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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Zwei Herstellungsverfahren von Extended-Shelf-Life (ESL) Milch kombinieren die
klassische Pasteurisierung mit einem Mikrofiltrationsschritt oder Zentrifugation
(Baktofugation) zur zusitzlichen Reduktion der Keimlast. Friihzeitiger Verderb und
schwankende Produktqualitdt stellen fiir diese Produkte hiufig ein Problem dar. Ziel dieser
Arbeit war es daher, die Mikrobiologie von ESL-Milch zu untersuchen und durch Analysen
beginnend bei der relevanten Rohmilchmikrobiota iiber den Herstellungsprozess bis hin zum

Endprodukt Ansatzpunkte zur Verbesserung der mikrobiologischen Qualitdt zu finden.

Zunichst wurden Privalenz und Biodiversitét hitzeresistenter Mikroorganismen in Rohmilch
analysiert. High G+C Gram-positive Bakterien, vor allem der Gattung Microbacterium
erreichten durchschnittliche Keimzahlen von 3,9 log KbE/mL. Die Konzentrationen von
Sporenbildnern waren mit 90 KbE/mL fiir mesophile Vertreter und lediglich 0,57 MPN/mL
fiir die psychrotoleranten Spezies wesentlich geringer, wobei Letztere im Verlauf von zwei
Analysenjahren saisonal bedingte Schwankungen zeigten und die Zahlen vor allem im
Sommer noch weiter absanken. Eine Diversitdt von 56 Spezies aus 12 Gattungen wurde bei
der Identifizierung von 2791 Isolaten psychrotoleranter Sporenbildner detektiert, wovon
Paenibacillus und Bacillus die bedeutendsten Genera darstellten und etwa 14 % potentiell

neuen Taxa angehdrten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Mikrobiologie von ESL-Milch analysiert. Zu Ablauf der
Haltbarkeit traten zwischen einzelnen Packungen grofle Qualititsunterschiede auf und 15 %
der mikrofiltrierten sowie 63 % der baktofugierten ESL-Milch waren bereits verdorben.
Lagerversuche von baktofugierter Milch zeigten, dass dies neben der Wahl eines zu langen
Haltbarkeitsdatums auf hohe Ausgangskeimzahlen und die mikrobielle Zusammensetzung
zuriickzufiihren war. Verantwortlich fiir den Produktverderb waren besonders
psychrotolerante Sporenbildner der Gattungen Bacillus (v.a. B. cereus sensu lato) und
Paenibacillus. Auch hitzesensitive Postpasteurisierungs-Rekontaminanten trugen zum
Verderb bei, wurden in baktofugierter ESL-Milch jedoch hdufiger und in breiterer Diversitét
als in mikrofiltrierter ESL-Milch detektiert. Die Bedeutung von Rekontaminationen in der
Anlage zeigte sich auch bei einer detaillierteren Analyse der Eintragsrouten von
Verderbsorganismen. Die kombinierte Mikrofiltration und Pasteurisierung trennte fast
4,0 log-Stufen psychrotoleranter Sporenbildner ab und eine Transmission konnte nur in
Abhingigkeit von erhdhten Sporenzahlen in der Rohmilch detektiert werden. Auffillige

Unterschiede der Priavalenz in Rohmilch und mikrofiltrierter Milch deuteten vielmehr darauf

0%



Zusammenfassung

hin, dass zumindest B. cereus sensu lato aus Rekontaminationen wéhrend der Verarbeitung
stammen. Tatséchlich wurde bei baktofugierter ESL-Milch eine Persistenz von B. cereus
sensu lato und Microbacterium lacticum in der Anlage nachgewiesen. Um die Qualitit von
ESL-Milch wihrend der gesamten Haltbarkeit zu verbessern stellen daher neben Kontrollen
der Rohmilchgiite besonders die sorgfiltige Anlagenreinigung und Desinfektion

entscheidende Mafinahmen dar.

Bei den Biodiversititsstudien psychrotoleranter Sporenbildner in Roh- und ESL-Milch wurde
eine Vielzahl an Isolaten gewonnen, die keiner bisher beschriebenen Art und zum Teil auch
keiner Gattung zugeordnet werden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jeweils eine
neue Spezies der Gattung Paenibacillus und eine neue Gattung der Familie Paenibacillaceae
im polyphasischen Ansatz beschrieben und charakteristische Merkmale zur Abgrenzung und

Identifizierung erfasst.



Abstract

ABSTRACT

To produce Extended shelf life (ESL) milk, pasteurization is often combined with either
microfiltration or centrifugation (bactofugation). Premature spoilage and varying product
quality still constitute major problems for both processes. Thus, this work aimed to
understand the microbiota of ESL milk. Analyses of raw milk, production process and end

products should reveal possible measures for improving the microbial quality.

First, prevalence and biodiversity of heat-resistant bacteria were analyzed in raw milk. High
G+C Gram-positive microorganisms, especially Microbacterium, reached counts of
3.9 log cfu/mL. In comparison, spore-counts were low. They totaled up to 90 cfu/mL for
mesophilic and 0.57 MPN/mL for psychrotolerant species. Titers of psychrotolerant spores
varied depending on the season and a minimum was found in summer and early autumn.
Identification of 2791 psychrotolerant isolates revealed a diversity of 56 species and
12 genera. Paenibacillus and Bacillus were most frequently found and about 14 % of all

isolates belonged to presumptive novel taxa.

A second set of experiments addressed the microbiology of ESL milk. Bacterial counts at the
end of shelf life were highly diverse. Constituting 15 % of microfiltered and 63 % of
bactofuged samples a high percentage was spoiled prematurely. Storage analyses of
bactofuged ESL milk showed inadequate shelf lives, elevated basal counts and the microbial
composition as main factors causing high spoilage rates. The psychrotolerant spore-forming
bacteria Bacillus (mainly B. cereus sensu lato) and Paenibacillus were by far the most
important spoilage organisms. Additionally, heat-sensitive post-pasteurization recontaminants
contributed to product spoilage. Especially in bactofuged ESL milk those appeared frequently
and in high diversity. Detailed analyses addressing potential routes of entry further confirmed
the importance of recontamination events within the plant. Through effective microfiltration
and pasteurization, almost 4.0 log units of psychrotolerant spores were removed.
Transmission from raw milk to end products occurred in rare cases only and was associated
with elevated spore-counts in bulk tanks. The conspicuous increase of B. cereus sensu lato
isolates in end products compared to raw milk samples indicates recontamination. Indeed,
persistence of strains in the plant was found for B. cereus sensu lato and Microbacterium
lacticum of bactofuged ESL milk. Thus, apart from controlling the quality of raw milk, the
most important measure for improving the quality of ESL milk constitutes an optimization of

hygienic conditions and cleaning procedures in pipes, tanks, and the filling machine.
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Abstract

During biodiversity analysis of psychrotolerant spore-forming bacteria in raw and ESL milk
several strains were isolated that could not be placed in any described taxon. As part of this
thesis eight of those strains were characterized in a polyphasic approach and were assigned to
one novel species of the genus Paenibacillus and one novel genus of the family of
Paenibacillaceae. Distinctive traits for demarcation and identification of both taxa were

obtained.
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Einleitung

EINLEITUNG

1 Rohmilchmikrobiota

Aufgrund ihres hohen Néhrwerts, des fast neutralen pH und der hohen Wasseraktivitit stellt
Rohmilch das ideale Wachstumsmedium fiir eine diverse Mikrobiota dar (Fricker ef al., 2011;
Quigley et al., 2013a). Wéhrend Milch im gesunden Euter steril ist (Tolle, 1980), wird sie
bereits wihrend des Melkens mit einer Vielzahl an Mikroorganismen kontaminiert. Die
Zusammensetzung der Rohmilchmikrobiota ist dabei sehr komplex und variiert, abhdngig von
Hygiene, Tankgrofle, Saison, Tiergesundheit, Herdengrofe und einer Reihe anderer Faktoren,
sehr stark (Mallet et al., 2012; Quigley et al., 2013b). Dominant sind meist Gram-negative
Keime, wie Pseudomonas und Acinetobacter sowie Milchsdurebakterien, wie Lactococcus,
Streptococcus oder Lactobacillus (Raats et al., 2011; Masoud et al., 2012; Von Neubeck et
al., 2015; Vithanage et al., 2016). Diese werden jedoch wéhrend der Milchverarbeitung, vor

allem der Pasteurisierung, groftenteils inaktiviert.

Relevant fiir Trinkmilch ist der hitzeresistente Teil der Mikrobiota. Dieser besteht neben
Sporenbildnern aus Vertretern der Actinobacteria, die aufgrund ihres hohen Anteils an
Guanin und Cytosin (G+C) in der DNA auch als High G+C Gram-positive bezeichnet
werden. Vor allem Spezies, die iiber eine gewisse Psychrotoleranz verfiigen, d.h. auch bei
Temperaturen von <7 °C proliferieren, wihrend das Wachstumsoptimum tiiber 15 und das
Maximum iiber 20 °C liegen (Collins, 1981; Champagne et al., 1994; Moyer und Morita,
2007), sind in diesem Zusammenhang bedeutend. Sie erreichen in Produkten mit verldngerter
Haltbarkeit hohe Keimzahlen und sind oft fiir den frithzeitigen Verderb verantwortlich

(Ranieri et al., 2009; Schmidt et al., 2012).

In den meisten Biodiversitétsstudien wird die Gesamtmikrobiota von Rohmilch (Delbes et al.,
2007; Rasolofo et al., 2010; Fricker et al, 2011; Quigley et al, 2013a) oder die
Zusammensetzung spezifischer Gruppen wie Milchsdurebakterien und Pathogene analysiert
(Kagkli et al., 2007; Lopez-Benavides et al., 2007; Giannino et al., 2009). Obwohl die
hitzeresistente und psychrotolerante Mikrobiota von gro3em Interesse fiir die Milchindustrie
ist, gibt es kaum Arbeiten, die sich gezielt mit ihrer Biodiversitdt beschéftigen. Typische
Gattungen der Actinobacteria sind neben Microbacterium und Corynebacterium auch
Micrococcus, Kocuria und Arthrobacter (Meer et al., 1991; Champagne et al., 1994; Serhaug
und Stepaniak, 1997; Ranieri et al., 2009), die als Umweltkeime iiber Heu und Staub, bei
mangelnder Hygiene aber auch iiber das Melksystem in die Rohmilch gelangen (Vacheyrou et
al., 2011). Die Konzentrationen psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch sind in der

1
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Regel sehr gering. Thre Zahlen iiberschreiten nur selten 1 KbE/mL (McGuiggan et al., 2002),
was die Isolierung im Rahmen von Biodiversitdtsstudien erschwert. Als wichtige Vertreter
gelten besonders Bacillus (v.a. Bacillus cereus sensu lato) und Paenibacillus, aber auch
Viridibacillus, Lysinibacillus und Sporosarcina werden oft detektiert (Matta und Punj, 1999;
Coorevits et al., 2008; Ivy et al., 2012). Mogliche Eintragsrouten psychrotoleranter Sporen
sind in Abbildung 1 dargestellt. In den Sommermonaten stellt die Erde, mit der das weidende
Vieh in Kontakt kommt, die wichtigste Quelle dar (Christiansson et al, 1999). In den
Wintermonaten, oder bei ganzjdhriger Stallhaltung aber stammen die Sporen vor allem aus
der Einstreu, dem Futter wie z.B. der Silage, oder der Fizes (Magnusson et al., 2007a; Vissers
et al., 2007). Meist kommt es initial zur Kontamination der Euterhaut und iiber diesen Weg
zum Eintrag in die Rohmilch (McKinnon und Pettipher, 1983; Kumari und Sarkar, 2016).
Seltener werden auch Melkanlage und Waschwasser als Ursprung aufgefiihrt oder ein direkter
Eintrag aus Stallluft, Heu und Staub (Griffiths und Phillips, 1990; Magnusson et al., 2007a;
Vacheyrou et al., 2011). Aufgrund ihres ubiquitdren Vorkommens ist eine Kontamination mit
Sporenbildnern schwer zu vermeiden, kann aber durch eine griindliche Reinigung von Euter

und Melkanlage kontrolliert werden.

[ Euterhaut ]

[ Luft ] [ Melkanlage ]

[ Heu @@ Staub ]

[ Futtermittel ] [ Fazes ]

[ Einstreu/Boden ]

Abbildung 1 Ursprung psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch. Vor allem iiber die Euterhaut und Kontakt
mit stark kontaminierter Einstreu und Boden kommt es zum Eintrag.

2 Extended-Shelf-Life Milch

Das Verbraucherverhalten tendiert seit Jahren hin zu Produkten mit ldngerer Haltbarkeit. Im
Trinkmilchsektor fiihrt dies zu einer Verdrdngung von traditionell pasteurisierten Produkten
durch Extended-Shelf-Life (ESL) Milch. Verstiarkt wird die Produktakzeptanz auch durch
eine minimale, thermische Belastung bei der Herstellung, die einerseits dem Trend hin zu

weniger stark verarbeiteten Lebensmitteln folgt und zusitzlich, vor allem im Vergleich zu H-
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Milch, die in der Regel 2-3s bei 135-150°C erhitzt wird, die organoleptischen
Eigenschaften konventionell pasteurisierter Milch erhélt (Goff und Griffiths, 2006).

