp +). Die He-
festamme S. bayanus DSM 70411, 70508 hingegen zeigten PCR-Muster, die iden-
tisch zu S. pastorianus CBS 1503, 1513, 1538, DSM 6580NT, 6581 waren (LRE1l
+, UG300 +, Sbp +). Die Hefestamme CBS 2440, 6017 werden am CBS unter
der Artbezeichnung S. bayanus/ S. pastorianus gefuhrt und lieferten das gleiche
PCR-Muster wie die vorherige S. pastorianus Gruppe (LRE1 +, UG300 +, Sbp +).
Praxisisolate dieser Arbeit mit diesem PCR-Muster wurden dem zu Folge als S.
bayanus/ S. pastorianus bezeichnet. Um die Praxisanwendung der PCR-Methoden
und deren Identifizierungsergebnisse unmissverstandlicher zu interpretieren, wa-
re es sinnvoll, alle Hefestamme, die das PCR-Muster LRE1 +, UG300 +, Sbp +
liefern, als S. pastorianus zu bezeichnen; somit ware eine klare Abtrennung zwi-
schen S. pastorianus und S. bayanus gegeben. Aus taxonomischer Sicht muss
zunachst der Kompromiss der Identifikation von Praxisproben als S. bayanus und
S. bayanus/ S. pastorianus beibehalten werden, um keine Falschaussage zu tref-
fen. FUr eine erneute Evaluierung der Real-Time PCR Systeme ware es von Vor-
teil, wenn alle S. bayanus und S. pastorianus Stamme aus/von Stammsammlun-
gen erneut eindeutig zugeordnet wirden und erneut Uberprift wirden. Das PCR-
System  OG-COXII-MGB  konnte durch eine hochspezifische MGB-
Fluoreszenzsonde (OG-MGB) spezifisch flr S. cerevisiae gestaltet werden (siehe
3.3.5). S. cerevisiae konnte durch das PCR-System OG-COXII eindeutig - auch

aus Mischkulturen - identifiziert werden. Aus Mischungen zwischen S. cerevisiae
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OG W 68 und S. pastorianus UG W 34/70 von 1: 1000 (10° in 10°) konnte der S.
cerevisiae Anteil eindeutig identifiziert werden. Somit ist es erstmals moglich, S.
cerevisiae Kontaminanten in hefehaltigen untergarigen Brauereiprozessen (Pro-
pagation, Garung Lagerung) direkt nachzuweisen. Dieses war bisher aufgrund
der Hybridnatur der untergarigen Brauereihefen (S. pastorianus UG) nicht még-
lich (36). Dies ist von besonderer Praxisrelevanz, da S. cerevisiae die am hau-
figsten auftretende Schadhefe im Brauereibereich und in der alkoholfreien Ge-
trankeindustrie darstellt (10, 13). Im Jahr 2008 lag der Absatzanteil des Bier-
und Biermischgetrankemarktes von untergarigen Bier bei 83,5 % (2). Global liegt
der Anteil der untergarigen Bierproduktion an der Gesamtbierproduktion wahr-
scheinlich bei Uber 90 %, d. h. eine Anwendung des PCR-Systemes OG-COXII ist
in der mikrobiologischen QS fast aller Brauereien méglich bzw. sinnvoll. Anderer-
seits erlauben die PCR-Systeme UG300, Sbp, UG-LRE1 einen direkten Nachweis
von S. pastorianus UG, S. bayanus und S. pastorianus in obergarigen Prozessen,
die mit S. cerevisiae als Starterkultur arbeiten (obergarige Bierproduktion, Wein,
Apfelwein, Brennereimaischen). In Prozessen, die mit reinen S. bayanus oder S.
pastorianus Stammen als Starterkulturen arbeiten (Wein, Apfelwein), kénnen
Kontaminationen mit S. cerevisiae (PCR-Muster OG-COX II +, Sce +, Sc-GRC3
+) und S. pastorianus UG Stamme (PCR-Muster OG-COX II -, Sce +, Sc-GRC3 +)
direkt analysiert werden. Die untergarige Brauereihefe S. pastorianus UG kann in
Reinkultur anhand ihres Hybridcharakters und des daraus resultierenden PCR
Musters (Sce +, Sc-GRC3 +, UG 300 +, UG-LRE1 +, Sbp +/-) eindeutig identifi-
ziert werden und von den anderen S. Arten abgegrenzt werden. Es stellt sich die
Frage, ob es nicht sinnvoll ware, sie wieder einer eigenstandigen Art zuzuweisen,
da es bei Publikationen und in der Brauereifachsprache immer wieder zu Ver-
wechslungen durch die Zuordnung zu S. pastorianus kommt. So wird in Vero6f-
fentlichungen oft von ,lager brewing strains™ oder ,untergdrigen Brauereihefen"
geschrieben, um Verwechslungen mit den reinen S. pastorianus Hefen bzw. den
S. pastorianus Fremdhefen zu vermeiden (36, 143, 216). Die alte Art-
Bezeichnung S. carlsbergensis ist zwar aus taxonomischer Sicht weniger korrekt,
sorgte jedoch fiur mehr Klarheit. Sinnvoll ware eine klar abgrenzende, jedoch ta-
xonomisch korrekte Art-Bezeichnung wie z. B. S. pastorianus ssp. carlsbergensis.
Die PCR-Systeme zur Differenzierung der industriell genutzten Hefen gingen kei-

ne falsch positiven Reaktionen mit den vier S. sensu stricto Arten S. cariocanus,
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S. kudriavzevii, S. mikatae und S. paradoxus ein (siehe Tabelle 36, 5.3.1.4).
Nachweisgrenzen und PCR Effizienzen der PCR-Systeme sind unter 8.10 zusam-
mengefasst. Alle Real-Time PCR-Systeme dieser Arbeit sind aufgrund des identi-
schen Temperaturprotokolles und der gleichen Farbstoffwahl kompatibel und
kdnnen simultan in verschiedenen Wells eines Real-Time PCR Laufes angewendet
werden. Hierbei kdnnen verschiedenste Kombinationen fiir verschiedenste An-
wendungen durchgefihrt werden. So kénnen z. B. die Informationen aus 3.2.1
und 3.2.2 genutzt werden, um die Real-Time PCR Systeme so zu kombinieren,
dass relevante Schadhefen fiir bestimmte Getranke direkt bestimmt werden,
dass spontane Starterkulturen direkt aufgeklart werden oder dass Hefen bezlg-

lich ihres Garpotentiales identifiziert werden (siehe Tabelle 48).

Tabelle 48: Mogliche Einsatzgebiete der Kombination von Real-Time PCR-Identifikationssystemen

Hefearten der Spontangarpopulati- Direkte Schadhefen (Bier) Garkraftige Hefen, der alkoholfrei-
onen (Traubenwein) (aus Tabelle 2) en Getrankeindustrie
(aus Tabelle 1) (aus Tabelle 3)

S. bayanus, S. cerevisiae, S
paradoxus, C. spp., Debaryo-
myces hansenii, P. fermentans,
Hanseniaspora uvarum,

I. orientalis, M. pulcherrima,
Kregervanrija fluxuum, Saccha-
romycodes ludwigii, T delb-
rueckii, Zygotorulaspora spp.,

K. exigua, L. kluyveri, W. ano-
malus, Z. spp.

S. (bayanus, pastorianus,
cerevisiae, cerevisiae var.
diastaticus) B. (custersianus,
nanus), D. (anomala,
bruxellensis)

S. cerevisiae

Z. bailii

S. bayanus
Zygotorulaspora florentinus

Die Hefearten, die in Tabelle 48 fett markiert sind, kdnnen Uber Real-Time PCR
direkt identifiziert werden, d. h. dass alle direkten Schadhefen flir Bier mit den
bestehenden Systemen mit der Ausnahme von B. nanus direkt in einem PCR-Lauf
identifiziert werden kénnen. Alle garkraftigen Hefen der alkoholfreien Getranke-
industrie (nach Tabelle 3, 3.2.2.2) mit der Ausnahme der Hefeart Zygotorulaspo-
ra florentinus kdnnen ebenfalls direkt aus Mischungen in einem PCR-Lauf analy-
siert und identifiziert werden. Bemerkenswert ist auch, dass sich die
Spontangarpopulation von Traubenwein zum GroBteil direkt analysieren lasst. Flur
Arten, die von Bedeutung sind und fur die bisher keine Identifikationssysteme
bestehen, kdnnen PCR-Identifizierungssysteme - wie unter 5.3.1.2 beschrieben -

entwickelt werden und in den Kombinationsnachweis integriert werden.

Werden alle Real-Time PCR-Identifizierungssysteme nach BRANDL und dieser Ar-
beit in einer 96-Well Platte in einem PCR-Lauf kombiniert und simultan ange-
wandt, so ist es nach DEAK und BEUCHAT zu 56,02 % wahrscheinlich, dass ein
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unbekanntes Hefeisolat aus Frichten, alkoholfreien Getréanken, Bier oder Wein
identifiziert werden kann (siehe Tabelle 49)
Tabelle 49: Errechnetes prozentuales Auftreten/Vorkommen (%) von ausgewahlten Schadhefearten

(fur die Real-Time PCR-Systeme entwickelt wurden) in Frichten, alkoholfreien Getranken, Bier und
Wein (modifiziert nach (60))

Schadhefeart Vorkommen (%) Schadhefeart Vorkommen (%)
Brettanomyces naardenensis 0,09 Pichia fermentans 1,60
Candida glabrata 0,86 Pichia guilliermondii 2,40
Candida intermedia 0,74 Pichia membranifaciens 4,43
Candida parapsilosis 1,38 Saccharomyces bayanus 1,85
Candida sake 1,72 Saccharomyces cerevisiae 6,40
Candida tropicalis 1,85 Saccharomyces pastorianus 0,92
Debaryomyces hansenii 4,61 Saccharomycodes ludwigii 1,01
Dekkera anomala 0,65 Torulaspora delbrueckii 4,68
Dekkera bruxellensis 0,43 Wickerhamomyces anomalus 4,25
Hanseniaspora uvarum 3,20 (friher Pichia anomala)

Issatchenkia orientalis 3,23 Zygosaccharomyces bailii 4,76
Kazachstania exigua 1,11 Zygosaccharomyces rouxii 3,20
Lachancea kluyveri 0,65 Summe 56,02

Die PCR-Systeme Sce, Sc-GRC3, Smi und Spa wurden auf ein Mikrochip-Real-
Time PCR Format Ubertragen. Zunachst wurde das PCR-Volumen auf einem kon-
ventionellen Real-Time Cycler fiir das PCR-System Sce auf 1 pl reduziert, um die
beiden Systeme vergleichen zu kénnen. Eine Reduktion des PCR-Volumens auf
dem konventionellen Real-Time Cycler von 23 pl auf 1 pl hatte Ct-Wert Verluste
von etwa 5 Zyklen zur Folge. Die Ubertragung des PCR-Systems Sce von 1 ul Re-
aktionsvolumen vom konventionellen Real-Time Cycler auf das Mikrochip Real-
Time PCR-Format mit 1ul Reaktionsvolumen lieferte vergleichbare Ct-Werte. Das
Temperaturprotokoll wurde optimiert und die verdichteten Aufheiz- und Abkuhl-
phasen der Mikrochip Real-Time PCR verklrzten die Gesamtreaktionszeit zusatz-
lich auf 41,9 min. Die PCR-Systeme Sc-GRC3, Smi und Spa waren ebenfalls auf
das Mikrochip Real-Time PCR-Format Ubertragbar. Somit ist davon auszugehen,
dass alle PCR-Systeme dieser Arbeit Ubertragbar sind (da alle ahnlich aufgebaut
sind). Flr die Praxis stellt die Mikrochip Real-Time PCR eine Méglichkeit dar, sehr
schnell und kostenglinstig (wenig Reagenzieneinsatz), jedoch mit héheren Nach-
weisgrenzen Real-Time PCR durchzuflhren. Fir eine qualitative Analyse ware
Mikrochip Real-Time PCR sehr gut geeignet. Vorstellbar ware eine Weiterentwick-

lung der Mikrochip Real-Time PCR in ein qualitatives mobiles Handgerat.
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6.4 PCR-DHPLC

GOLDENBERG et al. entwickelte eine PCR-DHPLC Methode zum Nachweis von
klinisch relevanten Candida spp. (102). Hierbei wurde die ITS2-rDNA-Region der
unterschiedlichen Candida Spezies amplifiziert und Uber einen DHPLC-Gradienten
aufgetrennt (102). Von dieser Methodik wurde die PCR-DHPLC Methodik zur I-
dentifizierung von getrankerelevanten Hefen abgeleitet. Somit wurde die DHPLC
Methodik erstmals im Hinblick auf die getrankemikrobiologische Analytik unter-
sucht. Es wurden die beiden DNA-Regionen ITS1- und ITS2- rDNA untersucht
und mit den Primern ITS1, ITS2, ITS3 und ITS4 nach WHITE et al. amplifiziert
(294). Der Primer ITS2 wurde durch den Primer ITS2mod - welcher im Vergleich
zu Primer ITS2 keine Fehlnukleotide zur Ziel-DNA getrankerelevanter Hefen auf-
wies - ersetzt. Die ITS1- und die ITS2-Region konnten flr alle untersuchten He-
fearten Uber das Temperaturprotokoll DHPLC-O amplifiziert werden und Uber den
jeweiligen optimierten DHPLC-Gradienten flr die ITS1 bzw. die ITS2-Region ge-
trennt werden (siehe 4.8.5). Die einzelnen Hefearten lieferten fliir beide DNA-
Regionen eindeutige Peakmuster. Die Retentionszeiten der einzelnen Hefearten
wurden flr die ITS1- und ITS2-Region verglichen. Die untersuchten 26 Hefearten
konnten zum GroBteil anhand ihrer Retentionszeiten differenziert werden, bzw.
es konnten den Hefearten spezifische Retentionszeiten fir die ITS1- und ITS2-
Region zugewiesen werden. Die Hefearten S. cerevisiae/ S. pastorianus UG und
S. bayanus/ S. pastorianus konnten jeweils aufgrund ihrer identischen ITS1-,
ITS2-Regionen nicht differenziert werden. Die Sequenzen der Hefearten
I. orientalis/ P. guilliermondii, S. paradoxus/ S. cariocanus und C. sake/ W. ano-
malus unterscheiden sich zwar auf den ITS1-, ITS2-Regionen, verursachten je-
doch jeweils Peaks mit gleichen Retentionszeiten. Die zufallsbedingte Peaki-
berschneidung beschrieb GOLDENBERG bereits fur ITS2-Amplifikate fir C.
lusitaniae und S. cerevisiae (101). Eine weitergehende Auftrennung der zufalls-
bedingten Peakliberschneidungen kdénnte durch die Modifikation des Gradienten
oder der Denaturierungstemperatur erfolgen, wurde jedoch in dieser Arbeit nicht
weitergehend verfolgt. Das Real-Time PCR System Sbp nach BRANDL, die Se-
guenzrecherche dieser Arbeit beziglich ITS1 und ITS2-Regionen der S. sensu
stricto Arten (siehe Tabelle 58, 8.6) und die Sequenzierung der ITS1-5,8S-ITS2
Region von S. pastorianus UG und S. cerevisiae OG bestatigen die DHPLC Ergeb-

nisse, dass jeweils S. cerevisiae/ S. pastorianus UG und S. bayanus/ S. pastoria-
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nus auf dieser DNA Region identisch sind (36). Der DHPLC Peak der ITS1-Region
des Hefestammes S. cerevisiae OG W 68 unterschied sich in der Retentionszeit
eindeutig von den anderen S. cerevisiae Hefestammen, d. h. er muss sich in
mindestens einem Nukleotid zur ITS1-Sequenz der anderen S. cerevisiae unter-
scheiden. Dies zeigt, dass die DHPLC-Methode sehr sensitiv einzelne Sequenzun-
terschiede detektieren kann, wenn PCR-Fragmente mit wenigen Nukleotiden Un-
terschied oder SNPs (single nucleotide polymorphisms) im semi-denaturierten
Bereich aufgetrennt werden (63). Die PCR-DHPLC ist eine Schnellnachweisme-
thode, die vorgeschaltete PCR dauert 1 h 8 min und die DHPLC Analyse filr eine
DNA-Region (ITS1 oder ITS2) dauert 20 min. Mit DNA-Isolierung und Probenvor-
bereitung ist mit einer Gesamtanalysendauer von etwa 2 h 30 min zu rechnen.
Ein Nachteil der DHPLC ist, dass nach mehreren analysierten Proben ein so ge-
nannter Time Shift eintritt, d. h. die DHPLC Saule wird nach mehreren Laufen mit
DNA-Material gesattigt und die daraus resultierende ,Teilverblockung" verursacht,
dass Probenpeaks hdhere Retentionszeiten aufweisen als bei einer reinen Saule.
Dieser Time Shift kann durch Leerlaufe nach jeder Probe und einer Saulenreini-
gung nach jeder achten Probe behoben werden. Dies beeintrachtigt jedoch die
Schnelligkeit der Analyse, wenn mehrere Proben vorliegen, zudem wird mehr
Puffer und Fluoreszenzlésung verbraucht. Die DHPLC stellt ein offenes System
dar, d. h. sie trennt (nicht-denaturierend oder semi-denaturierend) injizierte
doppelstrangige DNA jeglicher Form auf. Die Art der doppelstréangigen DNA-
Fragmente wird durch die Art der vorgeschalteten PCR vorbestimmt. Im Fall der
ITS1- und ITS2-Regionen wurden universelle Primer eingesetzt, mit denen alle
Hefearten amplifiziert werden, d. h. dieses System ist durch die PCR offen fir alle
Hefearten. Dieser universelle Charakter sollte genutzt werden, um auch Mischpo-
pulationen auf Artebene zu trennen. Aus kinstlichen DNA-Mischungen verschie-
dener Hefearten, die amplifiziert wurden, konnten maximal 3 Spezies gleichzeitig
identifiziert werden, was allerdings die Ausnahme darstellte. Haufiger lieferten 2
Spezies oder nur die hauptanteilige Spezies Peaks. Hefearten, die unter 10% Mi-
schungsanteil lagen, konnten nicht detektiert werden. Wurden jedoch PCR-
Produkte verschiedener Hefearten gemischt, konnten diese in ihrer eingesetzten
Anzahl aufgetrennt werden. Dies bedeutet, dass die Analyse von Mischpopulatio-
nen nicht wegen der DHPLC, sondern wegen der vorgeschalteten PCR an ihre

Grenzen stdBt. Zur Analyse von Mischpopulationen musste ein universelles PCR-
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System eingesetzt werden, das flr alle getrankerelevanten Hefen eine vergleich-
bare PCR-Effizienz aufweist, oder die bestehenden PCR-Systeme (ITS1 und ITS2)
missten dahingehend optimiert werden mdglichst hohe PCR-Produktausbeuten
zu generieren. Kdénnte ein offenes Analyseverfahren flir getrankerelevante Hefen
generiert werden, kdnnte dies zur Aufklarung von Starterkulturen, Spontangar-
kulturen und unbekannten Schadhefen in Mischungen genutzt werden. Hier ware
ein weiterer Vorteil, dass unbekannte Peaks gesammelt und sequenziert und so-

mit identifiziert werden kénnen (101).