2.1  Herstellungsprozesse von ESL-Milch

Zur Herstellung von ESL-Milch gibt es eine Reihe verschiedener Verfahren. Neben der
kurzzeitigen Hocherhitzung, Behandlung mit hohem hydrostatischen Druck (Datta und Deeth,
1999; Chawla et al., 2011) oder gepulsten elektrischen Feldern (Walkling-Ribeiro et al.,
2011) werden auch Baktofugations- (Te Giffel und Van Der Horst, 2004) und
Mikrofiltrationsprozesse (Fernandez Garcia et al., 2013) eingesetzt. Hydrostatischer Druck
und elektrische Felder finden in der kommerziellen Trinkmilchherstellung bisher noch keinen
Einsatz. In Deutschland am weitesten verbreitet ist die kurzzeitige Hocherhitzung, gefolgt von

Mikrofiltration und Baktofugation, die auch im Fokus dieser Arbeit stehen.

Im kommerziellen Bactocatch-Prozess zur Herstellung von mikrofiltrierter und pasteurisierter
(MF+PAST) Milch, der von Holm et al. (1986) entworfen und patentiert wurde, wird die
Rohmilch zunéchst in eine Magermilch- und eine Rahmfraktion separiert (Abbildung 2). Die
Magermilch wird dann mikrofiltriert und das Retentat, das einen Grofiteil der
Mikroorganismen enthdlt entweder verworfen oder mit dem Rahm kombiniert und zur

vollstidndigen Inaktivierung der Bakterien hocherhitzt (135 -150 °C, 2 — 3 s).

| Rohmilch |

[ Separator ]

I
v \’

[ Magermilch ] [ Rahm ]

[ Mikrofiltration H Retentat H Rahm/Retentat ]

[ Permeat ] [ Hocherhitzung ]

|
v

[ Standardisierung ]

[ Pasteurisierung ]

| Abfillung |

Abbildung 2 Herstellungsprozess mikrofiltrierter und pasteurisierter ESL-Milch im Bactocatch-Verfahren nach
Holm et al. (1986).
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AnschlieBend wird der Fettgehalt der Milch eingestellt, das Produkt homogenisiert, bei 73 -
75 °C fiir 15 s pasteurisiert und abgefiillt. Der gesamte Prozess ermdglicht eine Reduktion der
Keimzahlen um 4,5 - 5,6 log-Stufen und, abhingig von der Temperatur, eine Lagerstabilitét
von 22 — 30 d bei 8 °C und sogar 26 — 33 d bei 6 °C (Elwell und Barbano, 2006; Kaufmann et
al., 2010; Schmidt ef al., 2012; Caplan und Barbano, 2013; Fernandez Garcia et al., 2013).

Das Kernstiick des Prozesses stellt die Mikrofiltration dar, die eine physikalische Abtrennung
von vegetativen bakteriellen Zellen, Sporen und somatischen Zellen aus der Milch ermdglicht
(Gésan-Guiziou, 2010). Filtriert wird in der Regel durch keramische Membranen mit
PorengroBen von 1,4 um, die einen Kompromiss zwischen Weite zum lédngeren Erhalt hoher
Durchflussraten und Enge zur Retention der Mikroorganismen darstellen (Maubois, 2002).
Wichtig fiir die Mikrofiltrationsleistung im Hinblick auf die Durchflussraten ist neben der
Porengrofle vor allem eine vorhergehende Separation. AusschlieBlich Magermilch wird
filtriert, da die GroBBenverteilung von Fettpartikeln der von Mikroorganismen sehr &hnlich ist
und es bei Vollmilch bereits nach kurzen Laufzeiten zum Fouling und Verstopfung der
Membran kommt (Guerra et al., 1997; Gésan-Guiziou, 2010). Daten zur dezimalen Reduktion
von vegetativen Zellen schwanken zwischen 3,7 - 6,0 log-Stufen (Barbano et al., 2006; Elwell
und Barbano, 2006; Schmidt et al., 2012), wobei die Mikrofiltrationsleistung gegeniiber
unterschiedlichen Spezies von deren Zellgro3e abhingt und Stibchen z.B. besser retiniert
werden als Kokken oder auch Sporen. Da diese teilweise geringere Durchmesser aufweisen
als die Porengrofle kann es durchaus zur Permeation kommen (Trouvé et al., 1991; Schmidt et
al., 2012). Daten zur Retention von Sporen, die aus Spiking-Versuchen stammen, liegen
zwischen 3,0 und 4,5 log-Stufen (Trouvé et al., 1991; Tomasula et al., 2011). Bis heute gibt
es jedoch keine Studie, die sich mit der Abtrennung der diversen Sporenpopulation

beschiftigt, die natiirlicherweise in der Rohmilch vorliegt.

Die Baktofugation stammt urspriinglich aus den Niederlanden, wo Simonart (1959) die
sogenannte Superzentrifugation zur Entkeimung entwickelte. Kommerziell eingefiihrt wurden
die Zentrifugen von der Firma Tetra Pak als ,,Baktofugen* und werden in Késereien bereits
seit vielen Jahren zur Verminderung des Sporengehalts von Clostridium tyrobutyricum und
damit verbundenen Spédtbldhungsdefekten eingesetzt (Bergere et al., 1969; Kessler, 1988).
Auch in der Trinkmilchherstellung finden sie in der kombinierten Baktofugation und
Pasteurisierung (BF+PAST) Anwendung (Abbildung 3). Im prolong-Verfahren des
Anlagenherstellers GEA Westfalia wird die Milch zundchst in zwei aufeinanderfolgenden

Baktofugen entkeimt und im Separator in eine Magermilch- und eine Rahmfraktion getrennt.
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Nach der Einstellung des Fettgehalts wird bei der Pasteurisierung ein weiterer Teil der

Mikroorganismen inaktiviert und das Produkt abschlieBend abgefiillt.

[ Rohmilch |

—

Baktofuge 1 ]

—

Baktofuge 2 ]

—\

Separator ]

I
v
[ Magermilch ] [ Rahm ]

| |
v

[ Standardisierung ]

[ Pasteurisierung ]

[ Abfillung |

Abbildung 3 Herstellungsprozess doppelt baktofugierter und pasteurisierter ESL-Milch im prolong-Verfahren.

Die Wirkung der Baktofugation zur Reduktion von Keimzahlen beruht auf der Abtrennung
von Mikroorganismen aufgrund ihrer hheren Dichte im Vergleich zur Milch. Die spezifische
Dichte der Milch liegt dabei mit 1,00 und 1,03 g/mL nur unwesentlich niedrieger als die der
bakteriellen Zellen. Abhdngig von Zellzustand und Wachstumsstadium schwanken die
Angaben hier zwischen 1,07 und 1,12 g/mL fiir vegetative Zellen und 1,16 und 1,45 g/mL fiir
Sporen (Beaman et al., 1982; Carrera et al., 2008; Orsburn et al., 2008; Den Hertog et al.,
2009; Lewis et al., 2014). Um eine gute Abtrennleistung zu erzielen, wird die Baktofugation
daher meist bei 55 — 60 °C durchgefiihrt, wo die spezifische Dichte der Milch mit 1,02 g/mL
relativ gering ist (Kessler, 1988; Gésan-Guiziou, 2010). Durch eine einfache Baktofugation
bei 9.000 — 10.000 x g werden in der Regel 7 - 93 % der vegetativen Zellen und 90,3 und
99,8 % der dichteren Sporen abgetrennt (Kosikowski und Fox, 1968; Te Giffel und Van Der
Horst, 2004; Grant et al., 2005; McCarthy, 2011; Faccia et al, 2013). Um den Effekt zu
verstirken, wird die Milch im prolong-Verfahren in zwei aufeinanderfolgenden
Entkeimungsseparatoren  doppelt baktofugiert. Nachvollziechbare Daten fiir eine

Haltbarkeitsverlaingerung im Vergleich zu konventionell pasteurisierter Milch sind bisher
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nicht publiziert. McCarthy (2011) und Te Giffel et al. (2006) berichten aber von einem

Gewinn zusitzlicher 3 - 5 d, was einer Lagerstabilitdt von ca. 13 - 15 d entspricht.

2.2 Mikrobiologische Qualitit von ESL-Milch

Fiir den mikrobiellen Verderb gibt es in Deutschland keine rechtlich verankerten Grenzwerte.
Als Richtwert fiir die Haltbarkeit von Trinkmilchprodukten wird jedoch haufig das Limit von
6,0 log KbE/mL angesetzt (Mayr et al, 2004). Insgesamt ist die Datenlage zur
mikrobiologischen Qualitit von ESL-Milch sehr diinn. Uber Mikrobiota von BF+PAST Milch
ist bislang wenig bekannt und auch fiir MF+PAST Milch gibt es nur eine einzige Studie, die
sich nicht nur mit der Bestimmung reiner Keimzahlen begniigt, sondern auch eine
Identifizierung der Mikrobiota vornimmt. Schmidt et al. (2012) analysierten Endprodukte
fiinf verschiedener Hersteller bei Ablauf der Haltbarkeit auf ihre Keimzahl und die
dominierenden Arten in der Milchmikrobiota und stellten dabei fest, dass die
mikrobiologische Qualitdt von MF+PAST Milch sehr starken Schwankungen unterliegt. Die
ermittelten Keimzahlen zeigten eine breite Streuung und lagen zwischen 1,0 und
8,0 log KbE/mL. Insgesamt 8 % aller Proben waren verdorben, was eindeutig darauf hinweist,
dass die haltbarkeitsrelevanten Faktoren noch nicht in ausreichendem Mafe bekannt und
reguliert sind. Die Verderbsmikrobiota setzte sich dabei aus lediglich zwei Gruppen
zusammen. Ein Drittel des Verderbs war auf Gram-negative Rekontaminationskeime
zurlickzufiihren und zwei Drittel auf psychrotolerante Sporenbildner, vor allem auf die
Vertreter B. cereus sensu lato und Paenibacillus. Die Ergebnisse decken sich mit Berichten
aus der Literatur fiir konventionell pasteurisierte Milch. Auch hier wurden Bacillus und
Paenibacillus  als  haltbarkeitslimitierende  Faktoren identifiziert, sobald eine
Rekontaminationen mit Gram-negativen Keimen vermieden wird (Fromm und Boor, 2004;
Huck et al., 2008). Wiahrend Bacillus vor allem im Verlauf der ersten 14 d aus konventionell
pasteurisierter Milch isoliert wird, so kommt es ab 17 d zur Dominanz von Paenibacillus
(Huck et al., 2008; Ranieri et al., 2009). Generell ist vor allem eine Kontamination mit
Paenibacillus als kritisch anzusehen, da viele Vertreter iiber eine ausgeprégte Psychrotoleranz
verfligen und zumindest einzelne Stidmme sogar bei 4°C innerhalb von 16d zum
Produktverderb fiihren konnen (Ivy et al., 2012; Ranieri et al., 2012; Schmidt et al., 2012;
Switt et al., 2014).

Hitzesensitive Verderbsorganismen stammen aus Postpasteurisierung-Rekontaminationen, ihr
Eintrag lieBe sich somit durch optimierte Anlagenhygiene und aseptische Abfiillung

vermeiden (Schroder, 1984; Eneroth et al., 1998). Sporen dagegen werden als hitzeresistente
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Dauerformen bei den milden Bedingungen der konventionellen Pasteurisierung nicht
inaktiviert (Collins, 1981; Andersson et al., 1995) und auch High G+C Gram-positive Keime,
wie Microbacterium, sind in der Lage diese kurzzeitige Erhitzung zu {iberdauern (Bramley
und McKinnon, 1990; Fromm und Boor, 2004). Fiir konventionell pasteurisierte Milch ist
unstrittig, dass die Haupteintragsquelle die Rohmilch darstellt (Griffiths und Phillips, 1990;
Lin et al., 1998; Huck et al., 2007). Werden die hitzeresistenten Keime im Verlauf von
Baktofugation oder Mikrofitration nicht abgetrennt, ist durchaus ein Eintrag aus der Rohmilch
moglich. Auf der anderen Seite belegen einige Studien auch die Rekontamination
pasteurisierter Milch mit Sporenbildnern und zu einem geringeren Mafe auch mit High G+C
Gram-positiven Keimen (Svensson et al., 2000; Mayr et al., 2004; Svensson et al., 2004;
Huck et al., 2007). Uber welche Eintragsrouten verderbsinduzierende Mikroorganismen ihren

Eintrag in MF+PAST und MF+PAST Milch finden ist damit nicht klar.