In dieser Arbeit wurde auch erstmals eine PCR-DHPLC-Methode entwickelt, die
eine Differenzierung von S. pastorianus UG und S. cerevisiae Stamme auf
Stammebene zuldsst. Hierzu wurde das PCR-System 1GS2-314 entwickelt, dass
spezifisch flr S. pastorianus UG und S. cerevisiae ist und ein variables Fragment
flankiert (siehe 5.2.4 und 5.4.2.1). Es wurde ein semi-denaturierender DHPLC
Gradient mit 10,5 min Laufzeit entwickelt, der den variablen Charakter des DNA-
Abschnittes hervorhebt. Eine Differenzierung der untersuchten Hefestémme auf
Stammebene war madglich. S. pastorianus UG Hefestamme lieferten im Durch-
schnitt diversere Bandenmuster (3-5 Hauptpeaks) als S. cerevisiae Stamme (1-4
Hauptpeaks). Einzelne Gruppen wie Weizenbierhefen, Alehefen oder Stamme W
Bordeaux, W B4 (Brennereihefe) lieferten eindeutige Peakmuster. Zur Differen-
zierung der einzelnen S. pastorianus UG Stamme und der Kdélsch-/Altbier Hefe-
stamme mussten spezifische Peaks, Peakhéhen und Peak-Schulterbildungen zur
Beurteilung herangezogen werden, um sie differenzieren zu kénnen. Wie oben
bereits erwahnt, ist die DHPLC ein offenes System, d. h. es kdnnen kleinste Ab-
weichungen im Peakprofil durch eine Fokussierung des DHPLC Gradienten und
der Denaturierungstemperatur hervorgehoben werden. Die praktische Anwend-
barkeit dieser Methode konnte in dieser Arbeit durch die Lésung der getranke-
technologischen Problemstellungen Stammdifferenzierung von Kontaminante und
Kulturhefe, Desinfektionskontrolle und Kulturhefestammkontrolle unter 5.6.4
bestatigt werden. Weitere DNA-Abschnitte, die ebenfalls auf Stammebene variie-
ren, wie z. B. Mikrosatelliten-Muster, delta-PCR Fragmente, SC8132X locus etc.
kdnnten ebenfalls iber DHPLC aufgetrennt werden, um die entwickelte Methode
zu erganzen (47, 121). Bisher wurden alle DHPLC-Profile manuell mit der WAVE-
Navigator Software ausgewertet, welche sich auch mit einer Bio-

Datenbanksoftware wie z. B. BioNumerics (Applied Maths, Kortrjk, Belgien) kom-
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binieren lasst. Hiermit kénnten Chromatogramme (ahnlich wie DGGE-Muster)
von Referenzstammen und Praxisproben hinterlegt werden und jederzeit mit ak-

tuellen Chromatogrammen automatisch verglichen werden (202).
6.5 FT-IR Spektroskopie

WENNING et al. zeigten, dass die FT-IR-Spektroskopie eine adaquate Methode
zur Identifizierung von Hefen auf Gattungs- und Stammebene ist (293). Aus die-
ser und anderen Forschungsarbeit(en) resultierte eine FTIR-Spektren-
Referenzdatenbank fir lebensmittelrelevante Hefen (145, 291). Diese Referenz-
datenbank wurde am Lehrstuhl fir Mikrobielle Okologie der TU Miinchen kontinu-
ierlich erweitert. Im Laufe dieser Arbeit sollten Referenzspektren getrankerele-
vanter Hefearten in die Datenbank mit einflieBen. Hefestamme, deren Spektren
in die Datenbank integriert werden sollten, wurden Uber die Referenzmethode
26S-rDNA Sequenzierung nach KURTZMAN et al. auf Artebene identifiziert (151).
Viele Hefestamme konnten auch direkt durch die bestehende Datenbank identifi-
ziert werden (siehe Tabelle 52., 8.3). Saccharomyces Arten stellten die Ausnah-
me dar, da sie nicht Uber die 26S-rDNA Sequenzierung eindeutig identifiziert
werden kénnen; sie mussten deshalb Uber die in dieser Arbeit entwickelten Real-
Time PCR Systeme oder Uber IGS2-rDNA Sequenzierung identifiziert werden oder
sie wurden als Referenzstamme von Stammsammlungen bezogen. Eine Identifi-
zierung der Saccharomyces Arten war wegen der hohen Ahnlichkeit der Arten
Uber die Referenzdatenbank nicht mdglich. Zur Identifizierung der Saccharomy-
ces Arten musste ein neuronales Netz geschaffen werden, das diverser und indi-
vidueller auf spektroskopische Problemstellungen, verursacht durch nah ver-
wandte Arten, eingehen kann (durch eine Delegation der Probleme auf
verschiedene Ebenen). BUCHL et al. demonstrierten das Identifizierungspotential
eines — FT-IR Spektren basierten — neuronalen Netzwerkes flir die nah verwand-
ten Arten der Gattungen Pichia und Issatchenkia (39). Die Methodik der Erstel-
lung eines auf FT-IR-Spektren basierten neuronalen Netzwerkes wurde auf die
Saccharomyces Arten Ubertragen. In das klnstliche neuronale Netzwerk wurde
auch NS-FH integriert, die friiher dem S. sensu lato Komplex angehoérten. Das
kinstliche neuronale Netzwerk wurde aus neun hierarchisch angeordneten Sub-
netzen auf vier Ebenen erstellt. Fir das Gesamtnetz konnte in der internen Vali-

dierung eine korrekte Identifizierung von 98,3 % erreicht werden. Bei der exter-
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nen Validierung wurden 77,2 % der Hefen richtig identifiziert. Im Vergleich zu
anderen Arbeiten zu diesem Thema scheint der Prozentsatz an richtig identifizier-
ten Hefen gering. So erreichten z.B. KUMMERLE et al. und WENNING et al. eine
richtige Identifizierung von 97,5 % bzw. 89,0 % in der externen Validierung
(145, 293). In beiden Arbeiten wurde wie oben beschrieben, eine Referenzdaten-
bank verwendet. Allerdings wurden z.B. bei KUMMERLE et al. nur S. cerevisiae
und die vier sensu lato Arten K. unispora, K. servazzii, K. exigua und L. kluyveri

mit in die Datenbank aufgenommen (145).

Die Differenzierung von obergarigen und untergarigen Hefen war auBerst zufrie-
denstellend. Wie aber an dem suboptimalen Prozentsatz bei der Korrektheit der
Identifizierung bei der externen Validierung zu erkennen ist, weist das KNN noch
Schwachstellen auf. Die beiden Subnetze auf der vierten Ebene - zur Differenzie-
rung von S. cerevisiae und S. cerevisiae var. diastaticus bzw. von S. mikatae,
S. cariocanus, S. kudriavzevii und S. paradoxus - sind die Schwachpunkte der
KNN-Identifizierung. Auf diese beiden Subnetze fallen 61 % der falschen Identifi-
zierungen. Zur Verbesserung des KNN sollten bei der Unterscheidung von
S. mikatae, S. cariocanus, S. kudriavzevii und S. paradoxus mehr Referenz-
stamme gemessen werden. Dies stellt jedoch ein Problem dar, da in Stamm-
sammlungen nur wenige oder einzelne Stamme dieser Arten zur Verfigung ste-
hen (221). Ein weiteres Problem stellt die Unterscheidung von S. cerevisiae und
S. cerevisiae var. diastaticus dar. S. cerevisiae var. diastaticus ist eine Varietat
von S. cerevisiae, die lediglich durch die Anwesenheit der Gene STA 1-3 - die fur
eine extrazellulare Glucoamylase kodieren - bestimmt wird (36, 71). Somit ist es
nicht erstaunlich, dass Hefestamme, die diese Gene besitzen bzw. nicht besitzen,
trotzdem eine hohe physiologische Ahnlichkeit besitzen kénnen und &hnliche FT-

IR Spektren verursachen.

6.6 Praxisrelevanter Einsatz, Vor- und Nachteile der untersuchten
Methoden

In Tabelle 50 werden die Methoden, die in dieser Arbeit entwickelt und unter-
sucht wurden, anhand verschiedener Bewertungskriterien beurteilt. Die Identifi-
zierung von Einzelkolonien auf Artebene kann durch FT-IR, Sequenzierung und
PCR-DHPLC gut bewerkstelligt werden. Fur die PCR-DHPLC Methode misste al-

lerdings eine Referenzdatenbank - wie unter 6.4 diskutiert — etabliert werden.
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Der Einsatz der Real-Time PCR Methode ist sinnvoll, wenn schon ein Verdacht auf
eine bestimmte Hefeart besteht. Ansonsten ist sie nur bedingt sinnvoll, da sehr
viele PCR-Systeme simultan eingesetzt werden missen (siehe 6.3), dies kost-
spielig ist und dabei nicht sichergestellt ist, dass ein Ergebnis erzielt wird. Fir die
Identifizierung in Mischkulturen sind die Sequenzierung und die FT-IR ungeeig-
net, da beide Reinkulturen bendétigen, um keine Sequenziiberlagerungen bzw.
Spektrentiberlagerungen zu erhalten. Real-Time PCR kann sehr gut in Mischkul-
turen eingesetzt werden, um z. B. verdachtige Kontaminanten in Fermentationen
nachzuweisen oder um Starterkulturen oder Spontanfermentationen aufzuklaren.
Der Nachteil hierbei ist jedoch, dass nur mit vorgegebenen PCR-Systemen ,ge-
sucht™ werden kann. Nicht-Ziel-Organismen bleiben unerkannt. Die PCR-DHPLC
Methodik kénnte die gesamten Hefearten einer Mischpopulation identifizieren,
wenn die vorgeschaltete PCR die Zielregionen aller Hefearten amplifizieren kdnn-
te. Unter 6.4 wurde bereits diskutiert, dass die vorgeschaltete PCR optimiert
werden miusste, um die PCR-DHPLC fiir die Hefeidentifizierung auf Artebene aus
Mischkulturen einsetzbar zu machen. Eine Identifizierung auf Stammebene ist
mit Real-Time PCR nicht méglich mit der Ausnahme, dass ein Primer-, Sonden-
system auf einer stammspezifischen DNA-Sequenz etabliert wird. Die Mdglichkeit
der Stammdifferenzierung mittels PCR-DHPLC wurde in dieser Arbeit unter
5.4.2.2 demonstriert, jedoch musste hier eine PCR vorgeschaltet werden, die ei-
ne Sequenz mit intraspezifischen Polymorphismen amplifiziert. Die Standardver-
fahren zur Identifizierung von Hefearten mittels Sequenzierung vermdgen nicht
auf Stammebene zu differenzieren. Werden aber Sequenzen mit intraspezifischen
Polymorphismen amplifiziert und anschlieBend sequenziert, ist eine Stammdiffe-
renzierung moglich. Die Standard FT-IR mittels Datenbankidentifizierung identifi-
ziert nur auf Artebene. Um Stamme zu differenzieren, missen klinstliche neuro-

nale Netze etabliert oder Clusteranalysen durchgefihrt werden.
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Tabelle 50: Beurteilung der untersuchten Hefe-Identifizierungsmethoden

Bewertungskriterien Sequenzierung ReaP"CTF'{me PCR-DHPLC FT-IR
Einzelkolonie-Identifizierung + +/- + +
Identifizierung in Mischkulturen - + +/- _
Identifizierung auf Stammebene +/- - + +/-
Handhabung/Durchfiihrung + + + +/-
Analysendauer 1 d (Auftrag) 2,5h 2,5h 1d
Nachweisgrenze - + +/- -
geschlossenes System - + - _
offenes System + - + +
Geratekosten + +/- _ _
Analysekosten - +/- +/- +

+ = ja, moglich, gut, kostenglinstig
+/- = bedingt mdglich, mittel, mittlerer Kostenbereich
- = nein, nicht méglich, schlecht, kostenintensiv

Die Handhabung und Durchfiihrbarkeit aller Methoden ist fur gelbtes Laborper-
sonal als einfach einzustufen. Die FT-IR Spektroskopie hat lediglich den Nachteil,
dass definierte Zeiten eingehalten werden missen und lange Zeitlicken zwischen
den einzelnen Arbeitschritten stehen, wohingegen die anderen Verfahren an
mehreren Stellen unterbrochen werden kdnnen und zu einem spateren Zeitpunkt
mit dem nachsten Arbeitschritt fortgefahren werden kann. Die kilirzeste Analy-
sendauer haben mit 2,5 h die Real-Time PCR und die PCR-DHPLC. Da bei der Se-
guenzierung von einer internen Probenbearbeitung und einer externen (Auf-
trags-) Sequenzierung ausgegangen wurde, steht das Ergebnis am nachsten Tag
zur Verfigung. Hat die QS-Abteilung eines Getrankebetriebes ein eigenes Se-
quenziergerat, so kann mit einen Ergebnis nach etwa 4-6 h gerechnet werden.
Da fur die FT-IR Analyse stets ein homogener Zellrasen unter einheitlichen Be-
dingungen Uber genau 24 h Stunden kultiviert werden muss, um homogenes
Probenmaterial in die Analyse einzusetzen, steht ein Ergebnis frihestes am Fol-
getag zur Verfigung. Die Nachweisgrenze flr Real-Time PCR Systeme liegt bei
etwa 10%-10° Hefezellen. Fiir die PCR-DHPLC konnten Nachweisgrenzen von etwa
10°-10° Zellen ermittelt werden. Zur Sequenzierung und FT-IR miissen sichtbare
Kulturen mit hohen Zellkonzentrationen vorliegen. Eine abgewandelte Form der
FT-IR - die FT-IR Microspektrometrie — vermag Minikolonien nachzuweisen; sie
ist in der Routineanalytik jedoch wenig verbreitet (293). Die Real-Time PCR ist
ein geschlossenes System, d. h. durch Primer und Sonden Sequenzen ist die
Ziel-DNA vorgegeben. Die reine Sequenzierungsreaktion ist ein universelles Sys-

tem. Wird die vorgeschaltete PCR mit universellen Primern gestaltet, bleibt das

165



Diskussion

System fir alle Hefearten offen. Dies lasst sich auf die PCR-DHPLC Ubertragen.
Die FT-IR Spektroskopie ist ein offenes System, da Spektren aller Hefearten uaf-
nehmbar sind und entweder identifiziert oder als unbekannt eingeordnet werden
kénnen. Diese kénnen mit Referenzmethoden identifiziert werden und anschlie-
Bend in die Datenbank integriert werden. Die Geratekosten der DHPLC und der
FT-IR belaufen sich auf 55000-100000 €, die der Real-Time PCR auf 30000-
50000 €. Da bei der Sequenzierung von einer Auftragssequenzierung ausgegan-
gen wird, sind nur die Geratekosten eines Standard PCR-Cycler von 3000-8000 €
zu rechnen. Ein Sequenziergerat wirde im Bereich der PCR-DHPLC und FT-IR
rangieren. Die Analysekosten pro Probe belaufen sich bei der Real-Time PCR und
der PCR-DHPLC auf 1-2 €, bei der FTIR auf etwa 0,5 € (da nur mikrobiologisches
Verbrauchsmaterial bendétigt wird) und bei der Sequenzierung auf 14,6 € (wegen
Auftragssequenzierung, PCR-Produktaufreinigung). Bevor ein Labor - welches
getrankemikrobiologisch arbeitet - eine Methode zur Hefeidentifizierung
und/oder Differenzierung etabliert, empfiehlt es sich, das geplante Analysen-
spektrum und die Zielsetzung genau festzulegen und anschlieBend anhand
Tabelle 50 und dieses Abschnittes die einzelnen Beurteilungskriterien zu evaluie-

ren.
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8 Anhang

8.1 Informationen zu getriankeschadlichen Hefearten und ver-

wandten Arten in alphabetischer Reihenfolge

8.1.1 Brettanomyces/ Dekkera sp. (B. custersianus, B. naardenensis, B.

nanus, D. anomala, D. bruxellensis)

Dekkera ist eine Ascosporen-bildende Gattung und zugleich die teleomorphe
Form der Gattung Brettanomyces (259). Diese Gattung umfasst flinf Arten, von
denen D. bruxellensis und D. anomala typische Verderber von alkoholhaltigen
und alkoholfreien Getranken sind (12, 15, 20, 167). Beide Arten werden aber
auch in Mischstarterkulturen zur Bereitung von belgischen Lambic/ Geuze Bieren
und Berliner WeiBe gefunden und verursachen dort das typische essigsaure Aro-
ma (72, 281, 283). B. claussenii ist nun unter D. anomala eingeordnet und die
Arten B. intermedius, lambicus, schanderlii sind unter D. bruxellensis eingeord-
net (93, 221). D. anomala wurde als die Hefeart beschrieben, die am haufigsten
zusammen mit S. cerevisiae und Z. bailii fir den Verderb alkoholfreier Getranke
verantwortlich ist (60). Der Verderb durch D. naardenensis beschrankt sich im
Regelfall auf alkoholfreie Getranke, wobei jedoch eine Wachstumsfahigkeit in
Biermischgetranken bereits nachgewiesen wurde (60, 128, 144). VAN DER WALT
beschrieb 1961 die Art B. custersianus, die als Schadorganismus aus afrikani-
schem Bantu Bier isoliert wurde (280). Die Stamme dieser Art, die bisher in der
CBS-Stammsammlung hinterlegt sind, wurden ausschlieBlich aus Bantu Bier
(CBS T4805, 4806, 5207, 5208) und von Oliven isoliert (CBS 8347) (221).
VANDEREHAEGEN et al. berichteten, dass B. custersianus aus belgischen oberga-
rigen Bieren isoliert wurde (281). Die Gattung Eeniella wurde mit einer einzigen
Art Eeniella nana 1981 eingefihrt. Aufgrund der nicht eindeutigen phylogeneti-
schen Verhaltnisse wurde vorgeschlagen, diese Gattung beizubehalten (297). Die
aktuelle Bezeichnung flr diese Hefeart ist B. nanus (CBS T1945, 1955, 1956)
(221). Die drei Stamme, die in der CBS-Stammsammlung hinterlegt sind, wur-
den aus abgefilltem Bier isoliert (221). B. custersianus, naardenensis und nanus
wurden bisher nicht aus einem Wein-Umfeld isoliert (113). B./ D. Arten kénnen
typische Getrankeveranderungen verursachen, wie Bodensatz, Tribung, Bildung

von Fehlaromen (z. B. mauselnd, Abfall aus Nagetier-Kafig, Nelke, gewdlrzartig,
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medizinisch, nasse Wolle, Zedernholz, Pferd, Bauernhof, Abwasser), Essigsaure,
Ethylacetat, flichtige Fettsauren und flichtige phenolische Verbindungen (46, 90,
93, 247). Die flichtigen phenolischen Verbindungen wie z. B. 4-Vinylphenol und
4-Vinylguaiacol werden aus Hydroxy-Zimtsauren wie z. B. Kumarsaure und Feru-
lasdaure Uber eine enzymatische Decarboxylierungsreaktion gebildet (46, 93).
Zudem sind D. bruxellensis und D. anomala in der Lage, 4-Vinylphenol und
4-Vinylguaiacol zu 4-Ethylphenol und 4-Ethylguaiacol zu reduzieren (46). Kaffee-
saure und Sinapinsaure kénnen ebenfalls als Ausgangssubstanzen flir zwei ana-
loge Reaktionsschritte dienen, werden aber in geringem AusmaB umgesetzt (73,
113). B. custersianus, naardenensis und nanus kdnnen zwar in Anwesenheit von
Hydroxyzimtsdauren wachsen, deren Fahigkeit, diese aufzunehmen und sie in die
entsprechenden Vinyl- oder Ethyl-Verbindungen Uberzuflihren, ist mit der Aus-
nahme der Sinapinsdure sehr gering (113). Der sensorische Eindruck von 4-
Ethylphenol wird mit ,rauchig, medizinisch" und der von 4-Ethylguaiacol mit
~Nelke", ,gewlrzartig" beschrieben (93). Neben B./ D. Stammen, die ein breites
Spektrum an sensorischen Fehleindriicken verursachen, existieren auch Stamme,
die als ,sensorisch neutral® einzustufen sind und keine Fehlaromen produzieren
(93). Theoretisch kénnen B./ D. Hefen Vinyl-Phenole zu Ethyl-Phenolen reduzie-
ren, die von anderen Mikroorganismen gebildet wurden. Es wurde bereits besta-
tigt, dass D. bruxellensis 4-Vinyl-Phenol als Precursor verwenden kann, um 4-
Vinyl-Phenol in Abwesenheit von Kumarsaure zu produzieren (65). Es wird be-
schrieben, dass D. bruxellensis Stamme Schwefeldioxidkonzentrationen zwischen
10-50 mg/I tolerieren kénnen (18). Alle funf B./ D. Arten kdnnen zwei der drei
Substanzen bilden, die fir das , mauselnde™ Fehlaroma verantwortlich sind, nam-
lich 2-Ethyltetrahydropyridin und 2-Acetylhydropyridin (247). Es wird vermutet,
dass B./ D. Hefen Uber infizierten Rickwein, schlechte Tank-, Schlauch- und Be-
triebshygiene oder Uber Frucht- bzw. Essigfliegen in den Weinbereitungsprozess
gelangen (93). In Luftproben verschiedener Winzereien wurden ebenfalls B./ D.
Hefen gefunden (51). Am haufigsten werden B./ D. Hefen in Bereichen der Win-
zerei gefunden, wo Holzfasser anwesend sind. B./ D. Hefen kénnen das Disac-
charid Cellobiose verwerten, das beim Rdsten wahrend der Fassherstellung (zum
Biegen der Fassbdgen) entsteht (31, 93). D. bruxellensis ist die dominierende
Wein verderbende Art, produziert auch die hdochsten Konzentrationen an fllchti-

gen Fehlsubstanzen und ist ebenfalls schadlich flr Bier, Biermischgetranke und
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alkoholfreie Getranke (12, 19, 128, 259). Die Unterschiede der funf B./ D. Arten
sind in Tabelle 51 beziglich ihrer Essigsaurebildung und bestimmter Wachstums-
eigenschaften dargestellt.

Tabelle 51: Zusammenfassung charakteristischer Wachstumseigenschaften der finf Arten der Gat-
tungen Brettanomyces und Dekkera (221)

Wachstum bei Cyclo-

Brettanomyces/ Essigsau- Wachstum heximid-Anwesenheit Wachstums-
Dekkera Art re-Bildung | auf Ethanol [%] Temperaturen [°C]

0,01 | 0,1 25| 30 35| 37 | a0
Brettanpmyces + + v v + + + + -
custersianus
Brettanomyges +/s + + + + +/- - - -
naardenensis
Brettanomyces + +/v/- + d/- + - - - -
nanus
Dekkera
anomala + + + +/d/ + S VAR Vi
Dekkera
bruxellensis + * * +/d * * i i S
+ = Bildung oder Wachstum, s = schwache Bildung, v = verspatetes Wachstum, - = kein Wachstum

+/d/- = Stdmme mit Wachstum/ Stamme mit verspatetem Wachstum/ Stamme ohne Wachstum

Alle B./ D. Arten bilden Essigsaure und kdénnen in der Anwesenheit von 0,01%
Cycloheximid wachsen (221). Sie kénnen mit der Ausnahme von einigen B. na-
nus Stammen auf Ethanol wachsen. Anhand der unterschiedlichen Temperatur-
maxima sind Unterscheidungen zwischen Arten mdglich. D. bruxellensis und D.
anomala kdénnen relativ sicher durch ihre Laktose Verwertung unterschieden wer-
den (93). Die meisten D. anomala Stamme assimilieren Laktose im Gegensatz zu
D. bruxellensis (93). Alle B./ D. Arten sind gegeniiber basischem Milieu empfind-

lich und kénnen Uber einem pH-Wert von 8,0 nicht wachsen (60).

8.1.2 Candida sp. (C. glabrata, C. intermedia, C. parapsilosis, C. sake, C.

tropicalis)

Zur Gattung Candida gehdéren Arten, die in der Diskussion stehen, pathogen oder
opportunistisch pathogen zu sein. In diesem Zusammenhang ist C. albicans die
Art, die am haufigsten flr klinische Hefeinfektionen verantwortlich ist (102). An-
dere Candida Arten, wie C. dubliniensis, C. famata, C. kefyr, C. krusei, C. glabra-
ta, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondi werden vermehrt aus klinischen

Proben isoliert und stehen im Verdacht, Candidosen zu verursachen (139, 170).
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C. parapsilosis ist mittlerweile die dritthaufigste Ursache flr C. Blutstrominfektion
in Nordamerika und bereits die zweithdaufigste in Europa und weltweit (ohne Afri-
ka) (163, 203). C. tropicalis tritt am zweithaufigsten in Lateinamerika und am
vierthdaufigsten weltweit (ohne Afrika) auf. C. glabrata tritt am dritthaufigsten
weltweit (ohne Afrika) auf (203). Wie in den Tabellen 2, 3 und 5 zu entnehmen
ist, spielen C. glabrata, C. parapsilosis und C. tropicalis sowohl in Spontanfer-
mentationen als auch als getrankeschadliche Keime eine bedeutende Rolle. Der
Verdacht bzw. Zusammenhang, dass getrankeschadliche C. Spezies (opportunis-
tisch) pathogen sein kénnen, fand in getrankemikrobiologischen Untersuchungen
und der entsprechenden Literatur wenig Beachtung. C. parapsilosis ist eine ana-
morphe, nicht sporenbildende Schadhefe-Art. Es wurde vorgeschlagen, dass de-
ren teleomorphe Form Lodderomyces elongisporus ist (259). Es wurde allerdings
durch Vergleich der ribosomalen 18s DNA bestatigt, dass es sich um zwei ver-
schiedene Spezies handelt (132). Deren Ahnlichkeiten kénnen allerdings zu Miss-
identifizierungen von Isolaten aus verdorbenen Getranken fihren. C. parapsilosis
ist eine Hefeart, die opportunistisch auftritt, haufig isoliert wird, aber nur gele-
gentlich Schaden in Softdrinks verursacht (259). C. parapsilosis kann Glucose
vergaren und einige Stamme kdénnen Galaktose, Maltose, Saccharose, Trehalose
und Melezitiose vergaren (20). Zudem besitzt diese Hefeart lipolytische Aktivitat
(133, 206). C. parapsilosis wurde aus Tee-Bier, Wasser, sauren Gurken, Soft
Drinks und Fruchtsaften isoliert (20). C. parapsilosis ist sehr nah verwandt mit
den pathogenen Hefearten C. tropicalis, und C. albicans, die beide in Risikoklasse
2 eingestuft sind (6, 259). C. tropicalis wurde auch aus Softdrinks, Fruchtsaften
und Abflllanlagen isoliert (214, 259). C. parapsilosis und C. tropicalis sind bei
Temperaturen Uber 37°C wachstumsfahig. C. sake ist eine multilateral sprossen-
de, Pseudohyphen bildende Hefeart, die weiBe, cremefarbene Kolonien bildet und
sich asexuell reproduziert. Sie kann Glucose und Galaktose vergaren und einige
Stamme kdnnen Maltose, Saccharose und Trehalose vergaren. C. sake wurde in
Sake, Bier, Brauereigeratschaften, Trauben, Saft, Sauerkraut, Wasser, AfG gefun-
den (20). Zur Produktion von Aguardente, einem brasilianischem, alkoholischem
Getrank, das aus einer spontan fermentierten Zuckerrohrmaische destilliert wird,
werden Starterkulturen verwendet. Diese werden aus garendem Zuckerrohrsaft
oder dessen Mischung mit zerkleinertem Mais, mit garenden Friichten oder Reis

prapariert und beinhalten als Haupthefearten C. sake und S. cerevisiae (184).
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Die Besonderheit dieser C. sake Stamme ist, dass sie Killeraktivat gegentber an-
deren Hefearten besitzen, die ebenfalls in der Starterkultur originégr vorkommen
(184). C. glabrata vergart Glucose; einige Stamme kdénnen Trehalose vergaren.
C. glabrata wurde aus Insektenlarvenkot, Saugetieren, Vdgeln, Backerhefe und
Fruchtsaft isoliert (20). C. intermedia vermag Glucose, Galaktose, Melezitiose
und Saccharose zu vergaren und einige Stamme kdnnen Maltose, Trehalose, Cel-
lobiose und Raffinose vergaren. C. intermedia wurde aus Erde, Menschen, Meer-
wasser, Trauben und Bier isoliert (20).

8.1.3 Debaryomyces hansenii (anamorph C. famata)

Debaryomyces hansenii ist die teleomorphe Form von C. famata (60, 92). Deba-
ryomyces hansenii verfligt Uber eine hohe Osmotoleranz (133, 206). Die
aw-Grenzwerte flr Glucose, Fructose, Saccharose und NaCl liegen bei 0,84, 0,86,
0,81 und 0,84. Debaryomyces hansenii hat eine maximale Wachstumstemperatur
von 32-37 °C (60). Debaryomyces hansenii vermag Schimmelwachstum auf Ap-
feln, Zitrusfrichten und Getreidekdrnen zu unterdriicken (60). Debaryomyces
hansenii Stamme kénnen zudem pektinolytische Aktivitat besitzen (60). Die lag-
Phase von Debaryomyces hansenii in Erdbeersaft mit 15° Brix, pH 4,0 bei 30°C
betragt 3 h und die Generationszeit 0,8 h (60). Debaryomyces hansenii wurde in
Fruchtsaften, Wein und Sorghum Bier gefunden (60). In Fruchtsaften mit Pfir-
sich-, Aprikosen- und Birnenanteil gehért sie zu den haufigst isolierten Hefearten
(60). Zudem kommt Debaryomyces hansenii auf Apfeln, Trauben, Zitrusfriichten,
tropischen Frichten, Gerste und Mais vor. Sie wurde auch aus Rohstoffen zur
Herstellung von AfG isoliert, wie z. B. aus Sirupen, Melassen und Rohzucker (60).
Debaryomyces hansenii ist eine der Haupt-Schadhefen fir sauer konservierte
Lebensmittel, wie z. B. Salatdressings und Mayonaise (60). Kontaminationen von
Backerhefe, Milchprodukten und Fleischprodukten durch Debaryomyces hansenii
wurden ebenfalls nachgewiesen (60). Nach DEAK und BEUCHAT ist Debaryomy-
ces hansenii die Hefeart, die nach S. cerevisiae am haufigsten in Lebensmitteln
vorkommt und am vierthaufigsten in Frichten und Getranken (siehe Tabelle 5)
(60). Das Genom von Debaryomyces hansenii wurde sequenziert und mit dem
Genom S. cerevisiae und anderen Hefen der Hemiascomyceten verglichen, um
die evolutionare Entwicklung der Hefegenome zu untersuchen (9, 34).
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8.1.4 Hanseniaspora uvarum (anamorph Kloeckera apiculata)

Hanseniaspora uvarum gehoért zu den garfahigen Hefearten (133, 206). H. uva-
rum ist die teleomorphe Form von Kloeckera apiculata und wird zusammen mit
Metschinkowia sp. in vielen Verdéffentlichungen als die vorherrschende Hefeart
auf reifen Trauben beschrieben (60, 89). Oft nimmt H. uvarum mehr als 60% der
Gesamthefepopulation auf Trauben ein (64). Es gibt nur wenige Untersuchungen,
bei denen H. uvarum nicht auf reifen Trauben gefunden wurde (89). H. uvarum
wurde zudem von Apfeln, Zitrusfriichten, Kirschen, Pflaumen, Mais, Kakao, ge-
weichter Gerste und aus Fruchtsadften, Soft Drinks, Most, Bier, Wein und Cider
isoliert (60). Die anderen Hanseniaspora Arten (H. guilliermondii, H. osmophila,
H. valbyensis) bevorzugen meist die gleichen Habitate, treten jedoch in unter-
schiedlichen Verteilungen in Erscheinung (60). Nach einer Re-Inokulation von H.
uvarum auf intakte Frichte konnte pektinolytische Aktivitat beobachtet werden
(60). Wie Tabelle 2 und Tabelle 3 zu entnehmen ist, ist H. uvarum eine potentiell
schadliche Schadhefe flir AfG und eine indirekte Schadhefe flr alkoholhaltige Ge-
tranke. Dies ist in ihrer Alkoholempfindlichkeit begrindet (64, 259). So genannte
apiculate Hefen wie H. uvarum werden wahrend der Weingarung bei einem Etha-
nolgehalt von etwa 3-5 % v/v von S. cerevisiae Uberwachsen (64). Die Alkohol-
toleranz ist von H. uvarum jedoch abhdngig von der Gartemperatur und vom He-
festamm (60). So konnte in Untersuchungen von GAO und FLEET ein H. uvarum
Stamm bei 10, 15 und 20 °C einen Alkoholgehalt von 9,0 % v/v tolerieren, bei
30 °C nur 5,0 % v/v (96). Ein anderer Stamm hingegen tolerierte bei 10, 15 und
30 °C maximal 5,0 % v/v Ethanol und bei 20 °C bis zu 7 % v/v Ethanol (96).
HEARD und FLEET und HOLLOWAY et al. konnten zeigen, dass wilde Hefen wie H.
uvarum die gesamte Wein-Garungsphase uberleben kénnen (114, 118). H. sp.
spielen eine wichtige Rolle bei der Produktion von flichtigen aromaaktiven Wein-
komponenten (118). Die lag-Phase von H. uvarum in Erdbeersaft mit 15° Brix,
pH 4,0 bei 30°C betragt 3 h und die Generationszeit 0,9 h (60). H. uvarum wur-
de auch aus indigenem ghanaischem Bier mit der Bezeichnung Pito isoliert, das
einen Ethanolgehalt von 1,5-3,5 % v/v besitzt (197). Eine Besonderheit dieses
Getrankes ist, dass es haufig mit einem gewebten Glrtel, einem so genannten
~Inoculation Belt" beimpft wird (197). BILINSKI et al. untersuchten 400 Hefe-
stamme von 31 Gattungen auf antibakterielle Aktivitat. Nur die beiden Arten

Kluyveromyces marxianus und H. uvarum besaBen Aktivitat gegen Lactobacillus
192



Anhang

plantarum und Bacillus cereus. Gegen Gram-negative Bakterien war jedoch kein
Effekt zu beobachten (28). Hanseniaspora uvarum gehért zu den zehn am hau-
figsten auftretenden Schadhefearten flr Frichte und Getranke, wobei andere

Lebensmittel von dieser Art kaum befallen werden (60).
8.1.5 Issatchenkia orientalis (anamorph Candida krusei)

Issatchenkia orientalis ist die teleomorphe Form von Candida krusei und ist ge-
gen Konservierungsmittel resistent und vermag eine Kahmhaut an FlUssigkeits-
oberflachen zu bilden (133, 206). Der auffallige Oberflachenfilm kann Gasblasen
enthalten, da diese Hefeart garfahig ist (259). I. orientalis ist gegen Sorbinsaure,
Benzoesaure, Essigsaure, Ethanol und SO, resistent, aber in einem geringerem
AusmalB als Z. bailii (259, 289, 290). Zudem besitzt sie eine moderate Osmotole-
ranz gegentber Zucker und Salz und ungewoéhnlich hohe Resistenzen gegeniber
Pasteurisationstemperaturen und extrem saure Umgebung (77, 205, 259).
I. orientalis ist sehr weit verbreitet und wurde in verschiedenen Habitaten gefun-
den, wie z. B. Frischwasser, Friichte, Fruchtsafte, Getreide, Sorghum Bier, Tee-
pilz, fermentierte Getranke und Softdrinks (106, 177, 198, 221, 245, 253, 261).
Ein moglicher Zugang fur I. orientalis, in Produktionsstatten fiur alkoholfreie Ge-
tranke zu gelangen, ist die Fruchtfliege Drosophila sp., mit der sie vergesellschaf-
tet ist (259).

8.1.6 Kazachstania exigua (anamorph Candida holmii), Kazachstania ser-

vazzii, Kazachstania unispora

Kazachstania exigua ist die teleomorphe Form von Candida (Torulopsis) holmii,
zu der sie 99,9 % 18s rDNA Homologie besitzt. Das Erscheinungsbild bei Getran-
keverderb erinnert an S. cerevisiae, d.h. sie zeigt Garfahigkeit und starkes Wach-
stum (206). K. exigua kann gegen moderat eingesetzte Konservierungsmittel
resistent sein (133, 206). K. exigua ist in den Verderb von Fruchtsaften, karboni-
sierten alkoholfreien Getranken, nicht karbonisierten fruchtsafthaltigen Getran-
ken und Bier verwickelt (221). Diese Hefeart ist nur moderat osmotolerant ge-
gentber Salz und Zucker und zeigt Resistenz gegeniber Sorbinsaure,
Benzoesdure und Essigsdure (26, 205). Uber 26S rDNA D1/D2 Sequenzierung
konnte festgestellt werden, dass die Resistenzeigenschaften zwischen verschie-

denen Stammen extrem variieren. Einige Stdmme besitzen Resistenzen gegen-
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Uber 500 ppm Sorbinsaure und 800 ppm Benzoesaure bei einen pH-Wert von 4,0
(259). Im Unterschied zu S. cerevisiae kann K. exigua nicht Uber 37 °C wachsen,
hat eine geringere Ethanoltoleranz und eine hohe Toleranz gegenliber sauren
Medien (20, 205, 206). Wie unter 3.1 bereits beschrieben, gehdérten K. exigua,
servazzii und unispora vorher zur Gattung Saccharomyces und dem Saccharomy-
ces sensu lato Komplex. K. servazzii und unispora spielen als Getrankeschadlinge
keine Rolle. Wie unter 5.3.1.2 ersichtlich, wurden flir diese Hefearten dennoch
spezifische Nachweissysteme innerhalb dieser Arbeit entwickelt. Aus dem ehema-
ligem S. sensu lato Komplex sollten neben den getrankeschadlichen Arten auch
nicht-getrankeschadliche Hefearten bearbeitet werden, um diese ebenfalls ein-
deutig von getrankschadlichen Arten wie K. exigua differenzieren zu kdénnen. Er-
fahrungen bei der Etablierung von spezifischen Real-Time PCR Systemen kdénnen
zudem genutzt werden, um sie spater auf andere NS-FH (die ebenfalls vorher
dem S. sensu lato Komplex angehdrten) zu uUbertragen. Bei der Erstellung eines
kinstlichen neuronalen Netzes fir die Auswertung der FT-IR-Spektroskopie wur-
den K. unispora und servazzii auch genutzt, um das Netz variabler zu gestalten
und es flUr S. sensu stricto und ehemalige S. sensu lato Arten gleichzeitig nutzen
zu kénnen. K. unispora wurde bisher aus Sauerteig, verschiedenen Kasesorten
und Kefyr isoliert (60). Das Genom von K. servazzii wird hauptsachlich flir gene-
tische Vergleichsstudien mit Saccharomyces Arten herangezogen, um z. B. evolu-
tionare Zusammenhange nah verwandter Hefearten abzuleiten (34).

8.1.7 Lachancea kluyveri

Lachancea kluyveri ist garfahig und kommt in Fruchtsaften, Fruchsaftkonzentra-
ten, Softdrinks und Wein vor und weist ein geringeres Schadpotential als S. cere-
visiae auf (13, 60). Die pektinolytische Aktivitat von L. kluyveri konnte im Zu-
sammenhang mit dem Erweichen von Oliven nachgewiesen werden (60).
L. kluyveri ist zudem ein Teil der natirlichen Starterflora von Tesguino, einem
indigenen fermentierten Maisgetrank aus Sidamerika (252). L. kluyveri gehorte
wie die oben aufgeflihrten Kazachstania Arten zum S. sensu lato Komplex und
wird wie K. servazzii fir genetische Vergleichstudien mit S. Arten herangezogen
(34, 147, 150, 189).
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8.1.8 Naumovia dairenensis

Naumovia dairenensis gehoérte wie die oben aufgefihrten Gattungen Kazachsta-
nia und Lachancea bis vor kurzem zum Saccharomyces sensu lato Komplex (150,
189). Diese Art spielt fir den Verderb von Getranken keine Rolle. Dennoch wur-
den wie bei Kazachstania servazzii und unispora in dieser Arbeit spezifische
Nachweismethoden entwickelt, um den ehemaligen S. sensu lato Komplex mdg-
lichst genau zu differenzieren und Fehlidentifikationen auszuschlieBen. Innerhalb
dieser Gattung kénnen die daraus gewonnenen Informationen genutzt werden,
um Nachweissysteme flr Arten wie z. B. Naumovia castelli, die im Verdacht
steht, Getréanke zu verderben, schnell zu entwickeln. N. dairenensis steht in Ver-
bindung mit dem Verderb von sauer konservierten Lebensmitteln wie Salatdres-

sing und Mayonaise und tritt in Mais-Silagen auf (60).
8.1.9 Pichia fermentans (anamorph Candida lambica)

Pichia fermentans ist eine typische getrankeschadliche Hefeart, die in Apfelsaft,
Bier, Soft Drinks, Most, Wein gefunden wurde (60). Zudem wurde sie von Frich-
ten und aus Kakao-Fermentationen isoliert und ist eine typische Schadhefe fir
Kase und verarbeitetes Fleisch (z. B. Hackfleisch) (60, 91, 92, 230). P. fermen-
tans hat eine maximale Wachstumstemperatur zwischen 35 und 39 °C und ist die
teleomorphe Form von C. lambica (60, 279). Karottenextrakt inhibiert das Wach-
stum von P. fermentans. Es ist wahrscheinlich, dass unpolare Komponenten, wie

z. B. freie Fettsauren dafilir verantwortlich sind (60).
8.1.10 Pichia membranifaciens (anamorph Candida valida)

Pichia membranifaciens und ihre anamorphe Form Candida valida sind weit ver-
breitet und kommen auf Friichten, Mais und in Fruchtsaften, Sorghum Bier, Bier,
Palmwein, Wein, Zuckermelasse vor (14, 135, 180, 183, 198, 200). P. membra-
nifaciens ist gegen Konservierungsmittel resistent und vermag eine Kahmhaut an
Flissigkeitsoberflachen zu bilden (133, 206). Die typische Kahmhefe wachst un-
ter aeroben Bedingungen sehr schnell (20). Als Atmungshefe spielt sie als Ge-
trankeschadling karbonisierter Getréanke eine untergeordnete Rolle. In stillen Ge-
tranken mit groBer FlUssigkeitsoberflache ist ein leichtes Wachstum an der
Oberflache mdglich (13). P. membranifaciens kann gekihlte Getranke verderben,
da sie die Eigenschaft besitzt, bei niedrigen Temperaturen wachsen zu kdnnen
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(109). Die maximale Wachstumstemperatur liegt zwischen 32 °C und 37 °C
(285). Diese Hefeart ist gegentiber trockener Hitze sensitiv, jedoch hitzeresisten-
ter als andere Hefearten wie z. B. S. cerevisiae (27, 241). P. membranifaciens ist
gegenlUber Salz, SO,, Sorbinsdure, Benzoesdaure und Essigsaure resistent (81,
207, 259). Insekten wie z. B. Fruchtfliegen kénnen als Vektoren zur Ubertragung
von P. membranifaciens in Getrankeproduktionsprozesse fungieren (259)

8.1.11 Pichia guilliermondii (anamorph Candida guilliermondii)

Pichia guilliermondii ist eine typische getrankeschadliche Hefeart, die in Frucht-
saften, Softdrinks, Cider, Sorghum Bier und Wein vorkommt (60). P. guilliermon-
dii tritt auch in sauer konservierten, leicht Salz haltigen Lebensmitteln, in Wurst-
waren, Meeresfrichten und in Backwaren auf (60). P. guilliermondii vermag
Schimmelwachstum auf Apfeln, Zitrusfriichten und Getreidekérnen zu unterdrii-
cken (60).

8.1.12 Saccharomyces sensu stricto sp. (bayanus, cariocanus, cere-

visiae, kudriavzevii, mikatae, paradoxus, pastorianus)

Unter 3.1 wurde bereits erlautert, dass die Taxonomie der Gruppe der Saccharo-
myces Hefen in den letzten 20 Jahren diskutiert wurde, Anderungen unterlag und
zum jetzigen Zeitpunkt sieben Spezies den S. sensu stricto Komplex bilden (150,
152, 217). S. bayanus, S. cerevisiae und S. pastorianus sind die hauptverant-
wortlichen Schadhefearten im Softdrink Bereich, wobei S. cerevisiae der mit Ab-
stand am haufigsten vorkommende Schadling bei stillen und karbonisierten alko-
holfreien Getranken ist (13, 259). S. cariocanus wurde bisher nur aus
Fruchtfliegen (Drosophila sp.) und Pulque, einem mexikanischen fermentierten
Agavengetrank, isoliert (221). S. mikatae und S. kudriavzevii wurde bisher nur
aus Umweltproben, wie z. B. aus teilweise verrotteten Blattern isoliert (221). Von
den drei Hefearten S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, die als letzte dem
S. sensu stricto Komplex zugeordnet wurden, stammt mit der Ausnahme des S.
cariocanus Stammes CBS 5313, der aus Pulque isoliert wurde, kein Stamm aus
Getranken und Lebensmitteln (221, 259). Die in Stammsammlungen verfligbaren
S. paradoxus Stamme sind meist Umweltproben und wurden aus Eichenexsudat,
Eichenzellsaft, Baumrinde und Erde isoliert (162, 221). Stémme mit gréBerer

Relevanz flur Getranke wurden von Traubenoberflachen, aus verdorbener Mayo-
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naise und aus Fruchtfliegen isoliert (162, 220, 221). Bisher sind keine S. parado-
xus Stamme in Stammsammlungen erhaltlich, die direkt aus verdorbenen Ge-
tranken stammen (221). S. paradoxus und S. cerevisiae sind sehr nah verwandt
und oft sympatrisch (169). MACLEAN et al. zeigten, dass zwischen S. paradoxus
und S. cerevisiae eine interspezifische Hybridbildung durch Paarung der Ascospo-
ren beider Spezies weniger haufig vorkommt, als man anhand statistischer Vor-
hersagen erwarten wirde. Dies ware die erste Bestatigung einer reproduktiven,
prazygotischen Isolation zweier sehr nah verwandter Hefearten (169). S. cerevi-
siae ist ein domestizierter Organismus, der durch seine intensive Kultivierung in
den Fermentationsindustriezweigen (siehe 1 und 3.2.2.1) weit verbreitet ist
(259). Demzufolge konnte sie auch aus verschiedensten Getranken und Rohstof-
fen isoliert werden und wird am haufigsten von allen Hefearten in Produkten mit
niedrigem a,-Wert und niedrigem pH-Wert gefunden (20, 60). In Betrieben, in
denen Bier und alkoholfreie Getranke hergestellt werden, sind die betriebseige-
nen Brauereihefen die Hefen, die am haufigsten den Verderb der alkoholfreien
Getranke verursachen (179). Mégliche andere Quellen einer AfG-Infektion mit S.
cerevisiae sind hauptsachlich schlecht gereinigte Flaschen und Insekten als Vek-
toren (157, 179) BACK und ANTHES stellten fest, dass 65 % der untersuchten
verdorbenen Proben alkoholfreier Getranke mit S. cerevisiae (obergdrige Braue-
reihefe) und S. pastorianus (untergarige Brauereihefe) kontaminiert waren (15).
Betriebe, die nur alkoholfreie Getranke herstellen und abfillen, weisen weitaus
geringere Werte an vermehrungsfahigen Hefen auf als Betriebe, die Bier und Li-
monaden auf derselben Anlage abflillen (179). Die Brauereihefen haben mit
durchschnittlich 5 Tagen bei 6-20 °C, eine sehr geringe Adaptionszeit an das Me-
dium Limonade. Bei einer massiven Infektion von 4000 Zellen pro ml mit der un-
tergarigen Brauereihefe S. pastorianus sinkt die Adaptionszeit bei 20°C sogar auf
2 Tage. Bei fruchtsafthaltigen, kohlendioxidhaltigen AfG sind Generationszeiten
der adaptierten Bierhefen von 8 Stunden anzunehmen (179). Bei einer Aus-
gangsmenge von 10 Zellen/ml (Brauereihefe) ware dann nach 5 Tagen ein kriti-
scher durch Gargeschmack und bei klaren Getranken durch Tribung gekenn-
zeichneter Wert von 100000 Zellen/ml erreicht (179). Interessanterweise zeigten
Untersuchungen der Schadhefeflora der irakischen AfG-Industrie, dass
S. cerevisiae und S. pastorianus nicht als Schadhefen anwesend waren (234).