2.3 Sensorischer Verderb von ESL-Milch

Neben dem mikrobiellen Verderb durch Wachstum psychrotoleranter Mikroorganismen stellt
auch der frithzeitige sensorische Verderb ein mogliches Qualitdtsproblem fiir MF+PAST und
BF+PAST Milch dar. Die Aktivitit extrazelluldrer, bakterieller Enzyme, die wihrend der
Kiihllagerung gebildet werden, fiihrt dabei zu strukturellen Defekten, wie z.B. der
Siigerinnung oder zur Entstehung sensorisch relevanter Hydrolyseprodukte (Meer et al.,
1991). Der typische Fehlgeschmack, der bei einer stark proteolytischen Mikrobiota auftritt
wird als bitter oder ranzig beschrieben, wihrend es bei starker Lipolyse zur Freisetzung von
Fettsduren kommt, die als fruchtig, ranzig, unsauber oder seifig wahrgenommen werden
(Santos et al., 2003; Kumari und Sarkar, 2016). Abhédngig von der enzymatischen Aktivitét
konnen sensorisch relevante Konzentrationen dieser Hydrolyseprodukte schon bei geringen
Keimzahlen auftreten. In einer Studie von Schmidt et al. (2012) wurde zwar in einem Grofteil
der untersuchten MF+PAST Proben kein sensorischer Verderb festgestellt, in einigen
Packungen wurden jedoch bereits ab Keimzahlen von 4,0 log KbE/mL ein erhdhter Gehalt an
freien Fettsduren und Peptiden detektiert, der oberhalb der Grenzwerte fiir sensorischen
Fehlgeschmack lag (McKellar, 1981; Santos et al., 2003). Die verantwortlichen Gattungen
waren vor allem Bacillus mit dem Vertreter B. cereus sensu lato, sowie Paenibacillus. Auch
Milchpackungen, die hauptsdchlich Microbacterium spp. enthielten wurden analysiert, wiesen
jedoch bis auf eine Ausnahme keine nennenswerte enzymatische Aktivitit auf. Im Verlauf
von Studien, in denen einzelne Isolate aus Rohmilch auf ihre proteolytische und lipolytische
Aktivitit gescreent wurden, besallen vor allem Bacillus spp. und Paenibacillus spp. grolles

enzymatisches Potential (De Jonghe et al., 2010). Die Daten zu Microbacterium sind dagegen
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nicht einheitlich. Wahrend Von Neubeck et al. (2015) fir lediglich ein Drittel der
47 getesteten Isolate eine enzymatische Aktivitét feststellten, waren bei Hantsis-Zacharov und
Halpern (2007) alle 43 getesteten Rohmilchisolate entweder proteolytisch oder lipolytisch
aktiv. Da es zum frithzeitigen, sensorischen Verderb von MF+PAST und BF+PAST Milch
neben der Studie von Schmidt ez al. (2012) noch keine Daten gibt, sollte ihre Bedeutung im

Rahmen dieser Arbeit eingehender analysiert werden.

3 Taxonomische Einordnung von Bakterienstimmen

Die bakterielle Taxonomie oder systematische Einordnung von Mikroorganismen, setzt sich
aus drei Teilgebieten zusammen, der Klassifizierung, Nomenklatur und Identifizierung. Dabei
strebt die Klassifizierung danach individuelle Stimme anhand ihrer genetischen,
morphologischen, physiologischen und biochemischen Merkmale in sinnvollen Gruppen zu
organisieren. Im Rahmen der Nomenklatur werden diese Gruppen dann nach internationalen
Richtlinien benannt und fiir die Identifizierung werden diskriminative Charakteristika
eingesetzt, um neue Isolate schnell zu erkennen und bestehenden Gruppen zuzuordnen

(Gevers et al., 20006).

Die bedeutendste taxonomische Einheit stellt die Spezies dar, liber deren Definition keine
einheitliche Meinung herrscht, die in der Regel aber verstanden wird als eine genetisch
kohdrente Gruppe von individuellen Isolaten (Stimmen), die unter standardisierten
Bedingungen einen hohen Ubereinstimmungsgrad in der Ausprigung einer Vielzahl
unabhingiger Merkmale aufweisen (Rossell6-Mora und Amann, 2001; Stackebrandt et al.,
2002). Dem binomialen Code entsprechend wird jede Spezies bereits in ithrem Namen einer
Gattung zugeordnet, die wiederum einer Familie, Ordnung, Klasse und einem Phylum als
hoheren systematischen Ridngen angehort (Tindall ef al., 2010). Die Haufigkeit mit der neue
Taxa beschrieben werden, nimmt mit steigender taxonomischer Ebene ab. Wéhrend neue
Spezies und Gattungen in hoher Frequenz entdeckt und beschrieben werden, entstehen neue
Familien in der Regel im Verlauf taxonomischer Revisionen, in denen bereits beschriebene

Taxa neu gruppiert werden.

Den ersten Hinweis darauf, eine neue Art oder Gattung isoliert zu haben, erhdlt man durch
den Abgleich der 16S rRNA Sequenz mit Datenbanken wie NCBI oder EzTaxon (Yoon et al.,
2017). Liegt die Ubereinstimmung der Sequenz des entsprechenden Stammes unter 98,65 %
zur am néichsten verwandten Spezies, so handelt es sich nach gro3er Wahrscheinlichkeit um
eine neue Spezies (Kim et al., 2014), befindet sich der Wert unter 95 %, um eine neue

Gattung (Ludwig et al., 1998; Tindall et al., 2010; Yarza et al., 2015). Die Neubeschreibung
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selbst erfolgt in der aktuellen taxonomischen Praxis dann in einem polyphasischen Ansatz, in
dem neben phinotypischen und chemotaxonomischen Merkmalen auch genotypische und
phylogenetische Informationen zu einer Konsensusklassifizierung integriert werden
(Vandamme et al., 1996; Gevers et al., 2006). Die Daten sollen dabei neben einer
umfassenden Beschreibung der Isolate auch einen Vergleich und anhand typischer Merkmale
vor allem die Abgrenzung von bereits beschriebenen Taxa ermoglichen (Tindall et al., 2010).
Fiir viele taxonomische GroBgruppen existieren Minimalstandards, die eine Richtlinie mit
essentiellen und empfohlenen Versuchen enthalten und die Neubeschreibung vereinfachen
und vor allem vereinheitlichen. Auch fiir aerobe Sporenbildner verdffentlichten Logan et al.
(2009) eine entsprechende Anleitung. Entscheidend ist dabei fiir jede Neubeschreibung die
Auswahl geeigneter Referenzstimme. Im Falle einer Speziesbeschreibung werden dafiir
Typstimme aller oder der am néchsten verwandten Arten innerhalb einer Gattung eingesetzt,
bei Gattungsbeschreibungen die Typspezies aller oder der am néchsten verwandten Genera
einer Familie (Logan et al., 2009; Tindall ef al., 2010). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde nach diesen Richtlinien eine neue Spezies des Genus Paenibacillus, sowie eine

weitere, neue Gattung der Paenibacillaceae beschrieben.

3.1  Die Gattung Paenibacillus

Die Gattung Paenibacillus stellt ein weit verbreitetes, Gram-positives und sporenbildendes
Taxon dar. Die Beschreibung des Genus geht auf eine Arbeit von Ash et al. (1991) zuriick,
die bei phylogenetischen Studien der Gattung Bacillus finf separate Abstammungslinien
feststellten. Eine dieser Linien, die 11 Arten beherbergte, wurde wenig spater von den Bacilli
abgespalten und mit der Typspezies Paenibacillus polymyxa als neue Gattung Paenibacillus
beschrieben (Ash et al., 1993). Der Name Paenibacillus kommt dabei aus dem Lateinischen
und setzt sich zusammen aus paene, fast und Bacillus, dem Gattungsnamen Bacillus

(Stabchen) und spielt auf den engen Verwandtschaftsgrad an.

In den letzten Jahren erfuhr die Gattung ein enormes Wachstum. Wihrend sie 1997 nur 13
Spezies umfasste (Shida et al., 1997a), waren es 2009 bereits 86 und heute ganze 210 valide
beschriebene Arten. Wie bei vielen speziesreichen Gattungen sind die Eigenschaften ihrer
Vertreter sehr divers, kaum ein phidnotypisches Merkmal ist allen Spezies gemein und auch
genetisch herrscht groBBe Heterogenitit (Kdmpfer et al., 2006; Vos et al., 2009; Mayilraj und
Stackebrandt, 2014). Aktuell sind bei NCBI die Genome von 75 Spezies, darunter
55 Typstamme, veroffentlicht. Der G+C Gehalt reicht dabei von 41 -63 % und auch die

Genomgrofen variieren extrem. Sie schwanken zwischen 3,8 Mb bei Paenibacillus popilliae,
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einem Insektenpathogen, bis hin zu 83 Mb bei der Umweltspezies Paenibacillus

alginolyticus.

Typische Habitate von Paenibacillus stellen Boden und Teile der Rhizosphére dar (Vos et al.,
2009; Grady et al., 2016), wo einige Arten unter anderem durch die Fixierung von Stickstoff
(Xie et al., 2014) oder Losung von Phosphaten (Xie et al., 2016) das Pflanzenwachstum
fordern. Andere Spezies treten als Pathogene verschiedener Invertebraten auf (Harrison et al.,
2000; Genersch et al., 2005) oder wurden aus Lebensmitteln, vor allem im Molkereiumfeld,
als verderbsinduzierende Mikroorganismen isoliert (Switt et al., 2014; Gopal et al., 2015;
Trmci€ et al., 2015; Grady et al., 2016).

3.2 Die Familie der Paenibacillaceae

Die Familie der Paenibacillaceae stellt innerhalb der Ordnung Bacillales ein heterogenes
Taxon meist sporenbildender, Gram-positiver Bakterien dar. Sie setzt sich aus den elf
Gattungen Paenibacillus (Ash et al., 1993), Brevibacillus (Shida et al., 1996), Thermobacillus
(Touzel et al., 2000), Cohnella (Kampfer et al., 2006), Saccharibacillus (Rivas et al., 2008),
Fontibacillus (Saha et al., 2010), den erst kiirzlich beschriebenen Ammoniibacillus (Sakai et
al., 2015) und Marinicrinis (Guo et al., 2016), sowie Aneurinibacillus (Shida et al., 1996),
Oxalophagus (Collins et al., 1994) und Ammoniphilus (Zaitsev et al., 1998) zusammen.
Letztere drei Genera, die eine monophyletische Abstammungslinie, separat von den anderen
Gattungen bilden, werden zur Aneurinibacillus Gruppe zusammengefasst oder sogar als

Aneurinibacillus Familie abgegrenzt (Vos et al., 2009; Mayilraj und Stackebrandt, 2014).

Insgesamt 281 Spezies sind als Vertreter der Paenibacillaceae zusammengefasst, wobei die
Typgattung Paenibacillus mit 210 Spezies das artenreichste und zugleich diverseste Genus
der Familie darstellt. Weitere grofle Gattungen stellen Cohnella und Brevibacillus dar, die
jeweils 25 und 22 Arten umfassen. Die iibrigen Genera setzen sich jeweils nur aus wenigen
Arten zusammen und Ammoniibacillus, Marinicrinis und Oxalophagus beinhalten sogar nur
die jeweilige Typspezies. Die Komplexitit der Familie wird bei Betrachtung ihrer Phylogenie
in Abbildung 4 klar. In schwarzer Schrift dargestellt sind hier alle Vertreter der Gattung
Paenibacillus, in blau alle anderen Gattungen der Paenibacillaceae. Angesichts ihrer
polyphyletischen Abstammung, ihrer breiten Streuung und starken Unterteilung in mehrere
Cluster scheint eine Revision der Taxonomie und vor allem eine Subdivision des Genus
Paenibacillus sinnvoll. Neben den DNA-Sequenzen der 75 Paenibacillus spp. sind auch
Genome weiterer 23 Arten (17 Typstimme) bei NCBI verfiigbar, die einen G+C-Gehalt von
41 -60 % besitzen und deren Groflen zwischen 3,7 und 6,9 Mb schwankt.
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Abbildung 4 Consensus Maximum-Likelihood-Baum, basierend auf den 16S rRNA Sequenzen der Typstimme
aller 281 Spezies, die den elf Gattungen der Paenibacillaceae angehoren. Die Darstellung beruht auf 100
Bootstrap-Replikationen. schwarz: Paenibacillus; blau: weitere Gattungen der Paenibacillaceae.

Isoliert werden Stamme der Paenibacillaceae, wie auch fiir Paenibacillus spp. beschrieben,

aus bodenassoziierten Habitaten, Pflanzenmaterial und Kompost. Seltener finden sie sich

jedoch auch in Lebensmitteln, Wasser, und Blut oder Fizes (Vos et al., 2009; Mayilraj und

Stackebrandt, 2014) und kommen somit ubiquitéir vor.
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4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war eine umfassende Analyse der Mikrobiologie von BF+PAST und

MF+PAST Milch, beginnend bei der Rohmilch tiber die Herstellung bis hin zum Endprodukt.

Die hitzeresistente Rohmilchmikrobiota setzt sich aus Sporenbildern und High G+C Gram-
positiven Mikroorganismen zusammen. Da sie die Pasteurisierung iiberdauern kénnen, stellen
sie ein Risiko fiir den Verderb von Trinkmilch dar. Um das Potential fiir einen Eintrag in das
Endprodukt besser abschitzen zu konnen, wurde im ersten Teil dieser Arbeit sowohl ihre

Priavalenz als auch ihre Biodiversitidt umfassenden analysiert.

Der zweite Teil dieser Studie setzt sich mit BF+PAST und MF+PAST Milch auseinander.
Dafiir sollte zundchst in Stufenkontrollen die erreichbare Keimabtrennung aller Prozessstufen
bestimmt und somit das technologische Potential beider Verfahren erfasst werden. Da zur
Haltbarkeit von BF+PAST Milch noch keine wissenschaftlichen Arbeiten existieren, sollten
hier Lagerversuche zusitzlich einen FEinblick in die Populationsdynamik wihrend der
Kiihllagerung geben und Informationen iiber die mdgliche Haltbarkeit und Stellschauben fiir
eine verbesserte Lagerstabilitit gewonnen werden. Auch die mikrobielle Qualitit von
MF+PAST und BF+PAST Milch zu Ablauf der Haltbarkeit sollte anhand von Keimzahlen
und Identifizierung der dominanten Mikrobiota analysiert werden. Ein weiteres Ziel der
Endpunktanalysen war zudem die Erfassung der verderbsinduzierenden Mikrobiota. Daneben
sollte die enzymatische Aktivitit der Mikrobiota und damit ihr Potential friihzeitigen
sensorischen Verderb zu induzieren bestimmt werden. Dafiir wurden sowohl
Agardiffusionsassays mit einzelnen Endproduktisolaten als auch die fluorimetrische
Quantifizierung von Proteolyseprodukten in BF+PAST und MF+PAST Milch durchgefiihrt.
Um effektive Strategien zur Eliminierung der verderbsrelevanten Mikroorganismen zu
entwickeln, spielt schlieBlich das Wissen tiber ihre Eintragsrouten eine entscheidende Rolle.
Anhand von Privalenzvergleichen und Typisierungen von Stimmen, die entlang des
Herstellungsprozesses oder aus verschiedenen Endproduktchargen gewonnen wurden, sollte
daher die Rolle von Rohmilch und der Prozessanlage als moglichen Kontaminationsquellen

untersucht werden.

Im Rahmen der Biodiversititsanalysen wurde eine Vielzahl an psychrotoleranten,
sporenbildenden Isolaten gewonnen, die keiner bisher beschriebenen Spezies oder Gattung
zugeordnet werden konnten. Im letzten Teil dieser Arbeit sollten eine potentiell neue Spezies
und eine potentielle neue Gattung im polyphasischen Ansatz charakterisiert und

differenzierende Merkmale zur Identifizierung und Abgrenzung extrahiert werden.
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MATERIAL UND METHODEN

1 Medien

Die Komponenten wurden in destilliertem H2O geldst und alle Medien dann bei 121°C

15 min autoklaviert.

APT-Agar Fertigmedium (Merck KGaA)
(Evans und Niven Jr, 1951) 59,5 g/l APT-Agar
pH 6,7+0,2
Caseinagar 100,0 g/l Magermilchpulver Komponente A
(Reddy et al., 2007) 10,0 g/ Pepton aus Casein Komponente B

6,0 g/l Fleischextrakt
30,0 g/ Agar-Agar
pH7,0+£0,2
A und B nach dem Autoklavieren 1:1 mischen

CASO-Agar Fertigmedium (Carl Roth GmbH & Co. KG)
40,0 g/ CASO-Agar
pH 7,3 £0,2
Glucoseagar 5,0 g/L  Pepton aus Casein
(Logan und Vos, 2015) 3,0 g/ Fleischextrakt

10,0 g/l Glucose
15,0 g/ Agar-Agar
pH 7,0+£0,2

Glycerinmedium 10,0 g/ Natriumglutamat
16,0 g/l Laktose
1,0 g/L Ascorbinsdure
1,0 g/ Agar-Agar
120 g/l Glycerin

Nitratagar 5,0 g/L  Pepton aus Casein
(Reddy et al., 2007) 3,0 g/lL Fleischextrakt
1,0 g/L Kaliumnitrat
1,7 g/L Agar-Agar
pH 7,0+£0,2
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Tributyrinagar
(Willis, 1960)

Sporulationsmedium
(Harwood und Cutting, 1990)

Stirkeagar
(Reddy et al., 2007)

TS-Agar

TS-Bouillon

R2A-Medium
(Reasoner und Geldreich, 1985)

14

2,5¢/L
2,5¢/L
3,0 g/L
12,0 g/L

10,0 mL/L

5,00 g/L
3,00 g/L
1,00 g/L
0,12 g/L
20,00 g/L

Pepton aus Fleisch
Pepton aus Casein
Hefeextrakt
Agar-Agar
pH7,5+0,2
Tributyrin

Pepton aus Casein
Fleischextrakt
Kaliumchlorid
Magnesiumsulfat (x 7 H20)
Agar-Agar

pH 7,6 +£0,2

Nach dem Autoklavieren:

1,00 mL/L
1,00 mL/L
1,00 mL/L

5,0 g/L
3,0 g/L
2,0 g/L
15,0 g/L

Calciumnitrat 1,0 M
Mangandichlorid 0,1 M
Eisensulfat 1,0 mM

Pepton aus Casein
Fleischextrakt
16sliche Stérke
Agar-Agar
pH7,2+0,2

Fertigmedium (Oxoid GmbH)

40,0 g/L

CASO-Agar
pH7,3+0,2

Fertigmedium (Merck KGaA)

30,0 g/L

0,50 g/L
0,50 g/LL
0,50 g/L
0,50 g/L
0,30 g/L
0,30 g/L
0,05 g/L

15,00 g/L

TSB-Pulver
pH7,3+0,2

Hefeextrakt

Pepton aus Casein
Caseinhydrolysat

16sliche Stirke
Dikaliumhydrogenphosphat
Natriumpyruvat
Magnesiumsulfat (x 7 H20)
pH7,2+0,2

Agar-Agar Agar

Bouillon
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2 Milchanalysen und Keimisolation
2.1 Biodiversitiatsanalysen von Rohmilch

2.1.1 Biodiversititsanalyse psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch

Fir die Biodiversititsanalyse psychrotoleranter Sporenbildner aus Rohmilch wurden
insgesamt 28 Proben aus den Stapeltanks von neun Molkereien untersucht. Aufgrund ihrer
geringen Konzentrationen erfolgte die Isolation psychrotoleranter Sporenbildner im
Anreicherungsverfahren. Bei 18 Rohmilchproben wurden dafiir 160 R6hrchen mit 7 mL
Trypton-Soja-Bouillon (TSB; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) befiillt und mit einem
Probenvolumen beimpft, das rechnerisch 0,9 Sporen enthielt. Eingeschlossen wurden
aullerdem vier Rohmilchproben, die zu Chargen mit psychrotoleranten Sporenbildnern im
Endprodukt gehorten (Ansatz jeweils 300 Rohrchen), sowie sechs Rohmilchproben aus
Stufenkontrollen von MF+PAST Milch (Ansatz jeweils 100 Rohrchen). Die Proben wurden
im Wasserbad bei 80 °C 10 min pasteurisiert, abgekiihlt und nach Zugabe von 100 uL 10 %
L-Alanin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland; w/v in Phosphatpuffer,
pH 7.2, 0,01 M) bei 6 °C 21 d inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pL jedes Réhrchens auf
CASO-Agar (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) ausgestrichen und die
Platten bei 30 °C 2 d bebriitet. Alle Stdmme, die psychrotolerantes Wachstum aufwiesen
(mindestens 5 Kolonien einer Morphologie) wurden auf CASO-Agar isoliert und bei 30 °C
2 d inkubiert bevor sie mittels Fourier-Transform-Infrarot (FTIR) Spektroskopie identifiziert
wurden (vgl. 3.3.1). Représentative Isolate wurden zusétzlich anhand ihrer 16S rRNA oder

rpoB Sequenz identifiziert (vgl. 3.3.2).

2.1.2 Biodiversititsanalyse High G+C Gram-positiver Keime in Rohmilch

Um die Biodiversitit High G+C Gram-positiver Keime zu erfassen, wurden insgesamt elf
Rohmilchproben von vier Molkereien untersucht. 10 mL Milch wurden auf 75 °C erhitzt und
sofort abgekiihlt bevor dezimale Verdiinnungen in 9 mL Ringer-Losung (Merck KGaA)
erstellt und auf CASO-Agar ausplattiert wurden. Nach 5d bei 30 °C wurden je Probe
30 Kolonien randomisiert gepickt, auf CASO-Agar bei 30°C 5 d kultiviert und abschlieBend
mittels FTIR-Spektroskopie identifiziert (vgl. 3.3.1).
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2.2 Prozesskontrollen bei der Herstellung von ESL-Milch

2.2.1 Prozesskontrollen baktofugierter ESL-Milch

Um die Prozesseffizienz des prolong-Verfahrens zur Herstellung von BF+PAST Milch zu
analysieren, wurden bei zwei Herstellern (A+B) insgesamt sechs Stufenkontrollen
(konventionell n=3, Bio n=3) durchgefiihrt. Je 20 mL Rohmilch, doppelt baktofugierter und
standardisierter, sowie pasteurisierter Milch wurden dafiir beprobt. Bei Hersteller A wurden
zusdtzlich Milchproben nach Baktofuge 1 und Baktofuge 2 gezogen. Um zunichst die
Keimabtrennung wihrend der einzelnen Prozessschritte zu erfassen wurde die
Gesamtkeimzahl (GKZ) aller Proben bestimmt (vgl. 3.2). Zur Analyse der mikrobiellen
Zusammensetzung aller Stufen wurden dann je Prozessschritt und Charge 20 Isolate
randomisiert gepickt, bei 30 °C 5 d auf CASO-Agar kultiviert und anschliefend mittels FTIR-
Spektroskopie identifiziert (vgl. 3.3.1).

2.2.2 Prozesskontrollen mikrofiltrierter ESL-Milch

Um die Abtrennung psychrotoleranter Sporenbildner entlang des Herstellungsprozesses von
MF+PAST Milch zu erfassen, wurden insgesamt sechs Stufenkontrollen der
Biomilchproduktion zweier Hersteller (D+G) durchgefiihrt. Die Produktion erfolgte in
modifizierten Bactocatch-Prozessen, wobei die Rohmilch zunéchst entrahmt, die Magermilch
dann durch keramische Membranen mit einer PorengréBe von 1,4 um gefiltert wurde. Der
Fettgehalt des Permeats wurde anschlieBend mit hocherhitzter Suspension aus
zusammengefilhrtem Rahm und Retentat (Hersteller D) oder hocherhitztem Rahm
(Hersteller G) auf 1,5 % (n=5) oder 3,5 % (n=1) eingestellt, pasteurisiert und abgefiillt.
Beprobt wurden Rohmilch, Magermilch, Permeat und pasteurisierte Milch. Aufgrund der
geringen Keimzahlen in Rohmilch und ihrer weiteren Reduktion wadhrend des Prozesses,
wurden grof3e Probenvolumina aliquotiert und angereichert: 100 x 1 mL(D) oder 150 x 2 mL
(G) Rohmilch in 7mL TSB, 100 x (D) oder 150 x (G) 10 mL Magermilch, jeweils 75 x
150 mL (D) oder 90x 200 mL (G) Permeat und pasteurisierte Milch. Alle Proben,
ausgenommen der pasteurisierten Milch wurden bei 80 °C 10 min erhitzt und die Aliquots
vollstindig bei 6 °C 21 d inkubiert. Aus jeder Anreicherung wurden dann 10 pL auf CASO-
Agar ausgestrichen und die Platten bei 30 °C 2 d inkubiert. Die Sporenzahlen wurden anhand
der Anzahl von Aliquots mit bakteriellem Wachstum unter Beachtung der Anzahl
verschiedener Morphologien und des eingesetzten Probenvolumens bestimmt. Alle Isolate

wurden dann mittels FTIR-Spektroskopie gemessen und ausgewdhlte Stimme
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psychrotoleranter Sporenbildner zusitzlich anhand ihrer 16S rRNA oder rpoB Gensequenz

identifiziert (vgl. 3.3) oder fiir Stammtypisierungen herangezogen (vgl. 3.4).
2.3  Endproduktanalysen von baktofugierter und mikrofiltrierter ESL-Milch

2.3.1 Endproduktanalysen bei Ablauf der Haltbarkeit

Fiir die Analyse der mikrobiellen Qualitét von ESL-Milch bei Ablauf der Haltbarkeit wurden
insgesamt 190 Packungen (19 Chargen a 10 Packungen) BF+PAST-Milch von drei
Herstellern, Hersteller A (n=70), B (n=60) und C (n=60) iiber einen Zeitraum von
18 Monaten und 287 Packungen aus 39 Chargen MF+PAST-Milch von vier Herstellern,
Hersteller D (n=111), E (n=53), F (n=74), G (n=49) iiber einen Zeitraum von 20 Monaten
untersucht. Ein Grofteil der BF+PAST Milch wurde konventionell hergestellt (n=120) und
hatte einen Fettgehalt von 3,5 % (n=120), jeweils ein Drittel der Proben war teilentrahmt
(2,5 % Fett) und biologisch produziert. Unter den MF+PAST Proben waren ebenfalls
konventionelle (n=103) und biologische (n=184) Produktionen, mit Fettgehalten von 1,5 %
(n=117), 3,5% (n=151) und 3,8 % (n=19). Alle Proben wurden bis zum Ablauf der
Haltbarkeit bei 8 °C, der in Deutschland empfohlenen Lagertemperatur, inkubiert. Die
Mindesthaltbarkeit entsprechend des Packungsaufdrucks lag bei 24 d fir MF+PAST Milch
(alle Hersteller) und bei 21 d (Hersteller A), 18 d (Hersteller B) und 17 d (Hersteller C) fiir
BF+PAST Milch. Zunéchst wurde die GKZ aller Packungen (vgl. 3.2) bestimmt. Fiir die
Analyse der dominanten Mikrobiota wurde dann die Héaufigkeit der einzelnen Morphologien
geschitzt und je Morphologie, die mindestens 10 % der GKZ ausmachte eine Kolonie auf
CASO-Agar isoliert. Alle Reinkulturen wurden nach 5d bei 30°C mittels FTIR-
Spektroskopie und Isolate psychrotoleranter Sporenbildner zusdtzlich anhand ihrer 16S rRNA
oder rpoB Sequenz identifiziert (vgl. 3.3). Ein Teil der Endprodukte und daraus gewonnenen
Isolate wurden zudem, wie unter 3.4 und 4 aufgefiihrt, zur Analyse der bakteriellen

Enzymaktivitdt in ESL-Milch und zu Stammtypisierungen herangezogen.