Der Grund hierfiir kbnnte die Abwesenheit von Brauereien in dieser Region sein
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(259). Unter optimalen Wachstumsbedingungen kénnen haploide S. cerevisiae
Stamme eine Verdopplungsrate von 75 Minuten und diploi-
de/aneuploide/polyploide Stdmme von 120 Minuten haben (259). Der charakte-
ristische Verderb durch S. cerevisiae zeichnet sich durch Bombagen- und Etha-
nolbildung aus (259). S. cerevisiae verwertet die in AfG typisch vorkommenden
Zucker Glucose, Fructose und Saccharose und kann sich in den meisten Getran-
kesorten vermehren. Ein typisches fruchtiges Gararoma wird hervorgerufen, fur
welches aromaintensive Garungsnebenprodukte wie Diacetyl, 2,3-Pentandion,
Acetaldehyd, Esterverbindungen und hoéhere Alkohole verantwortlich sind (13).
Durch die Bildung des Garungsproduktes Ethanol besteht die Gefahr des Uber-
steigens des Ethanolanteils Uber 0,5 % v/v, so dass das AfG nicht mehr ver-
kehrsfahig ist (13). Die Anwesenheit von S. cerevisiae Ascosporen steigert in
starkem AusmalB die Hitzeresistenz (213). S. cerevisiae besitzt gegenliber Zucker
und Salz moderate Osmotoleranz und ihr Vitaminbedarf ist stammabhangig (20,
55, 206). S. cerevisiae ist garkraftig und manche Stamme sind resistent gegen
Konservierungsmittel (133, 206). Wahrend die meisten Stamme eine maBige Re-
sistenz gegeniber Sorbinsaure und Benzoesdure aufweisen, besitzen atypische
Stamme eine signifikante Konservierungsstoffresistenz und somit hdheres
Schadpotential (205). Die pektinolytische Aktivitat einiger S. cerevisiae Stamme
kann zu einer Ausklarung und Bodensatzbildung in fruchthaltigen AfG flihren. Die
S. cerevisiae Stamme, die in alkoholfreien Getranken als Kontaminanten auftre-
ten, unterscheiden sich zu den Brauereihefestammen durch ihre sehr hohe Sau-
retoleranz, ihre geringe Empfindlichkeit gegentber sauren Desinfektionsmitteln
und ihre z. T. geringere Fahigkeit, Maltose zu vergaren (13). Verschleppte ober-
garige Bierhefen, die auch zur Art S. cerevisiae gehdren, kénnen auch als Ver-
derbniserreger in AfG und Biermischgetranken vorkommen (13, 128). S. pastori-
anus Stamme, die in AfG als Schadhefen auftreten, weisen meist dieselben
Merkmale auf wie untergarige Brauereihefen, sind jedoch oft sauretoleranter
(13). TIMKE et al. konnten nachweisen, dass S. cerevisiae Stamme, die aus dem
Flaschenabflllbereich von Brauereien isoliert wurden, keine Neigung zur Biofilm-
Bildung hatten (266). Die S. cerevisiae Stamme der gleichen Studie besaBen ho-
hes Schadpotential flir Bier (266).
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8.1.13 Schizosaccharomyces pombe

Sch. pombe wird nur gelegentlich in Soft Drinks gefunden. Dies liegt wahrschein-
lich an dem unregelmaBigen Vorkommen dieser Hefeart (259). Sch. pombe ist
garkraftig, resistent gegen Konservierungsmittel, und osmotolerant (55, 133,
206). Sch. pombe wurde bisher aus/von afrikanischen Bieren, Brauereihefe, Ap-
feln, Apfelsaft, Trauben, Traubensaften, Traubensaft, Weinen, Palmweinen, Rohr-
zuckermelasse (zur Rumproduktion), Arak-Produktionsprozess, Cachaca-Maische,
Saft-Konzentraten und Softdrinks isoliert (20, 221, 244, 259). Sch. pombe ist
gegenlUber Zuckern osmotoleranter als gegenliber Salz. Sie ist wie S. cerevisiae
Crabtree positiv und benétigt zum Wachstum B-Vitamine und Adenin (20, 60).
Sie ist gegenlber den Konservierungsstoffen Sulfit, Benzoesaure und Essigsaure
resistent (206, 288, 289). Gegenliber Sorbinsdure ist die Resistenz schwacher
ausgepragt (259). Sch. pombe ist im Vergleich zu anderen Hefearten sehr hitze-
resistent und zeigt bei 37 °C starkes Wachstum (206). Sch. Arten sind gegen-
Uber Basischem Milieu empfindlich und kénnen Uber einem pH-Wert von 8,0 nicht
wachsen (60). Sch. pombe wachst mit einer gewohnlichen Verdopplungsrate von
etwa 4 Stunden relativ langsam. Dies kann sich in einem verzdgerten Getranke-
verderb auswirken. Trotz des langsamen Wachstums ist sie garkraftig und ver-
mag aus Sulfit H,S Fehlaromen zu bilden. Verursacht Sch. pombe eine Schadi-
gung von Softdrinks, sind die Infektionsquellen haufig Zuckersirupe und
Fruchtsaftkonzentrate (259).

8.1.14 Torulaspora delbrueckii (anamorph Candida colliculosa)

Torulaspora delbrueckii kommt als Schadling in AfG vor, ist aber nicht so garkraf-
tig wie S. cerevisiae (13). Nach JAMES und STRATFORD kommt diese Hefeart
haufig in Softdrink Fabriken vor und ist gegen moderate Konservierungsstoffkon-
zentrationen resistent (134). Sie ist nah verwandt mit 7. microellipsoides und
osmotolerant (133). Die a,-Grenzwerte eines T. delbrueckii Stammes, der aus
suBer Bohnenpaste isoliert wurde, liegen fur Glucose, Fructose, Saccharose und
NaCl bei 0,86, 0,89, 0,87 und 0,90 (60). T. delbrueckii wurde bisher von Apfeln,
Grapefruit, Trauben, tropischen Frichten und aus Rohzucker, Zuckermelasse,
Fruchtsaftkonzentraten, Softdrinks, Most, Bier und Wein isoliert (14, 60). Bei der
AfG-Herstellung wird T. delbrueckii haufig auf Rohstoffen und Produktionsequip-

ment gefunden, jedoch anschlieBend nur selten im fertig abgeflillten Getrank
199



Anhang

(60). Zudem kann T. delbrueckii als Schadhefe in Backerei- und Milchprodukten
vorkommen (60). Lysinagar weist im Gegensatz zu Lin’s Wild Yeast Agar T. delb-
rueckii nach (60). Wie in 3.3.3 beschrieben, werden beide Nahrmedien in Braue-
reien eingesetzt. Auf CHROMagar Candida, einem in der Medizin eingesetztem
Nahrmedium, wachst T. delbrueckii gelb mit grauem Rand (58). Nach DEAK und
BEUCHAT ist T. delbrueckii die Hefeart, die am dritthaufigsten in Friichten und
Getranken (siehe Tabelle 5) vorkommt (60). Bei der Herstellung des mexikani-
schen, indigenen fermentierten Getrank Pulque kommt T. delbrueckii in der na-

tlrlichen Starterflora vor (197)

8.1.15 Torulaspora microellipsoides (friiher Zygosaccharomyces mic-

roellipsoides)

Torulaspora microellipsoides tritt in AfG auf und ist weniger schadlich als S. cere-
visiae (13). Nach JAMES und STRATFORD kommt diese Hefeart haufig in Soft-
drink Fabriken vor und ist resistent gegen moderate Konservierungsstoffkonzent-
rationen (133). Die aktuellen praktizierten Konservierungsstoffkonzentrationen
sind ausreichend, um diese Hefeart daran zu hindern, Produktschaden zu verur-
sachen. Werden jedoch in Zukunft die Konservierungsstoffkonzentrationen redu-
ziert, besteht die Gefahr, dass diese Art ernst zu nehmende Produktschaden ver-
ursacht (133).

8.1.16 Wickerhamomyces anomalus (friher Pichia anomala, anamorph

Candida pelliculosa)

Wickerhamomyces anomalus ist in der Getrankeindustrie weit verbreitet. Sie
kommt haufig in Fruchtsaften, Fruchtsaftkonzentrat, Plrees, Fruchtmark, Frucht-
zubereitungen vor und ist zudem eine Schadhefe in verschiedenen Prozessschrit-
ten bei der Herstellung alkoholischer Getranke. Sie verursacht meist einen inten-
siven ldsungsmittelartigen Geruch (Ethylacetat, Amylacetat) (13). 1In
karbonisierten Getranken kann sich die garschwache Hefe nicht oder nur gering-
fugig vermehren. In stillen Getranken (Safte, Nektars, Fruchtsaftgetranke) findet
gutes Wachstum statt, wobei gravierende Geschmacks- und Geruchsfehler ent-
stehen kénnen (13). W. anomalus wachst auf 50 %-Glucose-Agar, teilweise auch
auf 60 %-Glucose-Agar und ist somit osmotolerant. Diese Art kann verschiedene

Alkohole, organische Sauren sowie Starke verwerten (13). W. anomalus hat eine
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maximale Wachstumstemperatur zwischen 35 und 37 °C (60). Die lag-Phase von
W. anomalus in Erdbeersaft mit 15 °Brix, pH 4,0 bei 30 °C betragt 3 h und die
Generationszeit 1,3 h. In Malzextrakt-Bouillon mit pH 3,5 bei 30 °C betragt die
Generationszeit von W. anomalus 2,0 h (60). W. anomalus ist die dominierende
Hefeart bei der Biofilm-Kolonisierung von Stahloberflachen in Bierabflllanlagen
(257). TIMKE et al. konnten ebenfalls W. anomalus Stamme aus dem Abflllbe-
reich von Brauereien isolieren und die Fahigkeit der Biofilmbildung bestdtigen
(266). W. anomalus vermag Schimmelwachstum auf Apfeln, Zitrusfriichten und
Getreidekérnen zu unterdricken (60). LAITILA et al. konnten dies bestatigen,
indem sie einen aus Malz isolierten W. anomalus Stamm auf Inhibitionseffekte
gegen Fusarium Arten untersuchten, welche im Verdacht stehen, Gushing zu
verursachen (159). Dieser W. anomalus Stamm (VTT C-04565) zeigte die hdchs-
te antagonistische Aktivitat von 12 isolierten Hefestammen gegen Schimmelpilze
der Feld und Lagerflora (159).

8.1.17 Zygosaccharomyces bailii

Zygosaccharomyces bailii gehdrt wie Z. bisporus, Z. lentus, Z. rouxii und Sch.
pombe zu den osmophilen Hefen die unter einem a,-Wert von 0,85 wachsen
kdnnen, welcher einer Glucoselésung mit 60 % m/m entspricht (20, 259).
Z. bailii vermag sogar bei einem a,-Wert von 0,8 bei 25 °C zu wachsen (206).
Bei der Herstellung alkoholfreier Getranke werden haufig als Ausgangsstoffe hoch
zuckerhaltige Sirupe verwendet, die flur die genannten osmotoleranten Hefen an-
fallig sind (259). Z. baillii ist die haufigste und gefahrlichste Hefe in Fruchtkon-
zentraten. Am haufigsten wird sie in Citruskonzentraten oder konzentriertem Ap-
felsaft (bis 73 °Brix) nachgewiesen (13). Das Schadigungspotential von Z. bailii
wird dadurch verstarkt, dass diese Hefeart garkraftig und resistent gegen Kon-
servierungsmittel ist (133, 206). Diese Hefeart weist besondere Resistenzeigen-
schaften gegen schwach saure Konservierungsmittel, wie Essig-, Benzoe-, Propi-
on- und Sorbinsdure auf. Einige Zellen von Z. bailii kénnen sich als so genannte
~Superzellen® entwickeln und kénnen in Medien mit doppelter Sorbinsdure-
Konzentration wachsen (im Vergleich zur Resistenzgrenze ,,normaler™ Z. bailii Zel-
len) (249). Hochresistente Z. bailii Stamme, die Uber den zuldssigen europai-
schen Konservierungsstoffgrenzen (300 mg/l) fir alkoholfreie Getranke noch

wachsen kénnen, werden haufig isoliert (133). Z. bailii besitzt die Fahigkeit, sich
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bei niedrigen Konservierungsstoff-Konzentrationen anzupassen, um spater bei
héheren Konzentrationen wachsen zu kénnen (133). Zusatzliche Eigenschaften
starken das Schadpotential von Z. bailii: A) Starke Glucose-Garfahigkeit; B) Aus-
gehend von einer Kontamination durch eine einzelne Zelle pro Verpackungsein-
heit kann das darauf folgende Wachstum Produktschaden herbeiflihren; C) Trotz
erheblichen Druckes und der Anwesenheit von Konservierungsmitteln kann Z.
bailii Glucose vergaren; D) Fructose wird bevorzugt vor Glucose und somit erhoht
sich die die Wachstumsgeschwindigkeit, wenn Fructose mehr als 1 % der Pro-
duktrezeptur ausmacht (76, 133).

8.1.18 Zygosaccharomyces rouxii (anamorph Candida mogii)

Ahnlich wie Z. bailii ist Z. rouxii garkréftig und resistent gegen Konservierungs-
mittel (133). Zudem hat Z. rouxii die héchste bekannte Osmotoleranz aller Hefe-
arten. Nur der Schimmelpilz Xeromyces bisporus ist noch osmotoleranter (206).
Z. rouxii vermag bei einem a,-Wert von 0,62 in Fructose und bei einem a,-Wert
von 0,65 in Saccharose/Glycerin zu wachsen (265). Demzufolge verdirbt Z. rouxii
hoch zuckerhaltige Produkte wie Rohzucker, Zuckersirupe, Saftkonzentrate (20,
265). Die Resistenz gegen Konservierungsstoffe ist nicht so stark ausgepragt wie
bei Z. bailii. Nach Z. bailii ist Z. rouxii die Schadhefeart innerhalb der Gattung

Zygosaccharomyces, die am zweithaufigsten flir Verderb verantwortlich ist (206).
8.1.19 Zygosaccharomyces sp. (Z. bisporus, Z. lentus, Z. mellis)

Vergleiche der rDNA zeigten, dass Z. bisporus sehr nah verwandt mit Z. bailii ist
(131). Folglich teilt diese Art viele der Eigenschaften von Z. bailii und eine ein-
deutige Identifizierung anhand physiologischer Methoden ist schwierig (133).
Z. bisporus ist ebenfalls osmotolerant und resistent gegen Konservierungsstoffe.
Es wurde festgestellt, dass Z. bisporus eine geringfiigig héhere Osmotoleranz
aufweist als Z. bailii, jedoch Uber eine geringere Konservierungsstoffresistenz
verfigt (133, 265). Obwohl Z. bisporus sehr groBe Ahnlichkeit mit Z. bailii be-
sitzt, ist diese Spezies viel weniger verbreitet und stellt nicht die gleiche Bedro-
hung wie Z. bailii dar (20). Z. lentus wurde 1999 von STEELS et al. beschrieben
(250). Sie unterscheidet sich von Z. bailii und Z. bisporus hauptsachlich durch
das langsame Wachstum unter aeroben Bedingungen und der Wachstumshem-

mung bei Anwesenheit von 1 % Essigsaure. Z. lentus kann ebenfalls bei der An-
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wesenheit von schwach sauren Konservierungsmitteln und Dimethyldicarbonat
(DMDC, Velcorin, E242) wachsen und ist osmotolerant (250). Dimethyldicarbonat
ist ein sehr haufig eingesetztes Kaltentkeimungsmittel in der Getrankeindustrie.
Im Gegensatz zu Z. bailii und Z. bisporus vermag Z. lentus bei niedrigen Tempe-
raturen (z. B. 4 °C) zu wachsen. Diese Eigenschaft lasst vermuten, dass die
Z. lentus in Zukunft als wahre Bedrohung flr geklhlte Getréanke betrachtet wer-
den kann (250). Z. mellis wird oft mit Z. rouxii verwechselt und ist als Schadhefe
in Honig bekannt. Fir den Verderb von Getranken spielt diese Art eine unterge-
ordnete Rolle (133).

8.1.20 Zygotorulspora florentinus (friher Zygosaccharomyces florenti-

nus)

Zygotorulspora florentinus ist garkraftig, wachst in Fruchtsaften und Limonaden,
tritt jedoch wesentlich seltener auf als S. cerevisiae. Das Wachstum ist im Ver-
gleich zu S. cerevisiae langsamer und die Auswirkung in Getranken ist meist
nicht gravierend. Diese Hefeart ist duBerst tolerant gegeniber Cycloheximid (Ac-
tidion) (13).

8.2 Ubersicht zu brauereirelevanten Selektivmedien
8.2.1 Medien mit Hemmstoffkomponenten

Kristallviolettmedium (KV): Dieses Medium unterdrickt das Wachstum von Brau-

ereikulturhefen und NSFH. Somit soll es ermdglichen, SFH zu detektieren.
HAIKARA und ENARI zeigten, dass ein groBer Teil der SFH auf Kristallviolett e-
benfalls empfindlich ist (111, 135). SEIDEL kam zu einem &hnlichen Ergebnis,
dass mehrere Stamme von S. cerevisiae Fremdhefen und S. cerevisiae Weinhe-
fen nicht auf Kristallviolettmedium wuchsen (242). Ein Nachteil dieses Mediums
ist, dass eine Verdlnnung der Probe zwingend notwendig ist, da sich sonst ein
Rasen von Kulturhefen bilden kann (12, 242).

Kupfersulfatmedium, Taylor-Marsh-Medium (TM), YM+CUSQ,: Das Kupfersulfat-
medium nach Lin lasst wie Lysinagar nur ein Wachstum von NSFH zu (135). Es
ist Lysinagar im Wirkspektrum ahnlich. TAYLOR und MARSH erniedrigten die Kup-
ferkonzentration und konnten somit einen GroBteil der SFH detektieren (263).

Vergleiche von Lysinagar und Kupfersulfatagar wurden 2002 von SALEK ange-

203



Anhang

stellt (229). Dabei stellte SALEK die Vorteile von Kupfersulfatmedium so dar, dass
auch S. c. var. diastaticus, andere S. cerevisiae-FH und Candida sp. im Gegen-
satz zu Lysinagar nachgewiesen wurden (229). BENDIAK stellt 1991 die Llcken
im SFH-Nachweis mit verringerter Kupfersulfatkonzentration dar, bewertete je-
doch die modifizierten Kupfersulfatmedien (YM+CUSQ,) als beste Medien flir ei-
nen gleichzeitigen Nachweis von SFH und NSFH (24). Das TM-Medium und das
modifizierte YM+CUSO,4 Medium sind leicht herzustellen, die untersuchte Unfilt-
ratprobe bendétigt keinen Waschvorgang, und es werden auch S. cerevisiae var.
diastaticus Stamme erfasst (24, 36, 135). BRANDL entwickelte Nachweissche-
men flr den Fremdhefenachweis in obergarigen und untergdrigen Brauereien,
wobei der Einsatz von YM+CUSQ, v. a. fur den Unfiltratbereich sinnvoll ist (36).
BRANDL bestatigte, dass mit YM+CUSQ, ein Nachweis von S. c. var. diastaticus
und K. exigua (friher S. exiguus) maoglich ist. Die S. bayanus und S. pastorianus

Typstamme konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (36).

Schwarz Differentialmedium (SDM): Die Substanz Fuchsinsulfit ist diesem Medi-

um beigefligt und ist Grund flr die Selektivitat. Es erfasst viele NSFH und einige
SFH, weist jedoch starke Nachweislicken auf (243). SEIDEL stellte fest, dass
z. B. S. bayanus und K. exigua Stamme nicht auf SDM nachgewiesen wurden
(243).

Lin’'s Wild Yeast Medium (LWYM): Lin verbindet die selektiven Eigenschaften des

SDM und des Kristallviolettmediums, d. h. Fuchsinsulfit und Kristallviolett werden
gleichzeitig als Hemmstoffe eingesetzt (222). ROCKEN und MARG zeigen die De-
tektionslicken von LWYM (222). Einzelne Stamme verschiedener SFH (S. baya-
nus, S. pastorianus, S. cerevisiae) und NSFH (C. sp., D. hansenii, K. exigua,
Kluyveromyces sp., P. membranifaciens, P. sp., R. rubra, Torulopsis sp., Sch.
pombe, Z. bailii, Z. bisporus, Z. rouxii, W. sp.) konnten nicht detektiert werden
(222).