2.3.2 Lagerstabilitiit baktofugierter ESL-Milch

Um die Haltbarkeit von BF+PAST Milch zu erfassen, wurde die Populationsdynamik der
Mikrobiota wihrend der Kiihllagerung bei 8 °C untersucht. Dafiir wurden nach 2 oder 3 d
(direkt nach Ankunft der Proben), 7, 10, 14, 17, 18 und 21 d jeweils drei bzw. zu Ablauf der
Haltbarkeit jeweils zehn Packungen ge6ffnet und analysiert. Insgesamt wurden so

167 Milchpackungen aus 6 Chargen der Hersteller A, B und C auf ihre GKZ (vgl. 3.2) und
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mikrobielle Zusammensetzung hin untersucht. Die dominante Mikrobiota wurde wie unter

2.3.1 beschrieben isoliert und identifiziert.

3 Allgemeine mikrobiologische Methoden

3.1 Stammlagerung

Fiir die Langzeitlagerung ausgewdhlter Isolate wurden Kryokulturen bei -80 °C angelegt.
Dafiir wurde eine dichte Suspension der Reinkultur in 1,5 mL Glycerinmedium hergestellt
und vor dem Einfrieren bei 6 °C 24 h inkubiert. Zur vollstindigen, metabolischen
Reaktivierung der Stimme wurden diese nach dem Auftauen und vor dem Einsatz in weitere

Versuche mindestens 2 Mal passagiert.

3.2 Keimzahlbestimmung

Die Bestimmung der GKZ, des Gehalts an High G+C Gram-positiven Bakterien und
mesophilen Sporenbildnern erfolgte im Spatelplattenverfahren. Fiir die Keimzahlanalyse
mesophiler Sporenbildner und High G+C Gram-positiver Keime wurden die Proben zunichst
im Wasserbad bei 80 °C 10 min laborpasteurisiert (Sporenbildner) oder auf 75 °C erhitzt und
sofort abgekiihlt (High G+C). In Ringer-Losung wurden dann dezimale Verdiinnungsstufen
der (erhitzen) Probe hergestellt und jeweils 100 uL der homogenen Suspension im
Doppelansatz auf CASO-Agar ausplattiert. Nach 2 d (mesophile Sporenbildner) oder 5d
(GKZ, High G+C) bei 30 °C wurden abschlieBend die koloniebildenden Einheiten (KbE)
gezéhlt und das gewichtete Mittel berechnet.

Da die Zahlen psychrotoleranter Sporenbildner in Milchproben unterhalb der
Detektionsgrenze klassischer Verfahren liegen, wurde ihr Gehalt mittels Anreicherung im
Fliissigmedium, mit der Most Probable Number (MPN) Technik bestimmt (McGuiggan et al.,
2002). Dafiir wurden jeweils fiinf sterile Rohrchen mit 10 mL, 1 mL und 0,1 mL der Probe
beimpft und das Endvolumen mit TSB auf 10 mL eingestellt. Zusidtzlich wurden zweimal
10 mL TSB als Negativkontrollen mitgefiihrt. Alle Proben wurden im Wasserbad bei 80 °C
10 min pasteurisiert. Nach Zugabe von 100 pL 10 % L-Alanin zu den Rohmilchverdiinnungen
und einer der Negativkontrollen, wurden die Réhrchen bei 6 °C inkubiert und auf CASO-
Agar ausgestrichen. Uber die Anzahl der Roéhrchen mit psychrotolerantem Wachstum,
definiert durch das Auftreten von mindestens 5 Kolonien einer Morphologie, wurde
abschliefend die Sporenzahl aus MPN-Tabellen abgelesen (Harrigan und McCance, 1976).
Fiir die Optimierung der Inkubationszeit bei 6 °C wurde die MPN aus 35 Rohmilchproben
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nach 7, 14, 21 und 28 d verglichen. Fiir alle weiteren Anreicherungen dieser Studie wurden

21 d als Inkubationszeitraum festgelegt.
3.3 Identifizierung bakterieller Isolate

3.3.1 Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie

Die Identifizierung bakterieller Isolate erfolgte zundchst mittels FTIR-Spektroskopie. Dabei
handelt es sich um eine physikochemische Methode, die auf der spezifischen Absorption
infraroter Strahlung durch molekulare Bindungen basiert. Bei der Messung eines Isolates
addiert sich dabei die Absorption aller Atome zu einem Absorptionsspektrum auf, das,

dhnlich einem Fingerabdruck, hoch stammspezifisch ist (Naumann, 2000).

Alle 6213 Reinisolate dieser Studie wurden mittels FTIR-Spektroskopie identifiziert
(Oberreuter et al., 2002; Wenning et al., 2014). Die Stamme wurden 24,0 h+ 0,5 unter
folgenden, standardisierten Bedingungen inkubiert: Sporenbildner aerob bei 25 °C auf
Trypton-Soja-Agar (TSA; Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland), Milchsédurebakterien anaerob
bei 34 °C auf All Purpose Tween (APT; Merck KGaA) Agar, alle iibrigen Isolate aerob bei
30 °C auf TSA. Eine Ose des resultierenden, konfluenten Bakterienrasens wurde dann in
10 uL sterilem Wasser suspendiert, 25 uL der homogenen Suspension auf einen 96-Well
ZnSe-Probentrager transferiert und die Proben bei 42 °C 45 min getrocknet. Die
Infrarotspektren wurden im Tensor 27 Spektrometer mit Kopplung an ein HTS-XT-Gerdét fiir
hohen Probendurchsatz (beides Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland) aufgezeichnet und nach
Oberreuter et al. (2002) ausgewertet. Die abschlieBende Identifizierung erfolgte durch
Abgleich mit drei Datenbanken, die 8000 Spektren von 1000 Spezies aus 240 Gattungen
enthalten, unter Anwendung der Software OPUS V7.2 (Bruker Optik).

Neben der Identifizierung wurden die FTIR-Spektren auch fiir die hierarchische
Clusteranalyse (Wenning und Scherer, 2013) zur Auswahl reprédsentativer Isolate
psychrotoleranter Sporenbildner fiir die Sequenzierung eingesetzt. Je Cluster wurde
mindestens ein Isolat fiir die Identifizierung anhand der Gensequenz ausgewéhlt und die
Ergebnisse dann auf das ganze Cluster iibertragen um die Héaufigkeiten aller Spezies zu

erfassen
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3.3.2 Identifizierung anhand von DNA-Sequenzen

Reprisentative Isolate psychrotoleranter Sporenbildner aus Biodiversititsanalysen von
Rohmilch und Stufenkontrollen von MF+PAST Milch wurden anhand ihrer Gensequenz
identifiziert. Als Marker dienten die 16S rDNA oder, fiir Vertreter der Gattung Paenibacillus,
die hoher auflosende rpoB Sequenz. Zellen wurden lysiert, die entsprechenden Gensegmente
amplifiziert und sequenziert. Die Identifizierung erfolgte dann durch einen Sequenzabgleich

mit verschiedenen Datenbanken.

3.3.2.1 DNA-Isolation

Fiir die Isolation bakterieller DNA wurden die Zellen zunidchst mechanisch aufgeschlossen.
Eine gehiufte Ose Zellmaterial wurde in sterilem MilliQ suspendiert und mit
Zirkonium/Silica-Beads (Carl Roth GmbH & Co. KG) mit einem Durchmesser von 0,1 mm
versetzt. Die Zelllyse erfolgte im FastPrep® (MP Biomedicals, Eschwege, Germany), zwei
Mal fiir 45 s bei einer Geschwindigkeit von 6,5 m/s. Um DNAsen zu inaktivieren, wurden die
Proben anschlieBend bei 95 °C 5 min erhitzt. Zelltrimmer wurden dann 3 min bei 15.000 x g,
RT abzentrifugiert und 80 uL des Uberstands fiir weitere Analysen in ein neues

Reaktionsgefa3 (RG) iiberfiihrt.

3.3.2.2 Polymerasekettenreaktion

Die Amplifikation der 16S rRNA und rpoB Template-Sequenzen fiir die anschlieBende
Sequenzierung erfolgte mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR). Dafiir wurden die in

Tabelle 1 aufgefiihrten Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland) eingesetzt.

Tabelle 1 Oligonukleotide fiir die Amplifikation mittels PCR und die Sanger-Sequenzierung.

Zielgen Primername Sequenz [5°-37] Amplikonlinge
16S rRNA 16S_27 for! AGAGTTTGATCCTGGCTCA 1465 nt
16S_1492 rev' CGGCTACCTTGTTACGAC
16S_519 for® CAGCAGCCGCGGTAATAC
16S_907 rev? CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
16S_926 rev* CCGTCAATTCCTTTGAGTTT
16S_1061 rev? CRRCACGAGCTGACGAC
rpoB rpoB_Pae for"** AARYTIGGMCCTGAAGAAAT 740 nt
rpoB_Pae rev!” TGIARTTTRTCATCAACCATGTG

! Oligonukleotid fiir PCR-Reaktion
2 Oligonukleotid fiir Sanger-Sequenzierung
#Drancourt et al. (2004)
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Jede Reaktion setzte sich aus 2,5 uL 10x Reaktionspuffer, 2,5 uL dNTPs (2 mM), 1,5 pL
MgCl> (25 mM), 0,25 pL beider Primer, 0,15 pL. Thermo Start Taq Polymerase (Thermo
Scientific, Waltham, USA) und 16,85 pL MilliQ zusammen. Die Amplifikation erfolgte dann
im 48-Well Thermocycler (T 3000, Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland) unter den in
Tabelle 2 aufgefiihrten Bedingungen.

Tabelle 2 PCR-Reaktionsbedingungen zur Amplifikation der 16S rRNA und rpoB Sequenz.

16Sr RNA rpoB
Zyklusschritt

Temperatur  Zeit Zyklen Temperatur Zeit ZyKklen
Initiale Denaturierung 95 °C I5min 1 94°C I5min 1
Denaturierung 95°C 20 s 94°C 60 s
Annealing 52°C 40 s 30 60-50/50°C  30s TD /30
Elongation 72 °C 100 s 72°C 1 min
Finale Elongation 72 °C 5 min 1 72°C 7 min 1
Kiihlung 4°C 0 - 4°C 0 -

TD: Touchdown-PCR, Absenken der Reaktionstemperatur um 0,5 °C je Zyklus

3.3.23 Agarosegelelektrophorese

PCR-Reaktion und Amplikonldnge wurden mittels Agarosegelelektrophorese iiberpriift. Dafiir
wurde das 1 %ige Agarosegel (Carl Roth GmbH & Co. KG) mit 3 % 10x SafeRed™ (Applied
Biological Materials Inc., Richmond, Kanada) als interkalierenden DNA-Farbstoff versetzt.
Die PCR-Produkte wurden dann bei 110 V 35 min in 1x TBE-Puffer (pH 8) elektrophoretisch
aufgetrennt und im UV-Licht visualisiert (UVsolo Imaging System, Biometra GmbH). Als
Léngenstandard wurde der GeneRuler™ DNA Ladder (Thermo Scientific) eingesetzt.

3.3.24 Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung von 16SrRNA und rpoB Amplikons wurde bei LGC Genomics
GmbH (Berlin, Deutschland) oder GATC Biotech AG (K6ln, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Primer 16S 519 for und 16S 907 rev wurden fiir die Erstellung fast vollstdndiger 16S rRNA
Sequenzen fiir die Charakterisierung bakterieller Taxa eingesetzt, die tibrigen Oligonukleotide

zur Standardidentifizierung aller Isolate.

3.3.25 Sequenzauswertung und Identifizierung

Die Sequenzauswertung zur Identifizierung der Isolate erfolgte fiir die 16S rDNA mittels
EzTaxon (Kim et al., 2012) und fiir die 7poB Daten mit Hilfe des BLAST-Algorithmus
(Altschul et al., 1990). Fiir die Artzuordnung der Paenibacillus Isolate wurde eine rpoB-
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Sequenzdatenbank mit 44 milchassoziierten Spezies inklusive 12 Typstimmen erstellt. Die
Daten dafiir wurden aus zuvor identifizierten Eigenisolaten und Typstimmen der DSMZ
gewonnen oder von NCBI bezogen. Grenzwerte fiir die Sequenziibereinstimmung zur
eindeutigen Identifikation liegen fiir die Spezies- und Gattungszuordnung mittels 16S rRNA-
Sequenzen bei 98,65 % und 95 % (Kim et al., 2014) und fiir die Speziesallokation mittels
rpoB-Sequenz bei 97 % (Adékambi et al., 2008). Alle potentiell neuen Arten und Gattungen
wurden entsprechend ihres Vorkommens, beginnend bei dem héufigsten Taxon, konsekutiv

nummeriert.

3.4  Stammtypisierung mittels RAPD-PCR

Um horizontale und vertikale (Rekontamination) Transmission von Bakterienstimmen
entlang der Produktionskette zu verifizieren, wurden Stammtypisierungen mittels randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD)-PCR durchgefiihrt. Diese beruht auf dem Einsatz
kurzer, unspezifischer Primer, die, abhidngig von der Gensequenz des vorliegenden Stammes,
an mehreren Stellen der Template-DNA binden. Die Amplifikationsprodukte werden bei der
Agarosegelelektrophorese zu stammspezifischen Bandenprofilen aufgetrennt (Williams et al.,

1990).

Fir die RAPD-PCR wurden zunidchst Zelllysate hergestellt (vgl. 3.3.2.1). Die DNA-
Konzentration wurde dann mittels NanoDrop® ND-1000 (Peqlab, Darmstadt, Deutschland)
spektrophotometrisch gemessen und auf 50 ng/uL eingestellt. Alle Isolate wurden in
unabhéngigen Reaktionen mit jeweils zwei Primern (Eurofins MWG Operon) amplifiziert, die

zu diskriminativen Bandenmustern fiihrten (Tabelle 3).