8.2.2 Medien mit spezifischem Nahrstoffbedarf

Lysinagar: Lysinagar wird als Medium zum NSFH-Nachweis empfohlen und ist bis
jetzt haufig in der brauereimikrobiologischen Praxis anzutreffen. Lysinagar weist
fast alle NSFH nach, manche wachsen jedoch nur maBig (242). Die Spezifitat fur
NSFH wurde von ROCKEN und MARG bestétigt (222). Nachteile sind eine auf-

204



Anhang

wendige Herstellung und eine erforderliche Waschung der Probe, um keine weite-

ren Stickstoffquellen zu verschleppen (222).

CLEN-Medium: CLEN Medium ist eine erweiterte Form des Lysinagars. Neben Ly-

sin sind dem Medium die drei zusatzlichen Stickstoffquellen Cadaverin-Di-
Hydrogenchlorid, Ethylendiamin, Kaliumnitrat beigefligt. Der Nachweis einiger
NSFH ist im Vergleich zu Lysinagar durch die zusatzlichen Stickstoffquellen ver-
bessert. Zwei internationale Ringstudien belegen, dass CLEN-Medium zum NSFH
Nachweis geeignet ist (3, 4). Es treten die gleichen Nachteile wie beim Lysinagar

auf.

Pantothenatagar: Fir OG ist im Gegensatz zu den UG Panthotensdure essentiell

(12). Diese fehlt diesem Nahrboden. Somit sollen UG in einer OG nachgewiesen
werden kénnen. ROCKEN konnte dies bestétigen, jedoch wuchsen auch einige S.
cerevisiae Stamme (222). Dieser Nahrboden weist auch viele SFH und NSFH Ar-
ten nach. ROCKEN und MARG empfehlen, diesen Nahrboden fiir obergérige Brau-
ereien zu verwenden, falls nur mit einem Nahrboden gearbeitet werden soll
(222). Es muss allerdings vorher Uberpriift werden, ob die obergarige Betriebs-
hefe wirklich kein Wachstum zeigt. Nachteilig ist, dass die Probe vorher gewa-
schen werden muss, um keine Pantothensaure zu verschleppen und die relativ

lange 5-tagige Bebritungszeit (12, 222).

Melibiose-Assay: Zur Herstellung von Melibiose-Agar wird zu Hefeextrakt auf

Stickstoffbasis Melibiose als alleinige Kohlenstoffquelle beigefliigt. UG kann diese
Kohlenstoffquelle im Gegensatz zu OG verwerten, so sollte auch nur UG auf dem
Melibiose-Agar wachsen (12). In einer Studie konnten UG und OG Kulturhefen
mittels Melibiose-Agar nicht eindeutig unterschieden werden (5). In Ringversu-
chen zeigten einige UG Stamme kein Wachstum oder nur sehr schwaches Wachs-
tum, das bis zu zwei Wochen dauerte (5). In dieser Studie wurde die Bebritung
bei 37 °C zur Unterscheidung von ober- und untergarigen Hefen als einfacher
und aussagekraftiger beurteilt (5). Weitere Nachteile des Melibiosetests sind der
notwendige Waschvorgang der Probe (wegen madglicher Verschleppung von Koh-
lenstoffquellen) und die schwierige Auswertung, da obergarige Hefen als Miniko-

lonien wachsen (5, 12).
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XMACS-Medium: XMACS Medium besteht aus Hefestickstoffbasis ohne Aminosau-

ren und den finf Kohlenstoffquellen Xylose, Mannit, Adonit, Cellobiose und Sor-

bit. Brauereihefen kénnen diese Kohlenstoffquellen theoretisch nicht verwerten
(56). Die meisten NSFH und SFH kdnnen diese jedoch theoretisch verwerten. 14
von 23 (=61 %) NSFH-Stammen und 10 von 18 (=56 %) SFH-Stammen wuch-
sen auf XMACS-Medium in einer Untersuchung von DE ANGELO und SIEBERT
(56). XMACS-Medium hatte mit 61 % die gleiche Nachweiseffizienz von NSFH-
Stammen wie Lysinagar. Kupfersulfat-Medium zeigt in der gleichen Studie, mit
91% fir NSFH-Stamme und 67 % flur SFH-Stamme, bessere Nachweiseffizienzen
als XMACS-Medium (56). Bemerkenswert ist, dass XMACS Medium einzelne SFH-
Stamme detektieren konnte, die das Kupfersulfat Medium und die 37 °C Bebri-
tungsmethode nicht kultivieren konnten (56). Nachteile sind die aufwendige Her-
stellung und die schwierige Auswertung, da Brauereikulturhefen in Minikolonien

bis zu 1mm wachsen kénnen (56).

8.2.3 Medium mit Farbdifferenzierung

Wallerstein-Nutrient-Medium (WLN): WLN-Agar soll es erméglichen, Fremdhefen

in einer OG zu detektieren. OG haben ein dunkelgriines Erscheinungsbild (da sie
den Medienbestandteil Bromkresolgrin nicht reduzieren kénnen), andere Hefear-
ten haben die Farben weiB3, hellgrin und andere Grintdéne (112). Dieses Medium
hat den Nachteil, dass auch andere S. cerevisiae-FH ein dunkelgrines Erschei-
nungsbild zeigen (112). Die Farbunterscheidung ist nur von sehr gelibtem Perso-
nal durchfihrbar (112).

MBH-Medium: Das MBH Medium hat das Ziel, bierschadliche Hefen aus dem Filt-

ratbereich nachzuweisen (74). Es ist ein Universalmedium auf der Basis von al-

koholfreien Bier, das den Indikator Bromphenolblau beinhaltet und zudem anae-
rob bebritet wird. Im Vergleich zu einer universellen aeroben Anreicherung auf
YM- oder Wirzeagar flr Filtratproben, hat MBH-Medium den Vorteil, dass nicht
garfahige Hefen durch die anaerobe Bebritung zunachst nicht detektiert werden
(74). Wird das Medium aerob nachbebritet und es tritt Hefewachstum auf, liegt
ein nicht-bierschadlicher Hefestamm vor. Somit kdnnen indirekte Schadhefen von

direkten bierschadlichen Schadhefen unterschieden werden. Die Farbung durch
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Bromphenolblau bringt noch Zusatzinformationen. Farbt sich der Agar durch
Sauerung gelb, liegen wahrscheinlich Dekkera sp. vor, die Essigsaure produzie-
ren. Bierschadliche Hefen, insbesondere SFH farben den Agar nicht oder
schwach, d.h. er bleibt griin oder farbt sich leicht gelblich. Nicht-bierschadliche
Hefen farben den Agar blau (74).

8.2.4 Medium mit spezifischer Bebritungseigenschaft

Wirze oder YM bei 37 °C: Die Temperatur 37 °C liegt Uber dem Wachstumsopti-

mum von UG. OG wachsen allerdings bei dieser Temperatur; somit ist eine Diffe-
renzierung zwischen OG und UG Kulturhefen mdglich (5, 12). Es werden viele
SFH und NSFH nachgewiesen, jedoch konnte ROCKEN Nachweisliicken des
37 °C-Agars flr viele SFH- und NSFH-Stamme feststellen (224). Ein groBer Vor-
teil dieser Bebrutungsmethode ist, dass OG in UG sicher kédnnen nachgewiesen
werden kdénnen. Deswegen wird diese Methode mit Wiirze von BACK empfohlen,
um UG auf Fremdhefereinheit zu untersuchen (10). Weitere Vorteile sind die
leichte Herstellung, die einfache Handhabung und die kurze Dauer des Nachwei-
ses (24-48 h). Unter Berlcksichtigung des Nachweisspektrums und der genann-
ten Vorteile bewertete Récken die 37 °C Methode als ,sehr guten® Fremdhefe-
nachweis fur untergarige Brauereien (224)

MBH-Medium: siehe 8.2.3

8.3 Ergebnisse der Identifizierungen von Hefe-Praxisisolaten aus

dem Umfeld der Brauerei- und Getrankeindustrie

In Tabelle 52 sind die Identifizierungsergebnisse von Hefepraxisisolate (PI) aus
dem Umfeld der Brauerei- und Getrankeindustrie mit Isolierungsort bzw. -
medium aufgelistet. Die Hefestamme sind unter der Stammnummer in der BTII
Kryobanksammlung gesichert. Die Bedeutungen der Abklirzungen der Stamm-
nummern sind im Abklrzungsverzeichnis aufgeschlisselt.

Tabelle 52: Ergebnisse der Identifizierungen von Hefe-Praxisisolaten aus dem Umfeld der Brauerei-
und Getrankeindustrie innerhalb des Zeitraums von 2005-2008

Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart/
BTII K -medium Anwendung
Candida bituminiphila PI BB 5 Brauwasser SEQ 26S
Candida boidinii PI BB 2 Bier nach Filter SEQ 26S
PI BB 3 Flaschenbier (Alkoholfreies) SEQ 26S
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Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart/
BTII K -medium Anwendung
PI BB 136 Bier nach Filter SEQ 26S
PI BB 138 Bier in 5I-Fass FTIR
PI BB 144 Flaschenbier FTIR
PI BB 147 Flaschenbier FTIR
PI BB 149 Flaschenbier FTIR
PI BB 184 Bier in 5I-Fass SEQ 26S
Candida inconspicua PI BB 62 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 64 Flaschenbier FTIR
PI BB 72 Flaschenbier SEQ 26S
Candida intermedia PI BB 7 Brauwasser SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 192 Flaschenbier SEQ 26S
Candida mesenterica PI BB 71 alkoholfreies Getrank SEQ 26S
Candida norvegica PI BB 86 Brauwasser SEQ 26S
Candida oleophila PI BB 8 Brauwasser SEQ 26S
Candida parapsilosis PI BB 9 Flaschenbier (Helles) SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 118 Flaschenbier SEQ 26S, Real-Time PCR
Candida pararugosa PI BB 4 Bier nach Filter SEQ 26S
PI BB 119 Flaschenbier SEQ 26S
Candida picinguabensis PI BB 188 Brauwasser SEQ 26S
Candida pseudolambica PI BB 18 Flaschenbier SEQ 26S
Candida sake PI BB 52 Bier nach Filter SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 53 Brauwasser SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 54 Fassbier (Helles) SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 55 Brauwasser SEQ 26S, Real-Time PCR
PIBB 110 Bier nach Filter SEQ 26S
PI BB 114 Flaschenbier SEQ 26S
PIBB 115 Brauwasser SEQ 26S
PI BB 116 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 117 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 150 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 172 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 191 Flaschenbier SEQ 26S
Candida sophiae-reginae PI BB 6 Flaschenbier SEQ 26S
Candida sorbophila PI BB 77 Hygieneprobe SEQ 26S
Candida sp. PI BB 108 Bier nach Filter SEQ 26S
(identisch mit CBS 9453)
(identisch mit CBS 5303) PI BB 109 Bier nach Filter SEQ 26S
(identisch mit CBS 5303) PI BB 111 Bier nach Filter SEQ 26S
(identisch mit CBS 9453) PI BB 113 Flaschenbier SEQ 26S
Claviaspora lustinaniae PI BB 10 Bier nach Filter SEQ 26S
Cryptococcus albidosimilillis PI BB 11 Bier in 5I-Fass SEQ 26S
Cryptococcus albidus PI BB 12 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 75 Hygieneprobe SEQ 26S
Cryptococcus flavescens PI BA 19 unbekannt SEQ 26S
Cryptococcus saitoi PI BB 154 Hygieneprobe SEQ 26S
Debaryomyces hansenii PI BB 14 Flaschenbier (Vollbier) SEQ 26S
PI BB 63 Flaschenbier Real-Time PCR
PI BB 126 Unfiltrat SEQ 26S
PI BB 151 Flaschenbier (Helles) Real-Time PCR
Dekkera anomala PI BA 1-7 unbekannt SEQ 26S, Real-Time PCR
Dekkera bruxellensis PI BB 92 unbekannt SEQ 26S
PI BB 164 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 165 Flaschenbier FTIR
PI BA 8-12 unbekannt Real-Time PCR
Filobasidium floriforme/ Filoba- | PI BB 16 Brauwasser SEQ 26S
sidium elegans/ Cryptococcus
magnus
PIBB 17 Bier nach Filter (Pils) SEQ 26S
PI BB 78 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 97 unbekannt SEQ 26S
Hanseniaspora guilliermondi PIW 3 Starterkultur Bananenwein SEQ 26S
SEQ ITS1-5,8S-ITS2
Hanseniaspora uvarum PIW 1 Starterkultur Bananenwein SEQ 26S,
SEQ ITS1-5,8S-ITS2
Real-Time PCR
PI W 2 Starterkultur Bananenwein SEQ 26S,
SEQ ITS1-5,8S-ITS2
Real-Time PCR
Issatchenkia occidentalis PI BB 76 Hygieneprobe SEQ 26S
Issatchenkia orientalis PI BB 178 Flaschenbier SEQ 26S, Real-Time PCR
PIS1 Starterkultur Satho SEQ 26S
Kregervanrija delftensis PI BB 122 Flaschenbier SEQ 26S
Kregervanrija fluxuum PI BB 29 unbekannt SEQ 26S
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Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart/
BTII K -medium Anwendung
Lindnera fabianii (frGher Pichia | PI BB 23 KV-Agar SEQ 26S
fabianii)
Pichia fermentans PI BB 83 Brauwasser SEQ 26S
Pichia guilliermondi PI BB 13 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 27 Flaschenbier (Helles) SEQ 26S
PI BB 28 Brauwasser SEQ 26S
PI BB 59 Hygieneprobe (Gérkeller) SEQ 26S
PI BB 60 Flaschenbier Real-Time PCR
PI BB 61 Flaschenbier FTIR
PI BB 73 Brauwasser SEQ 26S
PI BB 82 Brauwasser SEQ 26S
PI BB 88 Brauwasser SEQ 26S
PI BB 89 Brauwasser SEQ 26S
PI BB 101 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 102 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 103 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 123 Flaschenbier SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 179 Flaschenbier SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BA 16, 17, 21 unbekannt SEQ 26S
Pichia mandshurica  (friher | PI BB 26 Flaschenbier (Weizenbier) SEQ 26S
Pichia galeiformis)
PI BB 186 Flaschenbier SEQ 26S
Pichia membranifaciens PI BB 25 Hygieneprobe SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 30 Flaschenbier (Helles) SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 31 Flaschenbier (Pils) SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 32 Flaschenbier (Pils) SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 57 Fassbier (Schankbier) SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 58 Flaschenbier (Helles) SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 65 Flaschenbier (Helles, Export) SEQ 26S
PI BB 66 Flaschenbier FTIR
PI BB 98 unbekannt SEQ 26S
PI BB 99 unbekannt SEQ 26S
PI BB 100 unbekannt SEQ 26S
PI BB 130 unbekannt SEQ 26S
PI BB 131 unbekannt SEQ 26S
PI BB 141 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 142 Flaschenbier FTIR
PI BB 153 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 187 Brauwasser SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BA 18 unbekannt Real-Time PCR
Pichia norvegensis PI BB 161 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 162 Hygieneprobe FTIR
PI BB 163 Hygieneprobe FTIR
Rhodotorula mucilaginosa PI BB 33 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 79 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 80 Hygieneprobe SEQ 26S
PI BB 155 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 156 Flaschenbier FTIR
PI BB 189 Flaschenbier SEQ 26S
PI BB 190 Flaschenbier SEQ 26S
Rhodotorula sloffiae PI BB 152 Hygieneprobe SEQ 26S
S. bayanus PI BA 50 unbekannt SEQ 26S
SEQ ITS1-5,8S-ITS2
Real-Time PCR
S. bayanus/ S.pastorianus PI BB 95 unbekannt SEQ 26S,
SEQ ITS1-5,8S-ITS2
Real-Time PCR
PI BB 96 unbekannt SEQ 26S,
SEQ ITS1-5,8S-ITS2
Real-Time PCR, FTIR-KNN
PI BA 19-22 unbekannt Real-Time PCR, FTIR-KNN
S. cerevisiae PI BB 19 KV-Agar SEQ 26S, Real-Time PCR
PI BB 34 Hygieneprobe Real-Time PCR, FTIR-KNN
PI BB 38 Flaschenbier Real-Time PCR
PI BB 39 KV-Agar Real-Time PCR
PI BB 41 KV-Agar Real-Time PCR
PI BB 43 Flaschenbier (Pils) Real-Time PCR
PI BB 44 Flaschenbier (Helles) Real-Time PCR
PI BB 74 Brauwasser Real-Time PCR
PI BB 106 Hefeherfiihrung Real-Time PCR, FTIR-KNN
PI BB 134 Apfelschorle Real-Time PCR
PI W 4 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR
PIWS5 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR
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Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart/
BTII K -medium Anwendung

PIC1 Starterkultur Chicha Real-Time PCR

PIC?2 Starterkultur Chicha Real-Time PCR

PIW 6 Starterkultur Bananenwein Real-Time PCR

PI S2 Starterkultur Satho Real-Time PCR

PI S3 Starterkultur Satho Real-Time PCR

PI BA 23-29 unbekannt Real-Time PCR, FTIR-KNN

PI BA 51-108 unbekannt Real-Time PCR, FTIR-KNN
S. cerevisiae var. diastaticus PI BB 105 Flasche BMG (Radler) Real-Time PCR, FTIR-KNN

PI BB 121 Flaschenbier Real-Time PCR, FTIR-KNN

PI BB 124 Flaschenbier Real-Time PCR, FTIR-KNN

PI BB 125 Flaschenbier Real-Time PCR

PI BB 133 Flaschenbier Real-Time PCR

(Bier aus China)

PI BB 159 Flaschenbier (Pils) Real-Time PCR

PI BB 182 Limonade (Orange) Real-Time PCR

PI BB 183 Flaschenbier (Pils) FTIR

PI BA 31-48 Unbekannt Real-Time PCR, FTIR-KNN

PI BA 109-125 Unbekannt Real-Time PCR, FTIR-KNN
S. pastorianus PI BB 35 Hygieneprobe Real-Time PCR
(untergérige Kulturhefen)

PI BB 36 Hygieneprobe Real-Time PCR

PI BB 37 Hygieneprobe Real-Time PCR

PI BB 40 KV-Agar Real-Time PCR

PI BB 42 KV-Agar Real-Time PCR

PI BB 45 Flaschenbier Real-Time PCR

PI BB 46 Flaschenbier (Helles) Real-Time PCR

PI BB 56 Hygieneprobe Real-Time PCR

(Spulwasser Gartank)

PI BB 81 Brauwasser Real-Time PCR

PI BB 84 Brauwasser Real-Time PCR

PI BB 85 Brauwasser FTIR

PI BB 93 unbekannt FTIR

PI BB 94 unbekannt Real-Time PCR

PI BB 107 Hefeherfiihrung (untergéarig) Real-Time PCR, FTIR-KNN

PIBB 112 Flaschenbier Real-Time PCR, FTIR-KNN

PI BB 135 Flaschenbier (Pils) Real-Time PCR

PI BB 148 Flaschenbier FTIR

PI BB 160 Konzentrat (Sirup) Real-Time PCR

PI BB 168 Flaschenbier (Helles) Real-Time PCR

PI BA 23-28 unbekannt Real-Time PCR, FTIR-KNN

PI BA 126-145 unbekannt Real-Time PCR, FTIR-KNN
S. kudriavzevii PI BA 49 unbekannt Real-Time PCR, SEQ 26S,

SEQ ITS1-5,8S-ITS2
SEQ IGS2, FTIR-KNN

Saccharomycopsis fibuligera PI S 4-13 Starterkultur Satho SEQ 26S

PIS 15 Starterkultur Satho SEQ 26S
Saccharomycopsis malanga PIS 14 Starterkultur Satho SEQ 26S
Schizosaccharomyces pombe PI BB 132 Flaschenbier (Bier aus China) | SEQ 26S
Sporidiobolus salmonicolor PI BB 47 Brauwasser SEQ 26S

PI BB 87 Brauwasser SEQ 26S
Torulaspora delbrueckii PI BB 48 Flaschenbier (Helles, Export) SEQ 26S,Real-Time PCR

PI BB 70 Flaschenbier (Pils) SEQ 26S, Real-Time PCR

PI BB 158 Flaschenbier (Pils) Real-Time PCR

PI BB 170 Flaschenbier (Pils) FTIR
Trichosporon coremiiforme PI BB 49 Flaschenbier SEQ 26S
Wickerhamomyces  anomalus | PI1 BB 21 Fassbier (Helles) Real-Time PCR
(friher Pichia anomala)

PI BB 22 Flaschenbier Real-Time PCR

PI BB 24 Flaschenbier (Helles) Real-Time PCR

PI BB 69 Flaschenbier Real-Time PCR

PI BB 90 Flaschenbier SEQ 26S

PI BB 91 Flaschenbier SEQ 26S

PI BB 104 Flaschenbier SEQ 26S

PI BB 120 Flaschenbier SEQ 26S

PI BB 127 Bier nach Filter SEQ 26S

PI BB 128 Bier nach Filter SEQ 26S

PI BB 137 Bier in 5I-Fass Real-Time PCR

PI BB 145 Flaschenbier Real-Time PCR

PI BB 157 Flaschenbier (Pils) Real-Time PCR

PI BB 166 Flaschenbier Real-Time PCR

PI BB 167 Flaschenbier FTIR

PI BB 169 Flaschenbier (Pils) FTIR

PI BB 171 Flaschenbier (Pils) FTIR
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Hefeart Stammnummer Isolierungsort/ Identifizierungsart/
BTII K -medium Anwendung
PI BB 180 Flaschenbier Real-Time PCR
PI BB 181 Flaschenbier Real-Time PCR
PI BA 13-15 unbekannt Real-Time PCR
Williopsis californica PI BB 139 Limonade SEQ 26S
PI BB 143 Flaschenbier FTIR
PI BB 146 Flaschenbier FTIR
PI BB 185 Bier in 5I-Fass SEQ 26S
Yarrowia lipolytica PI BB 50 Réstmalz SEQ 26S
PI BB 51 Brauwasser SEQ 26S
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8.4 Hefestamme zur Ermittlung der Spezifitat und der Relativen