Tabelle 3 Oligonukleotide fiir die Stammtypisierung mittels RAPD-PCR.

Primername Sequenz [57-37] Annealing  Literatur fiir Gattung
N5 CGGCCACTGT 30 °C Nilsson et al. Bacillus

(1998) Paenibacillus
OPA7 GAAACGGGTG 32°C Lechner et al. Bacillus

(1998) Microbacterium
OPBI18 CCACAGCAGT 35°C Lechner et al. Bacillus

(1998) Microbacterium

Paenibacillus

Die Amplifikation wurde unter Verwendung des KAPA2G™ Robust Hot Start DNA
Polymerase Kits (Peqlab, Darmstadt) durchgefiihrt. Fiir jede Reaktion wurden 5,0 uL
5x Enhancer, 5,0 uL 5x Buffer A, 0,5 uL dNTPs (10 mM), 2,0 uL. Primer (50 uM), 12,3uLL
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MilliQ, 0,1 uL DNA-Polymerase und 1 uL des Zelllysates eingesetzt. Die PCR-Bedingungen
der sind in Tabelle 4 zusammengefast. Fiir jeden Stammvergleich wurde als Outgroup ein

Stamm der gleichen Spezies aus einer anderen Quelle mitgefiihrt.

Tabelle 4 Amplifikationsbedingungen der RAPD-PCR.

ZyKklusschritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 1
Denaturierung 94 °C 1 min

Annealing Tabelle 3 40 s 30
Elongation 72 °C 3 min

Finale Elongation 72 °C 8 min 1
Kiihlung 4°C o0 -

Visualisiert wurden die PCR-Produkte auf 2 % Agarosegelen nach Gelektrophorese bei 150 V

fiir 2 h in 0,5x TBE-Puffer. Die Auswertung der resultierenden Bandenmuster erfolgte visuell.

4 Analyse der bakteriellen Enzymaktivitit in ESL-Milch

Um das Potential der ESL-Milchmikrobiota fiir friihzeitigen, sensorischen Verderb zu
analysieren wurden zunichst Einzelisolate aus beiden Milchsorten auf ihre proteolytische und
lipolytische Aktivitidt gescreent und dann ganze Milchproben auf den Gehalt sensorisch

relevanter Proteolyseprodukte untersucht.

4.1 Agardiffusionsassay

Das Screening auf proteolytische wund lipolytische Aktivitit wurde mittels
Agardiffusionsassay durchgefithrt. Der Test ermoglicht eine Kategorisierung der
Enzymaktivitdt von Einzelisolaten und basiert auf der Bildung unterschiedlich grof3er, klarer
Hydrolysehofe bakterieller Proteasen oder Lipasen im sonst opaquen Medium (Willis, 1960;
Logan und Vos, 2015).

Aus Reinkulturen von 217 Endproduktisolaten aus 13 Chargen BF+PAST und 11 Chargen
MF+PAST Milch (vgl. 2.3.1) wurden Zellsuspensionen in 100 pL sterilem H2O hergestellt
und jeweils 15 uLL im Doppelansatz auf Casein- (Proteolyse) und Tributyrinagar (Lipolyse)
aufgetropft. Nach Inkubation bei 8°C fiir 14 Tage, wurde die proteolytische bzw. lipolytische
Aktivitdt der bakteriellen Enzyme als stark, mittel, schwach oder nicht vorhanden beurteilt

und kategorisiert.
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4.2  Quantifizierung von Bitterpeptiden mittels Fluorescaminassay

Um die proteolytische Aktivitit der Mikrobiota im Endprodukt zu erfassen wurde die
Konzentration sensorisch relevanter Hydrolyseprodukte, der pH 4,6-l6slichen Bitterpeptide
mittels Fluorescaminassay bestimmt (Beeby, 1980; Kocak und Zadow, 1985; Stoeckel et al.,
2016). Dabei reagiert Fluorescamin unter Bildung fluoreszierender Pyrolinone mit den
primidren Aminogruppen der Peptide und ermoglicht so deren fluorimetrische

Quantifizierung.

Insgesamt wurden die Peptidkonzentrationen in 163 Packungen aus drei BF+PAST und 12
MF+PAST Produktionen gemessen. Je Charge wurde eine Probe als Referenz direkt nach
Herstellung analysiert, alle anderen Packungen wurden zuvor bis zum Ablauf der Haltbarkeit
bei 8 °C gelagert. Um groflere Peptide und Proteine auszufillen wurden zunichst 25 mL ESL-
Milch mit 10 % Essigsdure auf pH 4.6 eingestellt und 20 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Das Prézipitat aus 4 mL Probe wurde dann 15 min bei 9.000 x g, RT abzentrifugiert
und 2 mL des Uberstands mit den sensorisch relevanten, pH 4,6-16slichen Bitterpeptiden
durch PVDF-Filter mit einer Porengréfle von 0,45 um (Pall GmbH, Dreieich, Deutschland)
weiter aufgereinigt. AnschlieBend wurden 20 pL des Permeats mit 600 pL Phosphatpuffer
(pH 8, 0,1 M) und 200 pL Fluorescamin (0,2 mg/mL in Aceton, Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland) homogenisiert, 200 pL der Mischung im Doppelansatz in 96-Well
Mikrotiterplatten (MTP; pClear® weil mit F-Boden, Greiner bio one GmbH, Kreismiinster,
Osterreich) transferiert und die Proben 20 min bei RT inkubiert. Die Messung erfolgte dann
im Fluorometer Victor2 (PerkinElmer Inc., Waltham, USA) bei einer Exzitation von 350 nm
und Emission von 460 nm. Fiir die Quantifizierung wurde eine Standardkurve des Dipeptids
Leu-Gly mit neun Datenpunkten von 0,2 bis 2,0 mmol/L angelegt und Phosphatpuffer als
Negativkontrolle eingesetzt. Die Geschmacksschwelle der pH 4,6-16slichen Peptide liegt bei
2 equiv. Tyr-Leu mmol/L (McKellar, 1981).

5 Charakterisierung bakterieller Taxa

Die Beschreibung potentiell neuer, bakterieller Taxa erfolgte entsprechend der Standards fiir
aerobe Sporenbildner nach Logan et al. (2009). Charakterisiert wurden dafiir neben dem
Phinotyp mit Morphologie, Physiologie und Biochemie, auch chemotaxonomische und
genetische Merkmale. Alle phédnotypischen Charakteristika wurden in zwei unabhidngigen,

biologischen Replikaten untersucht.
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5.1 Analyse morphologischer Merkmale

Zunichst wurde die Typstammmorphologie der potentiell neuen Taxa charakterisiert. Dafiir
wurden junge Kulturen nach 18 h bei 30°C auf CASO-Agar der Gram-Firbung (Reddy et al.,
2007) unterzogen und der Gram-Typ nach Gregersen (1978) mit 3 % KOH bestitigt. Fiir die
Beschreibung der Zellmorphologie wurden Ubernachtkulturen (UNK; 30°C, 18 h, 250 rpm)
in 50 mL TSB angesetzt. Die Bakterien wurden 10 min bei 9.000 x g, RT abzentrifugiert und
das Pellet mit 5mL Ringer-Losung gewaschen, bevor es in 100 uL Ringer-Losung
resuspendiert und die Zellen im Fluoreszenzmikroskop (BXS1RTF, Olympus GmbH,
Hamburg, Deutschland) mit 100-facher Vergroferung visualisiert wurden. Die Bildung von
Lagereinschliissen wurde nach Kultivierung auf Glucoseagar bei 30 °C iiber einen Zeitraum
von 5 d tiglich mikroskopisch iiberpriift (Logan und Vos, 2015) und die Motilitit der Zellen
in halbfestem TSA (TSB+0,3 % Agar-Agar) bei 30°C nach 3-7d bewertet. Fiir die
Beschreibung der Sporenmorphologie wurden die Stimme 2d bei 30°C auf
Sporulationsmedium kultiviert und im Phasenkontrastmikroskop (Laborlux S, Leitz, Wetzlar,
Deutschland) 100-fach vergrolert betrachtet. Die Beschreibung der makroskopischen
Koloniemorphologie erfolgte nach 3-tdgiger Inkubation bei 30 °C auf CASO-Agar.

5.2 Analysen physiologischer Merkmale

5.2.1 Analyse der Wachstumsbedingungen

Fiir die Beschreibung der Wachstumsbedingungen wurden zunichst die Toleranz gegeniiber
Temperatur, NaCl und pH untersucht. Die Temperaturminima der Stimme wurden dafiir bei
4,0 °C, 5,5 °C,8,0 °C und 9,0 °C getestet, die Temperaturoptima und -maxima bei 23 — 45 °C
in 2 °C-Schritten, die NaCl-Toleranz bei 0,5 % sowie von 1,0 - 6,0 % in 1,0 %-Schritten und
die pH-Toleranz bei pH4,5- 9,0 in Schritten von 0,5. Alle Versuche wurden in TSB
durchgefiihrt, wobei die entsprechenden Salzkonzentrationen und pH-Bedingungen mit NaCl
bzw. mit Hilfe des Puffersystem von Xu et al. (2005) eingestellt wurden. Charakterisiert
wurden alle acht Stimme der potentiell neuen Taxa, sowie die sechs Referenzstimme der

Speziesbeschreibung.

Fiir standardisierte Versuchsbedingungen wurden zunichst Reinigungsausstriche auf CASO-
Agar angefertigt und bei 30°C 3d inkubiert. UNK (30°C, 24,0 h+0,5) aus diesen
Ausstrichen wurden dann, entsprechend ihrer Wachstumsgeschwindigkeit entweder 1:1000
(Paenibacillus sp. nov. und Referenzen) oder 1:500 (Gen. nov. sp. nov. und Referenzen)

verdiinnt und im Doppel- (pH und NaCl) oder Dreifachansatz (Temperatur) in die
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Wachstumsversuche eingesetzt. Zundchst wurden die Optima im Wachstumskurvenleser
Bioscreen C (Oy Growth Curves AB Ltd., Helsinki, Finnland) bestimmt. Je Vertiefung der
100-Well Platte wurden dafiir 200 pL der verdiinnten Kultur eingesetzt. Die Entwicklung der
ODeoo (optische Dichte bei 600 nm) wurde dann nach 3 min Aufheizphase iiber 48 h unter
kontinuierlichem Schiitteln in Intervallen von 20 min gemessen und aufgezeichnet. Als
Temperatur flir alle pH- und NaCl-Versuche wurde entsprechend dem Wachstumsoptimum
30 °C gewdhlt. Die Wachstumsgrenzen wurden in Réhrchen verifiziert. Eine Auswertung des
Keimwachstums erfolgte hierfiir visuell nach 7d bei 30°C, bzw. nach 21d fiir das

Temperaturminimum und nach 3 d fiir das Temperaturmaximum.

5.2.2 Analyse des anaeroben Wachstums

Das Wachstum unter anaeroben Bedingungen wurde mit Hilfe von Anaerocult A (Merck
KGaA) entsprechend der Herstellerangaben untersucht. Die Kultivierung erfolgte dafiir bei
30 °C auf CASO-Agar (P. aestuarii auf R2A) und wurde nach 7 d ausgewertet. Der Test auf
Cytochromoxidase als Schliisselenzym der Atmungskette erfolgte mittels Baccident®
Oxidase-Teststreifen (Merck KGaA) nach Anweisungen des Herstellers. Die Katalaseaktivitit
zur Hydrolyse reaktiver Produkte des aeroben Metabolismus wurde mit Hilfe von
3 % H202 (v/v) nachgewiesen (Reddy et al., 2007). Die Versuche erfolgten mit allen

17 Stammen dieser Studie.

5.3  Analysen biochemischer Merkmale

Zur Analyse biochemischer Charakteristika wurde neben der Substratverwertung unter
Saurebildung auch die Aktivitit verschiedener Enzyme und die Bildung spezieller
Stoffwechselprodukte untersucht. Dafiir wurden Einzeltests auf Indikatormedien sowie das
miniaturisierte Testsystem API 20 E (bioMérieux GmbH, Niirtingen, Deutschland) und
Versuche entsprechend API 50 CHB/E (bioMérieux GmbH) eingesetzt. Charakterisiert
wurden neben den acht Stimmen der potentiell neuen Taxa auch die sechs Referenzstimme

der Speziesbeschreibung.

Die Hydrolyse von Casein und Stirke wurde nach Reddy e al. (2007) auf Casein- bzw.
Starkemedium nach Kultivierung bei 30 °C untersucht. Positiv gewertet wurden die Bildung
eines klaren Hydrolysehofs im opaquen Medium nach 14d bzw. die ausbleibende
Schwarzfarbung bei Zugabe von 1 mL Lugolscher Losung nach 5 d Inkubation. Fiir den Test
auf Nitratreduktion wurden UNK (30 °C, 48 h) in 5 mL halbfestem Nitratagar angesetzt.
Jeweils 1 mL der Kultur wurden dann in ein neues RG tiberfiihrt und entsprechend API 20 NE
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(bioMérieux GmbH) mit den Reagenzien Nitl, Nit2 und Zinkpulver versetzt. Nachgewiesen
wurde die Nitratreduktion dabei durch Rotfirbung des Mediums oder Blasenbildung, die
innerhalb 5 min nach Auftropfen von Nitl und Nit2 erfolgten und die ausbleibende

Rotfarbung bei anschlieBender Zinkzugabe.