Richtigkeit

Tabelle 53: Hefestamme zur Ermitlung der Spezifitat und der Relativen Richtigkeit

Hefeart Stammsammlung,
-nummer

Brettanomyces custersianus DSM 70736
Brettanomyces naardenensis DSM 70743
Candida boidinii DSM 70026T
Candida intermedia CBS 573T
Candida parapsilosis DSM 5784T
Candida sake BTII K 1-B-3
Candida vini BTII K 2-G-7
Cryptococcus albidus CBS 155T
Cryptococcus laurentii CBS 139T
Debaryomyces hansenii DSM 70244
Dekkera anomala DSM 70727
Dekkera bruxellensis CBS 4914
Hanseniaspora uvarum CBS 314T
Issatchenkia occidentalis CBS 6888
Issatchenkia orientalis DSM 3433T
Kazachstania exigua CBS 6388
Kazachstania servazzii WSYC/G 2521
Kazachstania unispora CBS 398T
Kluyveromyces marxianus CBS 712
Lachancea kluyveri CBS 3082T
Naumovia dairenensis CBS 421
Pichia fermentans CBS 187T
Pichia guilliermondii CBS 2030T
Pichia membranifaciens CBS 107
Rhodotorula glutinis DSM 70398
S. bayanus DSM 70411
S. bayanus/ pastorianus CBS 2440
S. cariocanus CBS 7995

S. cerevisiae
(obergérige Kulturhefen)

Weizenbierhefen: W 68, 175
Altbierhefen: W 148

W 34/70, 34/78, 128, 206

S. cerevisiae DSM 70451

S. cerevisiae var. diastaticus DSM 70487

S. kudriavzevii CBS 8840

S. mikatae CBS 8839

S. paradoxus CBS 1464

S. pastorianus (untergarige Kulturhefen) Untergarige flockulierende Bierhefen (Bruchhefen):

S. pastorianus DSM 6580NT
Saccharomycodes ludwigii BTII K 10-E-8
Schizosaccharomyces pombe CBS 356
Torulaspora delbrueckii CBS 1146T
Wickerhamomyces anomalus CBS 5759T
Zygosaccharomyces bailii CBS 680T
Zygosaccharomyces bisporus WYSC 285
Zygosaccharomyces rouxii CBS 441
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8.5 Ergebnistabellen von YM-Medien mit Hefehemmstoffen

Tabelle 54: Wachstum brauereirelevanter Hefen auf YM-Agar + Eugenol (450, 465 ppm) und YM +
Ferulasaure (600, 1000 ppm) nach 7 Tagen bei 28°C Bebritungstemperatur (aerob)

Hefestamm Eugenol Ferulasdure
450 ppm | 465 ppm 600 ppm | 1000 ppm
S. pastorianus UG
S. pastorianus W 34/70 + + + -
S. pastorianus W 34/78 + + + -
S. pastorianus W 44 + + + -
S. pastorianus W 66 + + +
S. pastorianus W 66/70 n. a. + n.a
S. pastorianus W 71 n. a. +
S. pastorianus W 194 n. a. +
S. cerevisiae OG
S. cerevisiae W 68 + - + -
S. cerevisiae W 127 n. a. = n. a. n. a.
S. cerevisiae W 148 + + + =
S. cerevisiae W 175 + = + =
S. cerevisiae W 177 n. a. + n. a. n. a.
S. cerevisiae W 184 n. a. n. a. + =
S. cerevisiae W 210 n. a. w n. a. n. a.
S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae BTII 3-C-3 n. a. n. a. + +
S. cerevisiae BTII 3-C-3 n. a. n. a. + +
S. cerevisiae CBS 8803 + - n. a. n. a.
S. cerevisiae DSM 70451 + - + +
S. cerevisiae CBS 1464 n. a. + a
S. c. var. diastaticus BTII 3-H-4 + -
S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7 + + + +
S. c. var. diastaticus DSM 70487 + - n. a. n. a
S. c. var. diastaticus BT II K 3-D-2 + + + +
S. sensu stricto Fremdhefen

S. bayanus DSM 70411 + - n. a. n. a.
S. bayanus DSM 70412T + - + -
S. bayanus DSM 70508 n. a. n. a. + -
S. bayanus DSM 70547 n. a. - n. a. n. a.
S. bayanus BTII K 1-C-3 + + -
S. pastorianus DSM 6580NT w + + +
S. pastorianus DSM 6581 n. a. - n. a. n. a.

Nicht-Saccharomyces Fremdhefen
B. naardenensis DSM 70743 n. a. - n. a. n. a.
C. boidinii DSM 70026T n. a. - n. a. n. a.
C. sake BTII K 1-B-3 n. a. - n. a. n. a.
C. tropicalis CBS 2317 + - n. a. n. a.
Cryptococcus albidus CBS 155T n. a. - n. a. n. a.
Debaryomyces hansenii CBS 117 n. a. - n. a. n. a.
D. bruxellensis BTII K 3-C-5 + aF +
D. bruxellensis BTII K 3-B-6 n. a. aF a
K. exigua BTII K 2-G-7 n. a. -
L. kluyveri CBS 3082T n. a. - + +
N. castelli BTII K 3-I-1 n. a. w
W. anomalus CBS 5759T n. a. -
P. membranaefaciens CBS 107 + -
Rhodutorula glutinis DSM 70398 n. a. -
Sch. pombe CBS 356 n. a. -
T. delbrueckii CBS 1146T n. a. -
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Z. bailii CBS 1097 n. a. -
Z. bisporus WYSC 285 n. a. -
Z. rouxii CBS 441 n. a. -

Tabelle 55: Wachstum brauereirelevanter Hefen auf YM-Agar + Zimtsaure (400, 500 ppm) und YM
+ Linalool (1000, 3000 ppm) nach 7 Tagen bei 28°C Bebriitungstemperatur (aerob)

Zimtsdure Linalool
Hefestamm
400 ppm | 500 ppm 1000 ppm | 3000 ppm
S. pastorianus UG
S. pastorianus W 34/70 + w + -
S. pastorianus W 34/78 + + + -
S. pastorianus W 44 w w + aF
S. pastorianus W 66 w w + w
S. pastorianus W 66/70 w = + -
S. pastorianus W 71 + w + aF
S. pastorianus W 194 w = + aF
S. cerevisiae OG
S. cerevisiae W 68 w w + aF
S. cerevisiae W 127 + w + aF
S. cerevisiae W 148 + + + aF
S. cerevisiae W 175 + + + w
S. cerevisiae W 177 + + + aF
S. cerevisiae W 210 + w + aF
S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae CBS 8803 + + + -
S. cerevisiae DSM 70451 + + + -
S. cerevisiae CBS 1464 n. a. n. a. + -
S. c. var. diastaticus BTII 3-H-4 + + + -
S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7 + + + w
S. c. var. diastaticus DSM 70487 + + + -
S. c. var. diastaticus BT II K 3-D-2 + + + -
S. sensu stricto Fremdhefen
S. bayanus DSM 70411 + + + -
S. bayanus DSM 70412T + - + -
S. bayanus DSM 70508 + - n. a. n. a
S. bayanus DSM 70547 n. a. n. a. + -
S. bayanus BTII K 1-C-3 w - + -
S. pastorianus DSM 6580NT - = + i
S. pastorianus DSM 6581 n. a. n. a. + -
Nicht-Saccharomyces Fremdhefen
B. naardenensis DSM 70743 n. a. n. a. + -
C. boidinii DSM 70026T n. a. n. a. + -
C. sake BTII K 1-B-3 - - + -
C. tropicalis CBS 2317 + w + w
Cryptococcus albidus CBS 155T + -
Debaryomyces hansenii CBS 117 + -
D. bruxellensis BTII K 3-C-5 + -
D. bruxellensis BTII K 3-B-6 w w + +
K. exigua BTII K 2-G-7 n. a. n. a. + -
L. kluyveri CBS 3082T + w + -
N. castelli BTII K 3-I-1 + w + -
W. anomalus CBS 5759T n. a. n. a. + +
P. membranaefaciens CBS 107 + + + +
Rhodutorula glutinis DSM 70398 n. a. n. a. + -
Sch. pombe CBS 356 + w + w
T. delbrueckii CBS 1146T n. a. n. a. + -
Z. bailii CBS 1097 + + + -
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Z. bisporus WYSC 285 n. a. n. a. + -

Z. rouxii CBS 441 n. a. n. a. + -

Tabelle 56: Wachstum brauereirelevanter Hefen auf YM-Agar + Nystatin (15000, 30000, 60000,
80000, 125000 U/I) nach 7 Tagen bei 28°C Bebriitungstemperatur (aerob)

YM + Nystatin

Hefestamm
15000 U/I | 30000 U/1 | 60000 U/I | 80000 U/I 123?|°°

S. pastorianus UG

S. pastorianus W 34/70 + w - - -
S. pastorianus W 34/78 + - - - -
S. pastorianus W 44 + w - - -
S. pastorianus W 66 + - - _ _
S. pastorianus W 66/70 + - - - -
S. pastorianus W 71 + - - - -
S. pastorianus W 194 + - - - -
S. cerevisiae OG
S. cerevisiae W 68 + - - - -
S. cerevisiae W 127 + - - - -
S. cerevisiae W 148 + - - - -
S. cerevisiae W 175 + + - - -
S. cerevisiae W 177 + . - - -
S. cerevisiae W 210 + - - _ _
S. cerevisiae Fremdhefen
S. cerevisiae CBS 8803 + - - - -
S. cerevisiae DSM 70424 + - - - -
S. cerevisiae DSM 70451 - - - - -
S. cerevisiae CBS 1464 + - - - -
S. c. var. diastaticus BTII 3-H-4 + - - - -
S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7 + + - - -
S.c. var. diastaticus DSM 70487 w w - - -
S. c. var. diastaticus BT II K 3-D-2 + + - - -

S. sensu stricto Fremdhefen

. bayanus DSM 70412T

+

. bayanus DSM 70508

. bayanus DSM 70547

. bayanus BTII K 1-C-3

+ s |+ |+

. pastorianus DSM 6580NT

Nniunnnunnn

. pastorianus DSM 6581 - - - - _

Nicht-Saccharomyces Fremdhefen

. naardenensis DSM 70743

. boidinii DSM 70026T

. sake BTII K 1-B-3

000w

. tropicalis CBS 2317

Cryptococcus albidus CBS 155T

D. bruxellensis BTII K 3-C-5

D. bruxellensis BTII K 3-B-6

Debaryomyces hansenii CBS 117

N. castelli BTII K 3-I-1

K. exigua BTII K 2-G-7

L. kluyveri CBS 3082T

W. anomalus CBS 5759T

N O o E o S o o o o o e

P. membranaefaciens CBS 107

N
|
(O}
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Rhodutorula glutinis DSM 70398

Sch. pombe CBS 356

T. delbrueckii CBS 1146T

Z. bailii CBS 1097

Z. bisporus WYSC 285

Z. rouxii CBS 441

+ |+ [+ |+ |+

Tabelle 57: Wachstum brauereirelevanter Hefen auf YM-Agar + Chitosan (1,0, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5,
4,0 g/l) nach 7 Tagen bei 28°C Bebritungstemperatur (aerob)

Hefestamm

YM-Agar + Chitosan, pH 6,2

YM-Bouillon + Chito-
san, pH 6,2

1,09/1]2,09/1]2,59/1]3,09/1][3,59/1]4,00/

2,5; 3,0; 3,59/

S. pastorianus UG

\S. pastorianus W 34/70 + + - - - _
\S. pastorianus W 34/78 + + - - - _
IS. pastorianus W 44 + + - - - _
S. pastorianus W 66 + + - - - _
S. cerevisiae OG
lS. cerevisiae W 68 + + - - - -
IS. cerevisiae W 148 + + + + - -
IS. cerevisiae W 175 + + - - - -
lS. cerevisiae W 184 + + + - - -
S. cerevisiae Fremdhefen
|S. cerevisiae BTII 3-C-3 + + + + - -
IS. cerevisiae BTII 3-B-4 + + + + + -
lS. cerevisiae DSM 70451 + + - - - -
IS. c. var. diastaticus BT II K 3-D-2 + + + + + -
S. c. var. diastaticus BT II K 1-H-7 + + - - - -
S. c. var. diastaticus BT II K 1-B-8 + + + + + -
S. c. var. diastaticus BT II 3-H-4 + + + + - -
IS. c. var. diastaticus BT II K 2-F-1 + + + + + -
IS. c. var. diastaticus BT II K 2-A-7 + + + + - -
S. sensu stricto Fremdhefe
lS. bayanus DSM 70411 + + - - - -
|S. bayanus DSM 70508 + + - - - -
IS. bayanus BTII K 1-C-3 + + - - - _
|S. pastorianus DSM 6580NT + + - - - -
Nicht-Saccharomyces Fremdhefen
C. tropicalis CBS 2317 - - - - - -
D. bruxellensis CBS 2797 + - - - - -
L. kluyveri CBS 3082T + + + - - -
P. membranaefaciens CBS 107 + + + + + -
\Sch. pombe CBS 356 - - - - - -
Z. bailii CBS 1097 - - - - - -
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8.6 Sequenzpolymorphismen der ITS1-5,8S-ITS2 rDNA der
S. sensu stricto Arten
Tabelle 58: Polymorphismen der ITS1- und ITS2-rDNA-Sequenzen ausgewahler Hefestdmme des S.

sensu stricto Komlpexes bezogen auf S. cerevisiae CBS 1782 ermittelt durch Sequenz-Alignment
(CLUSTALW-Alignment Funktion)

GenBank GenBank
Hefestammsequenz aCC:OS:'O” acc:osssmn ITS1-rDNA Polymorphismen
ITS1-rDNA ITS2-rDNA
S. cerevisiae CBS 1782 275721 275722 A A GA A A C C
S. paradoxus CBS 432 AJ229059 AJ229059 | ----- G A GA A A T C
S. cariocanus CBS 8841 AJ271809 AJ271810 | ----- A A GA A A T C
S. kudriavzevii CBS 8840 AJ271805 AJ271806 | ----- A G GA T G C C
S. mikatae CBS 8839 AJ271807 AJ271808 | ----- A A -- A A T G
S. bayanus CBS 380 275717 275718 A G GA A A C C
S. pastorianus CBS 1538 275731 275731 A G GA A A C C
Basenpaarnummer _ 58,
S. cerevisiae CBS 1782 775721 275722 35-39 49 54 59 76 97 99 100
Hefestammsequenz ITS1-rDNA Polymorphismen
S. cerevisiae CBS 1782 A T G GAT G C T T 1T C
S. paradoxus CBS 432 T T G GAT G C A T TT C
S. cariocanus CBS 8841 T T A GAT G C A T T C
S. kudriavzevii CBS 8840 A C A GAT C G T C TC T
S. mikatae CBS 8839 A T A GAT G G T T CT T
S. bayanus CBS 380 A C A --C C G T T T T
S. pastorianus CBS 1538 A C A --C C G T T T T
Basenpaarnummer 170- 197,
S. cerevisiae CBS 1782 130 137 163 172 177 180 | 182 | 184 198 233
Hefestammsequenz ITS1-rDNA Polymorphismen ITS2-rDNA Polymorphismen
S. cerevisiae CBS 1782 TC CAT GG C T 11T A G G G
S. paradoxus CBS 432 TC CAT AG T T T-- G G G G
S. cariocanus CBS 8841 TC CAT AG T T T-- G G G G
S. kudriavzevii CBS 8840 TC CTG GA T T T-- G G G A
S. mikatae CBS 8839 TC CTT GA T T === G G A G
S. bayanus CBS 380 CcT T-T A- T C T-- G A G G
S. pastorianus CBS 1538 CT T-T A- T C T-- G A G G
Basenpaarnummer _ 273- 85-
S. cerevisiae CBS 1782 237,238 259-261 574 306 39 a7 171 | 186 196 225
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8.7 Evaluierungsergebnisse des Real-Time PCR Screenings fiir ge-

trankerelevante Hefen fiir das untersuchte Stammset

Tabelle 59: Qualitative Einzelergebnisse (des Real-Time PCR Screenings fiir getrdankerelevante He-
fen) der untersuchten Mikroorganismenstamme

Mikroorganismen

Art/ Stamm

SGH Ergebnis

Hefen

All Stdmme, die in Tabelle 53 aufgelistet sind

Schimmelpilze

Alternaria alternata var. tenius DSMZ 62006

Aspergillus niger CBS 101698

Botrytis cinerea DSMZ 877

Byssochlamys fulva CBS 132.33

Byssochlamys nivea CBS 136.59

Eupenicillium lapidosum CBS 343.48

Fusarium graminearum DSMZ 4527

Mucor plumbeus CBS 111.07

Neosartorya fischeri CBS 582.90

Paecilomyces variotii CBS 284.48

Penicillium expansum DSMZ 62841

Talaromyces flavus CBS 437.62

Bakterien

Lactobacillus brevis DSMZ 20054

Lactobacillus buchneri DSMZ 20057

Lactobacillus casei DSMZ 20011T

Lactobacillus coryniformis spp. torquens DSMZ 20004

Lactobacillus collinoides DSMZ 20515

Lactobacillus gasseri DSMZ 20343T

Lactobacillus lindneri DSMZ 20690

Lactobacillus perolens BTII BS291

Lactobacillus plantarum BTII BS285

Lactococcus lactis spp. lactis DSMZ 20481T

Megassphera cerevisiae BTII BS46

Pectinatus frisingensis BTII BS42

218




Anhang

8.8 Evaluierungsergebnisse der Real-Time PCR Identifizierungs-

systeme fiir Nicht-Saccharomyces Arten

T T T T T
110 120 130 140 150 160
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ CTTAAGTGCGCEGTCTTOCTAGECTTETAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGA 165
S.pastorianus_UG3470.SEQ CTTAAGTGCGCGGTCTTGEGCTAGGCTT GT A A Gl i e ol it iialiekihitienen | £ 0
B.custersianus_CBS4805.5EQ | WGE&AbIC ------------------------ ] 39
T T T T T T
1::'0 I?U I?U f Z?U 2}0 Z?U
S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ GATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGT 225
S.pastorisnus_UG3470,SEQ TITCoTGT IIIIGITATA A AAT T AL o e e o W o Wl Wl Wl - Wale el - T~ F W le B P11
B.custersianus_CBS4805.5EQ | ST ATTATAE =z === -c- - oo JCACAL=====-~ leT s2
2?0 2;40 ’Z?U 2?0 ‘2?0 2§
S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTHIAACA 284
S.pastorianus_UG3470,5EQ GCAATCGGGGCCCAGAGGETTIAACA 300
B.custersianus_C8354805.8EQ Bearr--------~- AACA T6
T T T T T T
3?0 3?0 3':’0 380 p 390 400
S.cerevisiae_CBS11TIT.SEQ GﬁﬁATTTTAAA#E’I’ATTAﬁ\AJ‘AACTTTC&ﬁCAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGJ’! AA 404
S.pastorianus_UG3470,SEQ GAAATTTTAAAA-TATTAAAAACTTTCIHRACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG 419
B.custersianus_CBS4805.5EQ T T - lcTTTchacaaesaTcTCTTGGeTTCTCGcETCo 143
T T T T T T
r 410 420 430 440 450 460
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ GAACGCAGCGAAATGCOATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
S.pastorianus_UG3470.5EQ GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 479

B.custersianus_CBS4805.SEQ GAE}EGC AGCGAAE#GFGATAEITA ATGTGAATTGCAGATTMceTeAATCATCGARITI DT 203

Abbildung 58: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes fiir
B. custersianus
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Abbildung 59: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fUr B. custersianus
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Abbildung 60: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr B. custersianus

Tabelle 60: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitdt und der relativen Richtigkeit des

Real-Time PCR Identifizierungssystemes fiir B. custersianus
Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestdmme
(B.custersianus) (Nicht-B.custersianus)

1 48

erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 1 48
falsches Ergebnis 0 0

Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%

230 240 250 260 270 f
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ TTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAAC 283
S.pastorianus_UG3470.SEQ TTTTCATATCTTTGCAACTTTTTICT, : AGL il e 299
B.naardenensis_CBS6042.5EQ TTEdcETECacAC- TlaacTRITTREcHccTIeblckTTeok - -laaTcala- - - - - - -lacll "ﬂ 268

T T : T ‘ .