5.3.1 Testsystem API 20 E

Das Testsystem API20 E wurde zur Analyse der Enzymaktivitit von B-Galactosidase,
Urease, Gelatinase, Arginin-Dihydrolase, Lysin-Decarboxylase, Ornithin-Decarboxylase und
Tryptophan-Desaminase herangezogen. Auflerdem wurden damit die Bildung von Indol, H2S
und Acetoin in der Voges-Proskauer Reaktion, sowie die Metabolisierung von Citrat
untersucht. Zundchst wurden alle Stimme bei 30 °C, 3d auf CASO-Agar kultiviert. Die
Reaktionen fakultativ anaerobe Stimme wurden dann nach Herstellerangaben getestet, wobei
lediglich die Inkubationsbedingungen auf 30 °C und 72 h angepasst wurden. Fiir Stimme mit
obligat aerobem Wachstum wurden die Reagenzien im Teststreifen zundchst mit der
Kultursuspension geldst und anschlieBend vollstindig in MTP transferiert. Die Vertiefungen
wurden dann, ohne die Reaktionen mit Paraffindl zu iiberschichten, mit Breathe-Easy Folien
(Diversified Biotech Inc., Dedham, USA) versiegelt und vor Auswertung bei RT und 250 rpm
3 d inkubiert.

5.3.2 Analyse der Siurebildung aus Kohlenhydraten

Die Verwertung von 47 Kohlenhydraten unter Sdurebildung wurde unter Verwendung des
API 50 CHB/E in MTP untersucht. Dafiir wurden in destilliertem H2O sterilfiltrierte
Losungen der Substrate hergestellt, wobei Auswahl und Konzentrationen der Kohlenhydrate
den ersten 47 Kohlenhydraten des API 50 entsprachen und lediglich Amidon durch Harnstoff
(15,2 mg/mL) ersetzt wurde. Alle Stimme wurden auf CASO-Agar bei 30 °C 3 d angezogen
und entsprechend der Herstellerangaben in API 50 CHB/E-Medium suspendiert. Jeweils
100 pL der 47 Zucker, sowie einer Negativkontrolle (100 uL. H2O) wurden in MTP vorgelegt
und mit 100 uL. der Bakteriensuspension homogenisiert. Die Platten wurden dann mit
Breathe-Easy Folien versiegelt und bei RT und 250 rpm 7 d inkubiert. Ein Farbumschlag des
Indikators von Rot nach Gelb zeigte eine positive Reaktion an. Eine Auswertung erfolgte

taglich, im Ergebnisteil angegeben sind die Resultate nach 7 d.

5.4  Analysen chemotaxonomischer Merkmale

Alle chemotaxonomischen Merkmale, die Peptidoglykanstruktur, respiratorische Chinone,

polare Lipide und zelluldre Fettsduren, wurden vom Identifizierungsdienst der Deutschen
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Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland)
durchgefiihrt. Neben frischen Kulturen wurde dafiir auch gefriergetrocknetes Zellmaterial
benotigt. Zu diesem Zweck wurden jeweils 4 L Kultur (TSB, 30 °C, 48 h, 200 rpm) 10 min
bei 9.000 x g, RT abzentrifugiert und lyophilisiert.

5.4.1 Analyse des Peptidoglykans

Fiir die Analyse der diagnostischen Diaminosidure wurden jeweils 5 mg gefriergetrockneter
Zellen der Typstamme beider potentiell neuer Taxa in 4 N HCI bei 100 °C fiir 16 h der
Totalhydrolyse unterzogen. Die Hydrolysate wurden dann im Ldsungsmittelsystem nach
Rhuland et al. (1955) mittels Diinnschichtchromatographie (DC) aufgetrennt und die
vorhandenen Isomere der Diaminopimelinsdure (Dpm) identifiziert. Die detektierten Dpm

erlauben Riickschliisse auf die Mureinstruktur des vorliegenden Taxons (Schumann, 2011).

5.4.2 Analyse respiratorischer Chinone

Fiir die Analyse respiratorischer Chinone wurden diese zunidchst in einem zweistufigen
Ansatz aus 100 mg gefriergetrocknetem Zellmaterial der Typstimme beider potentiell neuer
Taxa extrahiert (Tindall, 1990a; b). Die Extraktion erfolgte dabei zunédchst mittels Methanol:
Hexan (2:1, v/v) aus den Zellen und im Verlauf der Phasenseparation weiter in die
Hexanphase. AnschlieBend wurden die Lipochinone mittels Diinnschichtchromatographie
(DC) aufgetrennt und die unterschiedlichen Chinonklassen anhand einer HPLC-Analyse

identifiziert.

5.4.3 Analyse polarer Lipide

Die polaren Lipide der Typstimme beider potentiell neuen Taxa wurden zundchst aus 100 mg
gefriergetrocknetem Zellmaterial extrahiert. Dafiir wurden die Zellen in einem modifizierten
Protokoll nach Bligh und Dyer (1959) iiber Nacht mit 1:2:0,8 Chloroform: Methanol: 0,3 %
wiassriger NaCl-Losung (v/v/v) behandelt. Zelltriimmer wurden abzentrifugiert und die
polaren Lipide anschlieBend aus der Chloroformphase gewonnen. Nach Auftrennung in
zweidimensionaler DC wurden die polaren Lipide abschlieBend unter FEinsatz von
Molybdatophosphorsdure und Reagenzien zur spezifischen Detektion verschiedener,

funktioneller Gruppen identifiziert (Tindall et al., 2007).

5.4.4 Analyse zellulirer Fettsduren

Die Zusammensetzung der zelluldren Fettsduren wurde fiir die Typstimme der potentiell

neuen Taxa und alle acht Referenzspezies mit Hilfe des Sherlock Microbial Identification
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Systems (MIS, MIDI Inc., Newark, USA) analysiert. Dafiir wurden aus 40 mg
Bakterienkultur die Methylester aller Fettsduren gewonnen (Miller, 1982; Kuykendall et al.,
1988) und diese gaschromatographisch aufgetrennt. Die resultierenden Peaks wurden dann
automatisch integriert und alle zelluldren Fettsduren sowie deren Anteile am Gesamtprofil mit

Hilfe der MIS Standard Software ausgewertet (Kampfer und Kroppenstedt, 1996).

5.5 Phylogenetische Analysen anhand der 16S rRNA

Eine phylogenetische Einordnung der potentiell neuen Taxa erfolgte mit Hilfe der 16S rRNA
Sequenzen. Fiir die Erstellung einer fast vollstindigen 16S rRNA Sequenz wurden dafiir
zunédchst Sequenzierungsdaten der Primer 16S 519 for und 16S 907 rev (vgl. 3.3.2.4)
gewonnen und anschlieBend durch ein Alignment der iiberlappenden Regionen zu einer
Gesamtsequenz kombiniert. Zusitzlich wurden Vergleichssequenzen valide beschriebener
Typstimme (Euzéby, 1997; Parte, 2014) von NCBI bezogen. Ein Alignment aller 16S rRNA
Sequenzen wurde mittels ClustalW (Sievers et al., 2011) erstellt und zur Berechnung des
Maximum-Likelihood-Baums, basierend auf dem Tamura-Nei-Modell herangezogen (Hall,

2013). Beide Programme sind in MEGA Version 6 (Tamura et al., 2013) eingebettet.

6 Statistische Analysen

Statische Analysen wurden in dieser Arbeit vor allem fiir Korrelationsanalysen, aber auch zur
Bestimmung des saisonalen Einflusses auf die Keimzahlen eingesetzt. Alle statistischen
Analysen wurden unter Verwendung von R V3.2.1 durchgefiihrt. Signifikante Ergebnisse
lagen bei p<0,05, hochsignifikante Ergebnisse bei p<0,01 vor.

Um den jahreszeitlichen Einfluss auf die Prdvalenz mesophiler und psychrotoleranter
Sporenbildner sowie high G+C Gram-positiver Bakterien in Rohmilch zu bewerten, wurden
die Keimzahlen aller Monate mittels Kruskal-Wallis-Test auf Unterschiede in der zentralen
Tendenz untersucht. Ein paarweiser Vergleich der Monate wurde dann mit Hilfe des
Wilcoxon Rank-Sum-Tests durchgefiihrt. Fiir die Analyse des Zusammenhangs zwischen
Zahlen psychrotoleranter und mesophiler Sporenbildnern in Rohmilch, wurden beide
Datensets zundchst mit dem Shapiro-Wilk-Test auf ihre statistische Verteilung tliberpriift. Da
keine Normalverteilung vorlag, wurden Stirke und Signifikanz der Korrelation nach dem
Spearman Rangkorrelationskoeffizienten analysiert. Der Chi-Quadrat-Test von Pearson wurde
zur Uberpriifung der Korrelation zwischen (i) der Mikrobiota von ESL-Milch und den GKZ
bei Ablauf der Haltbarkeit (<6,0 log KbE/mL vs. >6,0 KbE/mL) und (ii) dem Auftreten

verschiedener Spezies psychrotoleranter Sporenbildner in Roh- und ESL-Milch angewandt.
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ERGEBNISSE

1 Mikrobiota von Rohmilch

High G+C Gram-positive Bakterien und Sporenbildner stellen die hitzeresistente Mikrobiota
in Rohmilch dar. Da sie die Pasteurisierung tiberdauern kdnnen, bedeuten sie ein potentielles
Risiko fiir die Haltbarkeit von ESL-Milch. Um die Ausgangssituation in der Rohware zu

bewerten wurde die Prévalenz und Biodiversitit beider Keimgruppen in Rohmilch analysiert.
1.1 High G+C Gram-positive Bakterien in Rohmilch

1.1.1  Privalenz High G+C Gram-positiver Keime in Rohmilch

Insgesamt wurden 197 Rohmilchproben aus den Stapeltanks von acht Molkereien auf ihren
Gehalt an High G+C Gram-positiven Bakterien untersucht. Die Keimzahlen dabei lagen bei
durchschnittlich 3,9 log KbE/mL, wobei zwischen den einzelnen Proben grofle
Schwankungen auftraten. Die Werte bewegten sich zwischen <1,0 und 4,6 log KbE/mL und
einige extreme Ausreifler erreichten bis zu 5,7 log KbE/mL. Um saisonale Einfliisse auf das
Vorkommen High G+C Gram-positiver Bakterien zu erfassen, wurde ihre Privalenz iiber den

Verlauf eines ganzen Jahres beobachtet (Abbildung 5).
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Abbildung S Saisonaler Einfluss auf die Pravalenz von High G+C Gram-positiven Bakterien in Rohmilch aus
Molkereistapeltanks. Whisker: milde Ausreiler; offene Kreise: extreme Ausreiler; ——Verlauf des
geometrischen Mittels; * p<0.05.
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Insgesamt wurde dabei jedoch kein Trend ausgemacht und der Median schwankte neben
einem Ausreiller von 4,6 log KbE/mL im Februar, zuféllig zwischen 3,1 und 3,9 log KbE/mL.
Signifikante Unterschiede lagen lediglich zwischen Mérz und Juli, den Monaten mit den

geringsten Keimzahlschwankungen sowie zwischen Mérz und Februar vor (p<0,05).

1.1.2  Biodiversitit High G+C Gram-positiver Keime in Rohmilch

Fiir die Bestimmung der Biodiversitdt High G+C Gram-positiver Keime in Rohmilch wurden
insgesamt 330 Isolate aus elf Rohmilchproben von vier Herstellern isoliert und mittels FTIR-

Spektroskopie identifiziert.

Neben 318 High G+C Gram-positiven Keimen wurden dabei 12 Bakterien anderer
taxonomischer Gruppen isoliert, die nicht in die Auswertung miteinbezogen wurden. Zwei
dieser Isolate gehorten den hitzesensitiven Gattungen Moraxella und Staphylococcus an und
stammten aus Rekontaminationen. Neun weitere Isolate wurden den Milchsdurebakterien
(Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Vagococcus) und ein Isolat der Gattung Bacillus
zugeordnet. Mit 12 Gattungen lag in Rohmilch eine recht geringe Diversitit High G+C Gram-
positiver Keime vor (Tabelle 5).

Tabelle 5 Quantitative Zusammensetzung der High G+C Gram-positiven Bakterien in elf Rohmilchproben aus
den Stapeltanks von vier Molkereien auf Gattungsebene (n=318).

Gattung Anteil der Isolate
1 Microbacterium 87,7 %
2 Clavibacter 2,8 %
3 Rathayibacter 1,9 %
4 Kocuria 1,6 %
5 Curtobacterium 0,9 %
6  Leifsonia 0,9 %
7  Arthrobacter 0,6 %
8  Brachybacterium 0,6 %
9  Corynebacterium 0,6 %
10  Micrococcus 0,6 %
11 Agreia 0,3 %
12 Cellulomonas 0,3 %
13 Cellulosimicrobium 0,3 %
14 Plantibacter 0,3 %
15 Pseudoclavibacter 0,3 %
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Auftillig dabei war die klare Dominanz einer einzigen Gattung. Fast 90 % aller Isolate
gehorten dem Genus Microbacterium an. Daneben traten lediglich Clavibacter (9 Isolate),
Rathayibacter (6 Isolate), und Kocuria (5 Isolate) mit Haufigkeiten {iber 1 % auf. Die iibrigen
elf Gattungen waren jeweils nur mit einem bis drei Isolaten vertreten, somit extrem selten und
machten zusammen lediglich 6 % der Stichprobe aus. Die eindeutige Identifizierung auf
Speziesebene mittels FTIR-Spektroskopie war nur bei 38 % der Isolate moglich. Ganze
115 davon gehorten der Art Microbacterium lacticum an, die somit den wichtigsten Vertreter

High G+C Gram-positiver Bakterien in Rohmilch darstellte.
1.2 Sporenbildner in Rohmilch

1.2.1  Privalenz mesophiler und psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch

Zur Erfassung der Zahlen mesophiler und psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch
wurden insgesamt 360 Proben aus den Stapeltanks von zehn Molkereien auf ihren Gehalt hin

untersucht.