290 300 10 320 330 340
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ ARACACARACAATTTTATCTATTCATTARAT T TTTGTCAAAAACAAGAATTTTCOTAACT 343
S.pastorianus_UG3470.5EQ ACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACT 359
B.naardenensis_CBS6042,5EQ acBTTT - JcalrTTTETERCET cECAsnapracacTTaaadcafa=IrTTEATCSTd 325

: : : : T T

250 360 270 380 P 390 400
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAAJAACGGATCTCTTGGTITCTCGCATCGATEA 403
S.pastorianus_UG3470.5EQ GOAAATTTTAAAAEITATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGETTCTCGCAT CG Adutinten 418
B.naardenensis_CBS6042.5EQ claaaTTEdaanaA THaaaacTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATEA 383

: : : Y '

F 410 420 430 440 450 460
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ AGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCT 463
S.pastorianus_UG3470.5EQ GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCT 478
B.naardenensis_CBSE6042.5EQ acalcecacceoaalliTofcaTaRdraaTeTcAATTGCAGARITTHCGTGAATCATCGARTIIE 443

Abbildung 61: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes flr
B. naardenensis
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Abbildung 62: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes

far B. naardenensis
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Abbildung 63: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr B. naardenensis

Tabelle 61: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flr B. naardenensis

Anzahl Hefestamme

(B.naardenensis)

Anzahl Hefestamme

(Nicht-B.naardenensis)

1 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 1 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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Anhang

T T

50 0 70 80 50 100
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ GAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCARGAAGACAAGAGATGOAGAGTCCAGCCGGGCCTECT 105
S.pastorianus_UG3470.5EQ GAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGT CCAGCC GG Goiduunion 120
C.intermedia_CB5572,5EQ BBV JacBT oAl ————-------- fccToce 18
e
110 120 130 f 140 150 160
S.cerevisise_CBS1171T.SEQ CTTAAGTGCGCGOTCTTOCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCARACGGTGAGA 165
S.pastorianus_UG3470.5EQ TITCTTICTITCCTATTCC 180
C.ntermedia_CBSS72.86Q =~ pot=--------cc+c--°c-oe-cccecccecnorecococcae e GA 22
170 180 130 200 210 220
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ GATTTCTGTGCTTTTGTTMAGGACMTTMAAQCGT?TCAATACM.caCACTGTGGaGT 225

AATACAACACACTGTGGAGT 240

HaaTETaCdacacTeTEE =] 50

S.pastorianus_UG3470.SEQ
C.intermedia_CBS572.8EQ

- T - T T T
230 240 250 260 270 2§§
S.cerewisiae_CBS1171T.SEQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGT - AACA 284
S.pastorianus_UG3470,5EQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGECCCAGAGGTIAACA 300
Cintermedia_CBS572,8EQ e TrrTeps - ------------------------ - alca o
T T T r T T
290 300 a0 320 330 340
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTITTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 344
S.pastorianus_UG3470.SEQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 360
C.intermedia_CBSS572.5EQ AACE -~ - - - - ITTAETAATRTATTEJATTTTTE JcAaE - - - - - - - - rereb=—=-=- ] a3
T T r T T T
3?0 3§O 3?0 380 p 350 400
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATEAA 404
S.pastorianus_UG3470.5EQ GAAATTTTAAAALITATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATEAA 419
C.intermedia_CBSS72,SEQ - IrrTTAaAAAATE - JaaAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATEAA 142
T : T " ¥ ¥
410 420 430 I 440 450 460
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GAACGChGCGAAh‘T‘GCGATACGTA&TGTGAhTTGCBGAATTCCGTGAATCATCG.AF\TCTT 464
S.pastorianus_UG3470,SEQ GAACGCAGCGAAAT GCGAT Agongat TCATCGAATCTT 479
C.intermedia_CBSS572.SEQ GAACGCAGCGAAETGCGATAI:GTA-TGA@?TGCAGAI-_ICGTGA TcATCEHAATCTT 197

Abbildung 64: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes filr
C. intermedia
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Abbildung 65: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far C. intermedia
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Abbildung 66: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr C. intermedia

Tabelle 62: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fiir C. intermedia

Anzahl Hefestamme

(Nicht-C. intermedia)

Anzahl Hefestamme

(C. intermedia)

11 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 11 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
r T T T T T
110 120 130 140 150 160
S.cerevisiae_CBS11T1T.SEQ CTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGA 165
S.pastorianus_UG3470.5EQ CTTAAGTGCGCGETCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGA 180
C.parapsilosis_CBS604,SEQ CTTAMRT i TR TTCTTRCE————== JacE———--- ] 82
T T T T T T
170 180 190 200 210 220
S.cerevisiae_CBS11T1T.SEQ GATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGT 225
S.pastorianus_LIG3470,SEQ GATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCE 240
C.parapsilosis_CBS&04.5EQ E———TrereirrrTEr T E————-IrTERhasBlcEfTE------------------~ 110
T T T T T T
230 f 240 250 260 270 28
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTEIAACA 284
S.pastorianus_UG3470.5EQ CATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTTAACA 200
C.parapsilosis_CBS604.SEQ TTTRETAE - - - - gacEhrTErRrRlree§EeceTleE - - - - - - - - - -~ JecacacRlrTafE=—=] 147
- . - T T T
290 300 310 320 330 340
S.cerevisiae_CBS11T1T.SEQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 344
S.pastorianus_LIG3470.5EQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 3260
C.parapsilosis_CBSE04.SEQ aacfcaafcanBrTTE=ITAT Taaf—-—-—-fretcanf--—-—-—-—----—-—--—----— lcBle 178
r T T T T T
350 360 270 380 P 20 400
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT|GAA 404
S.pastorianus_UG2470.5EQ GAAATTTTAAAAEITATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA Thuinim 419
C.parapsilosis_CBSE04.SEQ BTTaTTTE——JaATABRTEAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATIGAA 234
T T T T T T
410 r 420 430 440 450 460
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
S.pastorianus_UUG3470.SEQ ATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 472
C.parapsilosis_CBSE04.5EQ GaAcecaeceAAATGclATaEGTAATE}FG&ATTGCAGAEITECGTGAATcaTCGAATCTT 294

Abbildung 67: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes filr

C. parapsilosis
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Abbildung 68: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
flr C. parapsilosis
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Abbildung 69: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flur C. parapsilosis

Tabelle 63: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fir C. parapsilosis

Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestdmme
(C. parapsilosis) (Nicht-C. parapsilosis)

10 48

erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 10 48
falsches Ergebnis 0 0

Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat

100 % 100 % 100%
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Anhang

S.cerevisiae_CBS117IT.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
C.sake_CBSSE90,SEQ

S.cerevisiae_CBS117IT.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
C.sake_CBSSE90,SEQ

S.cerevisias_CBS11T7IT.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
C.sake_CBSS690.SEQ

S.cerevisiae_CBS11TIT.SEQ
S.pasterianus_UG3470,5EQ

T T T T T T
170 180 190 200 210 220
GATTTCTGTGCTTTTGT TATAGGACAAT TAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGT 225
GATTTCTGTGCTTITTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC 240
F—dcreldef——---- cAaGcealdaTTARMABT I TeaTaATE - cha CA----] 172

T T T T T -

230 240 f 250 260 270 28
TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGT - AACA
¥ : AGCAS ACA

284
300
201

300 310 320 330 340

AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG
AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACARGAATTTTCGTAACTG
aacacaaaaTTTHAETTaBTCcAEdRAATE - ---------------- -~ ]

344
360
230

T T T T T T
3?0 3?0 3?0 220 p 390 400
GAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAAGAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATIGAA

404

GAAATTTTAAAAEITATTAAAAACTTTCAA

AACGGATCTCTTGGTTCTCGCAT CG A Thialintien 419

C.sake_CBSS690,5EQ - JaaaaATATHAAAAEICTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT|GAA 281
410 I 420 430 440 450 460
S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
S.pastorianus_UG3470,5EQ il & bty AT ACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 479
C.sake_CBSSE90.SEQ Gnacecaeceamrecfmncennﬁh-sanrec:aeaﬁlr-r[ﬂce'rGnafcnrcsnnrc-r-r 341

Abbildung 70: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes filr
C. sake

1000 1000 40

Messung 1

i 3,5533x + 29,5
2_
R®=10,9341 -
35
\ -
30 2
\ a Messung 3
25 x
\‘\ o
20
— Lineare
Trendlinie (1-3)

Messung 2

f

il

20 2 24 2% B 30 32 34 3% 338 W0 W2
Cyde

PCR Ct-Werte

Mittelwerte 1-3

PCR Base Line Sublracted CF RFU
g

15 T T T T T
10 -2 -1 o 1 2 3 4
Log DNA-Masse [pg]

0 12 14 16 18

Ziel-DNA DNA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte s FCR-Effizienz Slebs Rz
[pgl] Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert { 1-3) [%%]
1000 18,90 18,90 1o a0 LHaE 0,23
100 2EED 22,30 22,20 TERT 0,06
. sake 10 2560 25,90 24,80 25,43 0,57 91,2% -3,55 0,994
1 30,10 30,50 29,80 R 0,35
o1 32,80 33,00 32,80 32,87 0,12

Abbildung 71: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far C. sake
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Abbildung 72: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-

mes flr C. sake

Tabelle 64: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fiir C. sake

Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme
(C. sake) (Nicht-C. sake)
5 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 5 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
r:ro 1éa 1{)0 2@0 2io f 22:0
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGT 225
S.pastorianus_UG3470.5EQ GATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAARACCGT 240
D.hansenii_CBS767.5EQ ETTTEITGCTTT@GTGGACEAAAAEGTW 146
2#0 2%0 2%0 zéo 270 28

S.cerevisiae_CBSL1ITIT.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
D.hansenii_CBST67.5EQ

S.cerevisize_CBS1171T.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
D.hansenii_CBS767.SEQ

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
D.hansenii_CBST67.5EQ

S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ
S.pastorianus_UG3470.SEQ
D.hansenii_CBS767.5EQ

1 L
TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGOGGGGCCCAGAGGTEIAACA 284
AACTTTTTCTTTGGEGCATTCGAGCAATCGGEGGCCCAGAGRTTAACA 300

TTg]cE EIA%]CTE - - &AI ACTTE------- AATIATTCA- - - --------- """ IralfTd 176

2?0 3?0 3%0 3?0 3?0 34.10
AARCACAARACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 344
AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTITTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 360
aal=- - - frErratfratEJrrasl_——Irrertcasf————- - -JrrrEIrEs@rE 210

T T T T T T
3?0 3?0 370 380 p 390 400

GAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA AA 404

GAAATTTTAAA#DTATTAAAAACTTTCAA AACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 419

FaaaTTEAsAAAATEN TEAAAACTTTCAAGAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATIGAA 269

T T T L) L] L]

410 I 420 430 440 450 480
GAACGCAGCOAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
ATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 472

GAACGCQGCGﬁﬁﬁTGC?ATAEGTn#TE‘I’GAATTGC#GAEITTECGT GAATCATCGAATCTT 329

Abbildung 73: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes flr

Debaryomyces hansenii
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Abbildung 74: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fur Debaryomyces hansenii
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Abbildung 75: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr Debaryomyces hansenii

Tabelle 65: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flir Debaryomyces hansenii

Anzahl Hefestamme

(D. hansenii)

Anzahl Hefestamme

(Nicht- D. hansenii)

6 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 6 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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Anhang

T T T T T
2?0 3?0 3 II. 0 3?0 '3?0

f

T
3?0

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ CAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAAC 342
S.pastorianus_LIG3470.5EQ CAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTT GT Gl oGl Dl 358
H.uvarum_CBS2584.5eq caancacAaACAATTTTATETEATDaTHaART TTTTRAACTAAACEBIAATTESC- -TTAAC 279
r T T
350 360 370
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ TGGAAATTTTAAAAPITATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATE 402
S.pastorianus_UG3470.5EQ TTTAAAATATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATE 417
H.uvarum_CBS2584.5eq GaAAATTTTAAAAL AT THAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATE 338
T T T T T L)
410 420 430 r 440 450 480
S$.cerevisiae_CBS11T1T.SEQ AAGAACGCAGCGAARATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATC 462
S.pastorianus_UG3470.5EQ AAGAACGCAGCGAAATGCGATA TCATCGAATC 477
H.uvarum_CBS2584.5eq ancaaceaccoanfreceaTaleTARTGTGAATTGCAGA aTeapTcaTeaaTh 298

Abbildung 76: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes filr

H. uvarum
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7 = 10,9986
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10 12 14 16 18 20 22 24 26 2B 30 3R 34 % B/ 40 42 Log DNA-Masse [pg]
Cycle
Ziel-DNA DMNA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte s FCR-Effizienz Slone R2
[pal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelweart (1-3) [%a] P
1000 19,50 20,00 20,10 19,87 0,32
100 23,50 22,90 23,20 23,20 0,30
H. Lvarum Q0,7% S e 0,998
10 27,00 27,10 27,40 27,17 0,21
1 30,10 30,90 30,30 30,43 0,42

Abbildung 77: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far H. uvarum

500 500
4501+ 450
[ 1 =
- 400 Il 6,8x103Z/ml | Ja00
2 :
& 350 350
B 300 300
g 6,8 x 102 Z/ml |
£ 250 | 250
v
2 20 ‘ bt = il 200
=4 s
g = W S 150
= 100 - 100
8 [ = {1
a
. A )
0 T 0
PO T YWY 0 O O O O
0 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 36 3B 4 4

Cyde

Abbildung 78: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr H. uvarum
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Tabelle 66: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flir H. uvarum

Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme
(H. uvarum) (Nicht-H. uvarum)
10 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 10 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
T T T T
230 240 250 260 270 f 28
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ ‘I"l'TTC.ATATCTTTGCAAC'I'TT‘I'TCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGT AAC 283
S.pastorianus_UG3470.5EQ TTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTG 299
Lorientalis_CBSS147.5eq = ccarGaAlccEGARAC: - - - - - - IGA &4 Cla sl afa s Al 239
290 300 310 320 330 340
S.cerevisiae_CBS117IT.SEQ AAACACF\AACAATTTTATCTATTCATTAi—\F\TTTTTGTCAAARAC#&GAATTTTCGT#ACT 343
S.pastorianus_UG3470.5EQ RACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACT 359
Lorientalis_CBSS147.5eq .'ﬂ 8 ATl EE ATE- - - - - - aTE-GcadaaBA- - - ---- - Saaf---- - JaTETE—JacH 272

T
390

350 360 370
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ GGAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 403
S.pastorianus_UG3470.5EQ GGAAATTTTAAAAEITATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG 418
Lorientalis_CBSS147.5eq GRElaAAE——A- daaAE——- - JAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG 324
T T T T T L —
r 410 420 430 440 450 460

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ AGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCT 463
S.pastorianus_UG3470.5EQ GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCT 478
Lorientalis_CBSS147.5eq acalicecacceoanaTolcaTAcETABTGTGAATTGCcAGECAITHc6TeAATCATCGARTIED 282

Abbildung 79: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes flir
L. orientalis
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Cyde
Ziel-DNA CMA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte o PCR-Effizienz Slope Re
[pal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert { 1-3) [%] P
1000 22,30 21,90 21,80 22,00 0,26
100 24,60 24,20 24,50 24,63 @il5
1. anentalis 28,6% -3,63 0,992
10 29,10 29,10 28,30 28,83 0,46
1 32,70 32,40 33,00 32,70 0,30

Abbildung 80: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fur I. orientalis
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Abbildung 81: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr I. orientalis

Tabelle 67: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fir I. orientalis

Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme
(1. orientalis) (Nicht-I. orientalis)
9 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 9 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
T T T T T T
2?0 ’2?0 2§U f 2?0 2?0 2?
S.carevisiae_CBS1171T.5EQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTEIAACA 284
S.pastorianus_UG3470.5EQ TTTCATATCTTTGCAACT, > v Ghuli 3 il GTTAACA 300
K.delftensis_CBS2641.52q ErrTEeEaTETTT S dAM bcrTaffTa 244
290 300 310 320 330 340
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 2344
S.pastorianus_UG3470.5EQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 360
K.delftensis_CBS2641.5eq AAcalfG-—-—--- Tt T - - -~ FTTTTR Y- laTTErcEJaaE=le 270
350 260 370 380 p 390 400

S.cerevisiae_CBS117IT.SEQ GARATTTTAAAARITATTAAAAACTTTCAA

AACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 404

S.pastorianus_UG3470.SEQ GAAATTTTAAAL- TATTAAAAACTTTCAARAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 419
K.delftensis_CRBS2641.5eq BlaaaTEATasaE F- - ITEAAAACTTTCAARAACGBATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 326
! : ; ; ; ;
410 r 420 430 440 450 460
S.carevisiae_CBS1171T.SEQ GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
S.pastorianus_UG3470.5EQ ATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 479
K.delfrensis_CBS2641.5eq caflcecacesanaTechaTaARTITAATETGAATTGCAGAITTHceTeaaTCcATCoaETEGDT 226

Abbildung 82: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes flr
Kregervanrija delftensis
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DMA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte PCR-Effizienz
ZELRL [pg] Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert [ 1-3) s [%a] Slope R
1000 22,70 23,10 23,40 23,07 0,35
Kreger-
vanrija 100 26,50 26,70 26,70 26,63 0,12 94,9% -3,45 0,999
delftensis
10 29,60 30,10 30,20 29,97 0,32

Abbildung 83: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fur Kregervanrija delftensis
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Abbildung 84: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr Kregervanrija delftensis

Tabelle 68: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flr Kregervanrija delftensis

Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestdmme
(K. delftensis) (Nicht- K. delftensis)
1 49
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 1 49
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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S.cerevisiae_BY21391.SEQ
S.pastorianus_BY4497.5EQ
Kiservazzii_BY21390.5eq

S.cerevisiae_BYV21391.5EQ
S.pastorianus_BY4497.5EQ
K.servazzii_BY21390.5eq

S.cerevisiae_BY21391.5EQ
S.pastorianus_BY4497.5EQ
K.servazzii_BYZ1390.5eq

T
4?0

T
480
1

430 440 460 P
TTCTACACCETC £l cclifecac- TAACATT 427
TEGTHCc AR c i T 398
TTCTACECCR 479

T T T
1 520 530 540
sTRleTACA- -cTTACARETC- - - CaC CCGC 479
ErCGTACA- - CCTTACAAATC- - - CoRlalglaccGe 447

BacharBalaaaTEICTlcocalafcTc s38

T
580

T
590

T
600
I

: i : :
GTCGECA------- - AAAATETACTTCBO - - - - - cllallclal- - - - TlccaTRiTCcT 519
GTCGACA=-=-===== = ABRAATCAARCTTCITIT === == CGANCG- - - -ElclfcaTrreTT 489
GTcGacBECACCTITGAAAAAT CAARAIT AT AAGAlceBaCeBATTIT cCcclTTDTT 598

Abbildung 85: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes filr

K. servazzii
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S DNA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte PCR-Effizienz 5
Ziel-DNA [pa]l Meszung 1 Mezsung 2 Messung 3 Mittelwert ( 1-3) % [%a] Slope B
100 27,20 26,60 26,90 26,90 0,30
K. servazzi 10 29,60 29,70 29,60 29,63 0,06 99,7 % -3,33 0,989
1 33,70 33,50 33,50 33,57 0,12

Abbildung 86: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fir K. servazzii
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Abbildung 87: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-

mes flur K. servazzii
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Tabelle 69: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time

PCR Identifizierungssystemes flr K. servazzii

Anzahl Hefestamme

(K. servazzii)

Anzahl Hefestamme

(Nicht- K. servazzii)

3 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 3 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
400 410 1] 4£>u
S.cersvisiae_BY21391.5EQ E TGCTTEIT 'r'rccr'r@ 406
S.pastorianus_BY4497.5EQ 376
K.unispora_BY21387.seq - CTEITECG TT 407
4.;0 4‘:&0 r 4SD dsﬂ 4?0 4?0

S.cerevisiae_BYZ21391.5EQ
S.pastorianus_BY4497.SEQ
K.unispora_BY¥Y21387.seq

CCCTEITCCEGCACTAACATTTGCCGCATACCTATA

GTACA
cEacaT

AGTACATCTTACA 465
CTTACA 433
TEcE 458

Abbildung 88: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes flr

K. unispora
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Zial-DNA DNA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte " PCR-Effizienz Slope 02
[pal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert ( 1-3) [%%] P
1000 26,80 26,50 27,10 25,30 0,30
100 30,10 30,20 29,290 30,07 0,15
K. unispora 99,3% -3,34 0,999
10 33,20 33,10 33,60 33,30 0,26
1 36,60 37,40 36,60 36,87 0,46

Abbildung 89: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes

fur K. unispora
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Abbildung 90: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr K. unispora

Tabelle 70: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fir K. unispora

Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme

(K. servazzii) (Nicht- K. servazzii)

3 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 3 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
110 120 130 140 150 160
S.cerevisize_CBS11TIT.SEQ CTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGT TTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGA 165
S.pastorianus_UG3470.5EQ CTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGT 120
L.kluyveri_CBS3082.5EQ cTTaaffreegesek——--—-------------------------_ .-~ aaceeTisE=-1 62
T T T T T T
170 180 f 190 200 210 220
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ GATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGT 225
S.pastorianus_UG3470.SEQ : AL AGCACAATT AL AATACAACACACTGTGGAGT 240
L.kluyveri_CBS3082.5EQ E----leThk---frrilrerTat---lackarTET -lclcrrredaacablcacacTeTe6acT 112
T T T e T T T
230 240 250 260 270 28
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTEIAACA 284
S.pastorianus_UG3470.5EQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTTAACA 300
L.kluyveri_CBS3082.8EQ TTTETCTACTTTGCMACTTTTTCTTTGGGCE—-- -~ Jecanf—---lecccacacelTAEAs 161
r T T T T T
230 200 310 320 330 340
S.cerevisiae_CBS11TIT.SEQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 344
S.pastorianus_UG3470.5EQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 360
L.kluyveri_CBS3082.SEQ AACACAAACAATTTTECATET T ———-JaTTTTHeTCcAABRAAE ———-laTTTTCRTETTAA 211
T T T T T T
250 260 370 320 P =0 400
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GAAATTTTAAAARATATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATIGAA 404
S.pastorianus_UG3470.5EQ GAAATTTITAAAAEIT ATTAAAAACTTTCAAJAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 419
L.kluyveri_CBS3082.5EQ canaBTE-JaaaaTaTTEHAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATIGARA 268
T T T T 7 7
r 410 420 430 440 450 460
S.cerevisiae_CBS11T1T.SEQ GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
S.pastorianus_UG3470.5EQ ATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 479
L.kluyveri_CBS3082.5EQ GAACGCAGCGAAATGCBATACGTAMTGTGAATTGCAGAMTTHCGTGAATCATCGAATCTT 328

Abbildung 91: Primer- und Sondendesignh des Real-Time PCR Identifizierungssystemes filr
L. kluyveri
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i [pal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert (1-3) = [%%a] SRS
1000 18,50 18,80 18,20 18,50 0,30
100 22,10 22,00 22,60 22,23 0,32
L, kluywveri 10 25,40 25,70 25,70 2580 0,17 87,9% -3,65 0,999
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Abbildung 92: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fur L. kluyveri
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Abbildung 93: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr L. kluyveri

Tabelle 71: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fir L. kluyveri

Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestdmme
(L. kluyveri) (Nicht-L. kluyveri)
2 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 2 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ
S.pastorianus_UG3470,SEQ
MN.dairenensis_CB5421,5EQ

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
M.dairenensis_CBS421.SEQ

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ
S.pastorianus_UG3470.8EQ
N.dairenensis_CBS421.8EQ

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
M.dairenensis_CBS421.5EQ

T T T
2?0 3?0 31{0

AGCAATCGGGGCCCAGAGGTI|AA- CAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTT
AGCAA bl CAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTT

accaafei-_—JcccBsacthaaklcanaclcanacaaTTrTETR-JaTHCcAE-JasaEanacca

T T T T T T
3?0 3?0 3?0 3?0 370

GTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGARATTTTAAAAATATTA- AAAACTTTCAAC
GTCAAAAACAAGAATTTTCGATAACTGGAAATTTTAAAAEITATTA- AARACTTTCAA
eTcananBlcal—--IrrrceTETTBHeanaTEgrananaTaTTE Do ARACTTTCAA]

AAC
AAC

—
AAC

T T T
380 p 390 400

T T T
4}0 4?0 4.?0

GEATCTCTTGETTCTCGCAT CGATIAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT

GGATCTCTTGETTCTCGCAEDCGATEAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGA

; y T T
4q0 I 450 460 470 490

AAGAACGCJ\GCGAAATGCGATACGTAJ‘-\TGTGAE
T

T
480
GCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCHICCCCTTGGTATTCCAGGEG
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGEG
GCAGAATTCCOTGAATCRTCGAATCTTTOAACGCACATTGCSCCCCTTGGTATTCCAGGEES
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Abbildung 94: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes filr

N. dairenensis
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Abbildung 95: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes

fUr N. dairenensis
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Abbildung 96: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes fur N. dairenensis
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Tabelle 72: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flir N. dairenensis

Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestamme
(N. dairenensis) (Nicht-N. dairenensis)
1 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 1 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
2‘%0 3%0 3%0 3%0 3%0 f 3¢:1D

S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ
S.pastorianus_UG3470.SEQ
P.fermentans_CBS2059.5EQ

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ
S.pastorianus_UG3470.5EQ
P.fermentans_CBS2059.SEQ

S.cereviziae_CBS117IT.5EQ
S.pastorianus_UG2470.SEQ
P.fermentans_CBS2059.SEQ

Abbildung 97: Primer-

P. fermentans

AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG
AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACA

BacacBnablal———-------JcaEcdanE——--Ad A_CEIMECAQGW clh-laBlcha

T T T T T T
350 360 3?0 380 p 390 400
e
GRAATTTTAA AAJ‘-\TATT&#\RAA CTTTCAAC AACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA
aLl

ATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA
GAAATEC- - - - - | - - - WAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA

- : : ; : :
410 420 430 r 440 450 460

GAACGCAGCGAAATGCG».TACGTAnTeTGMTTGcAGAATTCCGTGAATCATCGMTCTT
GAACGCAGCGAMATGCGATS g AL CCGTGAATCATCGAATCTT
GABICGCAGCGAAATGCGATIACE A GTGA&TTCGTGAATCATCG&@T-T

344

252

404
419
303

464
479
363

und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes fiir
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a y = -3,87x + 31,08
31 R* = 0,9995
| e e
2 2 '\‘\ + Messung 1
=} \\l
k] £ 7 * = Messung 2
] 7]
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15 Trendlinie (1-3)
10 10 -1 0 1 2 3 4
10 24 26 28 30 32 34 3% B W0 42 Log DNA-Masse [pg]
Cyde
Ziel-DINA CMA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte < PCR-Effizienz Slope Rz
[pal Messung 1 Mezsung 2 Messung 3 Mittelwert ( 1-3) [%%a] P
1000 19,60 19,10 19,40 19,37 0,25
B, fammen- 100 23,20 22,70 24,60 23,50 0,98
81,3% -3,87 0,999
tans 10 26,70 27,60 57,30 27,20 0,46 ' ' '
1 30,50 30,70 31,90 31,03 0,76

Abbildung 98: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes

fur P. fermentans
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Abbildung 99: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-

mes flur P. fermentans

Tabelle 73: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time

PCR Identifizierungssystemes fir P. fermentans

Anzahl Hefestamme

(P. fermentans)

Anzahl Hefestamme

(Nicht-P. fermentans)

11 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 11 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%

T T
24& 250 s
' 1

T
230
1

| .
N

T
2?0

S.cerevisiae_CBS117IT.SEQ
S.pastorianus_UUG3470.5EQ
P.quilliermondii_CBS2830.52q

TTTCATATCTTTGCA- - ACTTTTTCTTTGGGC- ATTCGAGCAATCGGE- - GEGCCCAGAGGT 280
TTTCATATCTTTGCA- - ACTTTTTCTTTGGGC- ATTCGAGCAATCG

ErETarior @HCA@ACT@TT@CTTTGGEAGEATG%?GG@CCAGAGGT 280

295

T T
SI}ICI 3}0

T
290 320 330

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ AACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTSTCAAAAACAAGAATTTTCGT 339
S.pastorianus_UG3470.5EQ CAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTITGTCAAAAACAAGAATTTTCGT 355
P.guilliermondii_CBS2830.5eq T cafJcaaTTTRATE T ATTE I TAEsBr TEdeTCcaAE == - - - JATTTTE -] 324

340 3s0 360 370 380 P 250
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ AACTGGAAATTTTAAAARATATTAAAAACTTTCAABAACGGATCTCTTGOTTCTCGCATCG 399
S.pastorianus_UUG3470.SEQ AACTGGAAATTTTAAAAEITATTAAAAACTTTCAAQMACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG 414
P.guilliermondii_CBS2830.5eq | T FAATTE - AATEN TEAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCE 373

T T T T

400 410 420 430 440 450
S.cerevisiae_CBS117I1T.SEQ ATBEAAGAACGCAGCGAAATGCCATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGA 459
S.pastorianus_UG3470.5EQ ATBEAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGA 474
P.quilliermondii_CBS2830.5eq aThaaGAACGCAGCGAMATGCGATARIGTAATRITGAATTGCAGAITTHlcGTGAATCATCGA 433

u T T T

460 470 gqgo 430 500 510
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ ATCTTTGAACGCACATTGCE|CCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCAT 518
S.pasterianus_UG3470.5EQ ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCAT 534
P.guilliermondii_CBS2830.seq ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCIATGGTATTCCAGHGGGCATGCCTAGTTTGAGCGTCAT 493

520 530 g 540 550 560 570
S.cerevisiae_CBS117IT.SEQ TTCCTTCTCAAACATTCTG- TTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTG(SAGTTAACTTGAAHTT 577

S.pastorianus_UG3470.5EQ

TTCCTTCTCARACATTCT G- TTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTT AL 593

P.quilliermondii_CBS2830.5eq TrcidreTcanacECdeBeBrTTesTAT6AGTGATACTCTTE JacTEGSAC ’.‘_ 548
T T T T T T
580 r 590 500 610 620 630
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GCTBGCCTTTTCATTGOATGTTTTTTTT -CCAAAGAGAGSTTTCTCTGCATGCTTGAGS 635
S.pastorianus_UG3470,5EQ LTGTTTTITTTITTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCETGCTTIGAGS 653
P.quilliermondii_CBS2830.5eq afrrims cir] mg BTYdcEArGaaTRarBicfabcallacFadrir cEalcErElcTEARMe ecoe

Abbildung 100: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes

far P. guilliermondii
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10 s 10 o 1 2 3 !
1 12 14 16 18 220 22 24 26 28 30 32 34 36 3B 0 2 A )
Cyde
Ziel-DMA DMNA-Mazse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-'Werte . PCR-Effizienz Slope Rz
[pal Messung 1 [Messung 2 Messung 3 Mittelwert (1-3) [%%6] P
1000 26,40 27,60 28,10 27,37 0,87
faguither 100 30,50 30,20 31,60 30,77 0,74 94,9% 345 | 0,999
mondif
10 34,20 34,30 34,30 34,27 0,06

Abbildung 101: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far P. guilliermondii
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Abbildung 102: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flur P. guilliermondii

Tabelle 74: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fiir P. guilliermondii

Anzahl Hefestamme

(P. guilliermondii)

Anzahl Hefestamme

(Nicht-P. guilliermondii)

10 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 10 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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T T T T
230 240 250 f 20 270 28
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGT[AACA 264
S.pastorianus_UG3470.5EQ TTTCATATCTTTGCAACTTTTT, GGGGCCCAGAGGT[TIAACA 300
Z.bailii_CBST749.5eq TTETRE AT TTE DT T T TR G GG RIS A TG GG T 1) _ EacTlcccacacaTRIaAES] 198
290 300 210 320 230 340
S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTG 344
S.pastorianus_UG3470.5EQ AACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAARTTTTCGTAACTG 360
2.baili_CBS749.5eq AACACAAACAATTTTENETEr TETr TaaErETr TE-IcablaETcanBla aAEGAAT - - -JacTR 252
T T T T T T
350 360 370 280 P 2% 400

S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ GAAATTTTAAAAATATTAAAAACTTTCAA AA 404
S.pastorisnus_UIG2470.5EQ GAAATTTTAAAALITATTAAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 419
Z.bailii_CB5749.5eq Blasapc: - JaaaaTATTEAAAACTTTCAAQAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 309
T T T
I 410 420 430 440 450 460
S.cerevisiae_CBS1171T.5EQ GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
S.pastorianus_UG3470.5EQ ATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 479
2.bailii_CBS749.5eq GAACGCAGCGAAATGCRATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 369

Abbildung 103: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far Z. bailii
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W 12 14 16 1B 20 2 24 % W 0 3R 34 B B W0 R Log DNA-Masse [pg]
Cyde
X DMA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Crt-Werte PCR-Effizienz 2
ZielBnG [pgl Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert { 1-3) = [%a] Slape R
1000 24,40 24,290 24,50 24,60 0,26
100 28,60 23,30 28,10 28,33 025
Z. bailii 87,6% -3,66 0,999
10 32,20 31,20 32,10 31,83 0,55
1 35,40 35,40 36,10 35,63 0,40

Abbildung 104: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far Z. bailii
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Abbildung 105: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes fur Z. bailii
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Tabelle 75: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flr Z. bailii

Anzahl Hefestamme Anzahl Hefestamme

(Z. bailii) (Nicht- Z. bailii)
11 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 11 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
2?0 2?0 25.0 2?0 2':"0 28l
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ TTTCATATCTTTGCAA TTTTCTTTGGGCATTE|IGAGCAATCGGGGECCCAGAGGT- AACA 284
S.pastorianus_UG3470.5EQ TTTCATATCTTTGCAA TTTTCTTTGGGCATTE|IGAGCAATCGGGGCCCAGAGGT A 300
2Z.rounii_CBST02.5eq EH:; AAAAAA IGCBI 166
Z.rourii_CBSE88.5eq T AGGC & 112
Z?D f1+ 2 3?0 3}0 3?0 ‘3?0 3-.10
S.cerevisiae_CBS1171T.SEQ AACACAAACAATTTTATCTATTﬁTTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA TTTCGTAACTG 344
S.pastorianus_UG3470.5EQ e ol fam ettt & i oo ioifiatl ATTTTCGTAACTG 360
Z.rounii_CBST703.5eq 215
Z.rouxii_CBS688.5eq 160
- - - T - ™
350 260 370 380 p 390 400
S.cerevisize_CBS1171T.8EQ GAAATTTTAAAAATATT ARACTTTCAACAACGGATCTCTTGGEGTTCTCGCATCGAT 404
S.pastorianus_UG3470.5EQ GAAATTTTAA#ADTATT AAAACTTTCARCAACGGATCTCTTGOTTCTCGCATCGATEAA 419
Ziroudii_CBSTO3.5eq AAA#AATATTCAAAACTTTCAJ CAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATEAA 271
Z.rourii_CBSE88.seq AR AAAATATTCARAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTCGCATCGATEAA 216
410 420 430 440 r 450 460
S.cerevisize_CBS1171T.SEQ GAACGCAGCGAA GCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT 464
S.pastorianus_UG3470.5EQ GAACGCAGCGAA GCGATACGTAATGTGAAL LG LAGAAT T CCOTOAMT AT LSAATCTT 479
Z.rounii_CBST0Z.5eq GAACGCAGCGAACTGCGATACGTAATGTGAMRTTGCAGAATTCCEGTGAATCATCEAATCTT 221
Z.rouxii_CBSEB88.5eq GAACGCAGCGAACTGCGATACGTAATGSTGAATTGCAGAATTCCOGTGAATCATCEAATCTT 276

Abbildung 106: Primer- und Sondendesign des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
flr Z. rouxii
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10 A U] -1 o 1 2 3 4
0012 14 15 18 20 22 24 2 28 30 32 34 3 B/ 40 42 Log DNA-Masse [pg]
Cyde
Ziel-DINA DrA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte & PCR-Effizienz Slone Rz
[pgl Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert { 1-3) [%] P
1000 23,40 24,10 24,20 23,93 0,47
100 26,70 27,50 27,50 27,23 0,46
2, rouxi 78,9% -3,96 0,934
10 30,10 31,20 30,60 3063 0,55
1 36,40 35,40 36,20 36,00 0,53

Abbildung 107: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
far Z. rouxii
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PCR Base Line Subtracted CF RFU

Abbildung 108: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-

mes flr Z. rouxii

Tabelle 76: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flr Z. rouxii

Anzahl Hefestdamme Anzahl Hefestdmme
(Z. rouxii) (Nicht-Z. rouxii)

13 48

erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 13 48
falsches Ergebnis 0 0

Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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8.9 Evaluierungsergebnisse der Real-Time PCR Identifizierungs-

systeme fiir Saccharomyces sensu stricto Arten
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W 12 14 15 18 20 2 2% 26 28 30 32 ¥ 3% 3B 40 42 Log DNA-Masse [pg]
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Fial-OMNA CMNA-Masse CtWerte Ct-YWerte Ct-Werte Ct-WWerte s PCR-Effizienz Slope 2
[pal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert (1-3) [%%6] P
1000 26,40 26,60 26,70 26,57 s
5. carla-
100 30,10 29,40 30,10 29,87 0,40 72,6% -4,22 0,985
CaNUS
10 B5:10 34,80 35,10 35,00 0,17

Abbildung 109: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fur S. cariocanus
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Abbildung 110: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flr S. cariocanus

Tabelle 77: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes fiir S. cariocanus

Anzahl Hefestamme

(S. cariocanus)

Anzahl Hefestamme

(Nicht- S. cariocanus)

3 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 2 48
falsches Ergebnis 1 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
98,0 % 66,7 % 100%
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W 12 14 16 18 20 2 24 »2; 28 30 32 34 ¥ B % 4« Log DNA-Masse [pg]
Cy
Ziel-ONA DMNA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte & FCR-Effizienz Slape Rz
[pal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert [ 1-3) [%a] P
1000 22,00 22,20 21,80 22,00 0,20
100 25,60 25,20 2560 25,47 0,23
S mikatae 77,8% -4,00 0,998
i0 28,60 30,30 30,10 2967 0,93
1 33,90 34,00 33,90 33,93 0,06

Abbildung 111: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fur S. mikatae
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Abbildung 112: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes flur S. mikatae

Tabelle 78: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flir S. mikatae

Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestamme
(S. mikatae) (Nicht-S. mikatae)
1 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 1 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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Ziel-ONA DMNA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte & FCR-Effizienz Slape Rz
[pal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert { 1-3) [%%] P
1000 22,20 22,70 22,80 22,80 0,10
. 100 26,10 26,60 26,40 26,37 0,25
Sapa”"" : : : i : 85,1% 374 | 0,999
AL i0 29,80 29,90 29,90 29,87 0,06
1 33,80 34,00 34,50 34,10 0,36

Abbildung 113: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes

fir S. paradoxus
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Abbildung 114: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-

mes flr S. paradoxus

Tabelle 79: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flr S. paradoxus

Anzahl Hefestamme

(S. paradoxus)

Anzahl Hefestamme

(Nicht-S. paradoxus)

6 48
erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 6 48
falsches Ergebnis 0 0
Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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Cyde
Zial-DMA CrA-Masse CtWerte Ct-Werte CtWerte Ct-Werte % PCR-Effizienz Slopa Rz
[pg] Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert [ 1-3) [%a] P
1000 2270 22,50 22,10 22,43 0,31
— 100 25,50 25,30 25,60 25,60 0,30
S kdnay 99,8% 333 | 0999
A5k 10 28,60 29,50 29,10 29,07 0,45
1 32,40 32,60 32,10 32,37 0,25

Abbildung 115: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR Identifizierungssystemes
fur S. kudriavzevii
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Abbildung 116: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR Identifizierungssyste-
mes fUr S. kudriavzevii

Tabelle 80: Ermittlung der Sensitivitat, der Spezifitat und der relativen Richtigkeit des Real-Time
PCR Identifizierungssystemes flr S. kudriavzevii

Anzahl Hefestdmme Anzahl Hefestdmme
(S. kudriavzevii) (Nicht-S. kudriavzevii)

2 48

erwartetes Ergebnis positiv negativ
richtiges Ergebnis 2 48
falsches Ergebnis 0 0

Relative Richtigkeit Sensitivitat Spezifitat
100 % 100 % 100%
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8.10 Evaluierungsergebnisse der Real-Time PCR Systeme zur
Unterscheidung der industriell eingesetzten Hefearten Sac-

charomyces cerevisiae und Saccharomyces pastorianus
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Abbildung 117: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR-Systemes Sc-GRC3

PCR Base Line Subtracted CF RFU

Abbildung 118: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR-Systemes Sc-GRC3

247



Anhang

10000 10000 40
/| & Messung 1
z 35
% 1000 g s “\ ‘ w Messung 2
£ z "
2% a 4 Messung 3
2 g2
: -9
2 METTIT o Mittelwerte 1-3
o 20
g
— Lineare
15 Trendlinie (1-3)
10 1 2 3 4
0 12 14 B B WD 2 Log DNA-Masse [pg]
Ziel-OMA DMA-Masse Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte Ct-Werte & PCR- Slope Rz
[ral Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert (1-3) Effizienz [Ya] B
: 1000 28,80 28,70 28,90 28,80 0,10
S, pastorianus 4 d 2 t ! 94,3% 3,47 1,0
(UG) W34/70 100 32,30 32,20 32,30 3227 0,06

Abbildung 119: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR-Systemes UG-LRE1

PCR Base Line Subtracted CF RFU
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Abbildung 120: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR-Systemes UG-LRE1
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Abbildung 121: Ermittlung der PCR-Effizienz des Real-Time PCR-Systemes OG-COXII
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Abbildung 122: Ermittlung der Nachweisgrenze des Real-Time PCR-Systemes OG-COXII

249



Anhang

8.11 PCR-DHPLC 1GS2-314-Profile industriellgenutzter Hefen
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Abbildung 123: DHPLC-Auftrennung der IGS2-314-Amplifikate der Hefestamme S. pasto-

rianus UG W 69, 120 und 128
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Abbildung 124: DHPLC-Auftrennung der IGS2-314-Amplifikate der Hefestamme S. pasto-
rianus UG W 168, 172 und 180
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Abbildung 125: DHPLC-Auftrennung der IGS2-314-Amplifikate der Hefestamme S. cerevi-
siae OG W 149, 165 und 177
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Abbildung 126: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestamme S. cerevi-
siae OG W 184, 208 und 148
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Abbildung 127: DHPLC-Auftrennung der 1GS2-314-Amplifikate der Hefestamme S. cerevi-
siae OG W 210, 211 und 213
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8.12 Identifizierungsergebnisse von Hefeisolaten aus dem

Brauereiumfeld mit bekanntem (PI-BB) und unbekanntem
(PI-BA) Probenahmeort

Tabelle 81: Identifizierungsergebnisse von Hefeisolaten aus dem Brauereiumfeld mit bekannter
Probenahmestelle (PI-BB) und Zweisung in Isolatgruppen (Hygiene, Rohstoff, Bier)

Hefeart Hygiene | Rohstoff Bier Hefeart Hygiene Rohstoff Bier
Candida bituminiphila 1 Pichia fermentans 1
Candida boidinii Pichia mandshurica (fru-
8 . . 2
her P. galeiformis)
Candida inconspicua 3 Pichia guilliermondi 4 5
Candida intermedia 1 1 Pichia membranifaciens 2 1
Candida norvegica 1 Pichia norvegensis 3
Candida oleophila 1 Rhodotorula mucilaginosa 2 5
Candida parapsilosis 1 1 Rhodotorula sloffiae 1
Candida pararugosa 2 S. cerevisiae 1 5 3
Candida picinguabensis 1 S. cerevisiae var. diasta- 6
ticus
Candida pseudolambica S. pastorianus (UG) 4 6 6
Candida sake 3 9 Torulaspora delbrueckii 4
Candida sophiae-reginae Williopsis californica 3
Candida sorbophila 1 Claviaspora lustinaniae 1
Candida sp. 2 Filobasidium floriforme 1 1 1
(identisch mit CBS 9453)
Candida sp. 2 Issatchenkia occidentalis 1
(identisch mit CBS 5303)
Cryptococcus albidosimilillis 1 Issatchenkia orientalis 1
Cryptococcus albidus 1 1 Kregervanrija delftensis 1
Cryptococcus saitoi 1 Schizosaccharomyces 1
pombe
Debaryomyces hansenii 1 3 Sporidiobolus salmonico- 2
lor
Dekkera bruxellensis 2 Trichosporon coremiifor- 1
me
Lindnera fabianii Wickerhamomyces  ano-
1 malus (friher  Pichia 19
anomala)
Yarrowia lipolytica 2

Tabelle 82: Identifizierungsergebnisse von Hefeisolaten aus dem Brauereiumfeld mit unbekannter

Probenahmestelle (PI-BA)

Hefeart Isolate | Hefeart Isolate
Cryptococcus flavenscens 1 S. bayanus 1
Dekkera anomala 7 S. bayanus/ S.pastorianus 6
Dekkera bruxellensis 6 S. cerevisiae 65
Filobasidium floriforme 1 S. cerevisiae var. diastaticus 33
Kregervanrija fluxuum 1 S. pastorianus (UG) 28
Pichia guilliermondi 3 S. kudriavzevii 1
Pichia membranifaciens 6 Wickerhamomyces anomalus 3

(friher Pichia anomala)
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