Da die Konzentration psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch unterhalb der
Detektionsgrenze herkoémmlicher Methoden liegt, wurden ihre Zahlen mit Hilfe eines
Anreicherungsverfahrens, der MPN Technik, bei 6 °C bestimmt. Zur Methodenoptimierung
sollte zunédchst die Inkubationsdauer ermittelt werden, die Auskeimen und Proliferation und
somit die Detektion aller vorhandener, psychrotoleranter Sporen ermdoglicht. Dafiir wurden
die MPN von 35 Rohmilchproben jeweils nach 10, 14, 21 und 28 d bei 6 °C verglichen
(Abbildung 6). Wiahrend nach 10-tigiger Inkubation nur geringe Sporenzahlen detektiert
wurden (0,04 MPN/mL), stiegen sie nach 14 d bereits hochsignifikant auf durchschnittlich
0,23 MPN/mL an (p<0,01). Eine weitere, hochsignifikante Zunahme der detektierten
Sporenzahl erfolgte bei einer Inkubationszeit von 21 Tagen (p<0,01). Durchschnittlich lag der
Sporengehalt hier bei 0,50 MPN/mL. Eine noch lédngere Inkubation (28 Tage) dagegen zeigte
keine Verbesserung des Detektionsgrades (Daten nicht gezeigt, p>0.05). Alle folgenden
Anreicherungen zur Keimzahlbestimmung oder Isolation psychrotoleranter Sporenbildner

wurden daher 21 Tage bei 6 °C inkubiert.
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Abbildung 6 Keimzahlen psychrotoleranter Sporenbildner in 35 Rohmilchproben aus Molkereistapeltanks nach
10, 14 und 21 Tagen Inkubation bei 6 °C. ** p<0,01.

Insgesamt wurden 360 Rohmilchproben auf ihren Sporengehalt untersucht. Die Zahlen
psychrotoleranter Sporenbildner hierbei waren extrem gering und lagen bei lediglich
0,57+0,80 MPN/mL. Dabei wurde eine enorme Spanne von weniger als 0,02 MPN/mL bis hin
zu 3,50 MPN/mL detektiert, zwei Ausreiller enthielten sogar 9,00 bzw. 16,00 Sporen je mL.
Die Werte mesophiler Sporenbildner lagen mit einer Streuung von <10 bis 900 KbE/mL und
einem Mittelwert von 90+80 KbE/mL um den Faktor 150 hdher.

Eine indirekte Bestimmung psychrotoleranter Sporenzahlen iiber den Gehalt an mesophilen
Sporen wire aufgrund der wesentlich kiirzeren Analysendauer eine grofle Erleichterung fiir
die Betriebe. Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse sind in Abbildung 7 dargestellt. Wie im
Dotplot zu erkennen, bestand lediglich ein minimaler, positiver Zusammenhang (rs=0,2;
p<0,01). Eine Probe mit 50 mesophilen Sporen je mL enthielt im gleichen Volumen zwischen
0,02 und 2,20 psychrotolerante Sporen. Aufgrund dieser enormen Schwankungen ist es nicht
moglich den Zusammenhang zwischen mesophilen und psychrotoleranten Sporenbildnern zu
quantifizieren und der Gehalt an mesophilen Sporen kann nicht als Marker fiir die Zahl der

psychrotoleranten Sporen herangezogen werden.
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Abbildung 7 Korrelationsanalyse der Keimzahlen mesophiler und psychrotoleranter Sporenbildner in
334 Rohmilchproben aus Molkereistapeltanks. rs=0,2; p<0,01.

Binnen zwei voller Jahre wurden saisonale Einfliisse auf die Sporenzahlen beobachtet. Jeden
Monat wurden dafiir durchschnittlich 15 Rohmilchproben auf ihren Gehalt an mesophilen und
psychrotoleranten Sporen untersucht (Abbildung 8). Folgt man den Zahlen psychrotoleranter
Sporen so féllt auf, dass im Sommer und friihen Herbst deutlich geringere Konzentrationen
vorlagen als im Rest des Jahres. Wéhrend von Februar bis April 0,5 bis 0,6 Sporen/mL
detektiert wurden, erreichte der Median der Zweijahreserhebung von Juli bis September
lediglich 0,1 MPN/mL und damit nur ein Fiinftel der Friihjahrswerte. Dieser Trend wurde in
beiden Analysenjahren bestdtigt. Vor allem im August und September war die Abnahme des
Sporengehalts im Vergleich zu den Winter- und Friihjahrswerten (Dezember, Januar, Mérz)
signifikant (p<0,05). Neben den Konzentrationen fielen fiir die psychrotoleranten Sporen im
Sommer auch die Abweichungen zwischen den einzelnen Proben wesentlich geringer aus. Im
Gegensatz dazu zeigten die Zahlen mesophiler Sporenbildner aus den gleichen
Rohmilchproben sowohl in den Mittelwerten als auch in der Streuung keine Saisonalitit. Die

Mediane aus beiden Jahren schwankten hier im Jahresverlauf zufillig zwischen 50 und

95 KbE/mL (p>0,05).
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Abbildung 8 Saisonaler Einfluss auf die Privalenz psychrotoleranter (A) und mesophiler (B) Sporenbildner in
Rohmilch aus Molkereistapeltanks. Boxplot aus allen Werten der Zweijahreserhebung von Februar 2014 bis

Januar 2017. Whisker: milde Ausreiler; offene Kreise: extreme Ausreiler; ———Verlauf des geometrischen
Mittels in Jahr 1; Verlauf des geometrischen Mittels in Jahr 2; * p<0,05; ** p<0,01; modifiziert nach Doll et
al. (2017).

1.2.2  Biodiversitit psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch

Um einen Einblick in die Diversitit psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch zu
bekommen, wurden insgesamt 2791 Isolate mit Hilfe von FTIR-Spektroskopie und
938 reprasentative Isolate weiter anhand ihrer 16S rRNA und rpoB Sequenzen identifiziert.
28 Rohmilchproben aus den Stapeltanks von neun Molkereien wurden hierfiir analysiert.

Insgesamt lag dabei mit 56 Spezies aus 12 Gattungen eine enorme Biodiversitdt vor.

Die mit Abstand hiufigste Gattung war Paenibacillus. Mit mehr als 2300 Isolaten machte sie
ganze 84 % aus und stellte damit fast die gesamte Stichprobe. Neben der hohen Privalenz
wies Paenibacillus auch die breiteste Diversitit auf. 31 verschiedene Spezies wurden diesem
Genus zugeordnet. Quantitativ relevant war daneben nur Bacillus, der 10 % aller Isolate
ausmachte und durch neun Arten vertreten war. Die {ibrigen zehn Gattungen, darunter auch
drei bisher nicht beschriebene, reprisentierten zusammengenommen lediglich 6 % der
Stichprobe. AuBer Sporosarcina (2,8 %) und Virgibacillus (0,6 %), die eine Diversitit von
sechs und zwei verschiedenen Spezies aufwiesen, waren alle dieser seltenen Gattungen mit

nur einer einzigen Art vertreten.
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Tabelle 6 Biodiversitit psychrotoleranter Sporenbildner in 28 Rohmilchproben aus den Stapeltanks von neun
Molkereien auf Gattungsebene (n=2791).

Genus Anteil Isolate Anzahl Arten
1 Paenibacillus 84,09 % 31
2 Bacillus 9,92 % 9
3 Sporosarcina 2,83 % 6
4 Viridibacillus 1,25 % 1
5 Lysinibacillus 0,68 % 1
6 Virgibacillus 0,61 % 2
7 Gen. nov. 1 0,32 % 1
8 Filibacter 0,11 % 1
9  Gen.nov.2 0,07 % 1
10 Cohnella 0,04 % 1
11 Gen. nov. 3 0,04 % 1
12 Psychrobacillus 0,04 % 1

Die 2791 Rohmilchisolate gehorten 56 verschiedenen Spezies an, die in Tabelle 7 aufgelistet
sind. Fiir einige Arten war dabei aufgrund der hohen Ubereinstimmungen von 16S rRNA und
rpoB Sequenzen keine eindeutige Identifizierung moglich, sodass mehrere Ergebnisse als
Speziesgruppen angegeben werden. Insgesamt wurde die Mikrobiota von einigen wenigen
Arten dominiert, wihrend ein Grofiteil der Spezies sehr selten auftrat. Der mit Abstand
dominanteste Vertreter psychrotoleranter Sporenbildner war dabei die Gruppe Paenibacillus
amylolyticus/xylanexedens. Sie alleine machte mit 1320 Isolaten bereits fast die Hélfte der
gesamten Stichprobe aus. Weitere, hdufige Arten waren Paenibacillus odorifer (9,2 %),
Paenibacillus taichungensis/tundrae (7,2 %), Paenibacillus sp.nov. 1 (6,8 %) und Bacillus
pumilus/safensis (6,2 %). Die tibrigen 51 Spezies traten mit Anteilen von lediglich <0,1 bis
3,2 % auf und die 30 seltensten Arten, die jeweils nur mit ein bis vier Isolaten vertreten
waren, entsprachen zusammen 1,7 % der Isolate. Auch Bacillus weihenstephanensis/
mycoides, der als wichtiger psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch gilt, wurde lediglich

17 Mal isoliert.
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Tabelle 7 Biodiversitit psychrotoleranter Sporenbildner in 28 Rohmilchproben aus den Stapeltanks von neun
Molkereien auf Speziesebene (n=2791).

Spezies Anteil Isolate

1 Paenibacillus amylolyticus/xylanexedens 47,29 %

2 Paenibacillus odorifer 9,21 %

3 Paenibacillus taichungensis/tundrae 7,20 %

4 Paenibacillus sp. nov. 1 6,81 %

5 Bacillus pumilus/safensis 6,16 %

6 Paenibacillus taohuashanense 3,22 %

7 Paenibacillus sp. nov. 2 3,19 %

8 Paenibacillus anaericanus 3,08 %

9 Bacillus simplex 2,40 %
10 Viridibacillus arenosi/arvi 1,25 %
11 Sporosarcina globispora/psychrophila 1,22 %
12 Sporosarcina newyorkensis 1,22 %
13 Paenibacillus sp. nov. 3 0,79 %
14 Lysinibacillus parviboronicapiens 0,68 %
15 Bacillus mycoides/weihenstephanensis 0,61 %
16 Paenibacillus terrae 0,61 %
17 Virgibacillus sp. nov. 0,57 %
18 Paenibacillus xylanilyticus 0,54 %
19 Paenibacillus sp. nov. 4 0,47 %
20 Paenibacillus lautus 0,36 %
21 Gen. nov. 1 sp. nov. 0,32 %
22 Bacillus subtilis 0,25 %
23 Paenibacillus sp. nov. 5 0,25 %
24 Bacillus plakoritidis 0,21 %
25 Paenibacillus sp. nov. 6 0,21 %
26 Sporosarcina sp. nov. 1 0,21 %
27 Bacillus licheniformis 0,14 %
28 Filibacter limicola 0,11 %
29 Paenibacillus sp. nov. 7 0,11 %
30 Bacillus psychrosaccharolyticus 0,07 %
31 Gen. nov. 2 sp. nov. 0,07 %
32 Paenibacillus borealis 0,07 %
33 Paenibacillus castaneae 0,07 %
34 Paenibacillus oceanisediminis 0,07 %
35 Paenibacillus sp. nov. § 0,07 %
36 Paenibacillus tibetensis 0,07 %
37 Sporosarcina sp. nov. 2 0,07 %
38 Sporosarcina ureae 0,07 %
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Fortsetzung Tabelle 3
Spezies Anteil Isolate
39 Bacillus drentenis 0,04 %
40 Bacillus oleronius 0,04 %
41 Cohnella sp. nov. 0,04 %
42 Gen. nov. 3 sp. nov. 0,04 %
43 Paenibacillus barcinonensis 0,04 %
44 Paenibacillus dongdonensis 0,04 %
45 Paenibacillus graminis 0,04 %
46 Paenibacillus illinoisensis 0,04 %
47 Paenibacillus lactis 0,04 %
48 Paenibacillus sp. nov. 9 0,04 %
49 Paenibacillus sp. nov. 10 0,04 %
50 Paenibacillus sp. nov. 11 0,04 %
51 Paenibacillus sp. nov. 12 0,04 %
52 Paenibacillus sp. nov. 13 0,04 %
53 Paenibacillus sp. nov. 14 0,04 %
54 Psychrobacillus sp. nov. 0,04 %
55 Sporosarcina luteola 0,04 %
56 Virgibacillus sp. nov. 2 0,04 %

Beachtlich war die grofle Zahl an Stimmen, die keinen beschriebenen Arten und Gattungen
zugeordnet werden konnten. Bei ganzen 13,5 % aller Isolate lag die Ubereinstimmung der
16S rRNA Sequenz unterhalb der Spezies- bzw. Genusgrenzen (98,65 %, bzw. 95,00 % nach
Kim et al. (2014)). Insgesamt wurden ganze 20 neue Spezies und sogar drei neue Gattungen
ausgemacht (Tabelle 8). Die drei neuen Genera, die jeweils nur durch eine Spezies vertreten
waren, gehdrten zu den seltenen Taxa und machten zusammen nur 0,4 % der Stichprobe aus.
Von der hdufigsten Gattung Gen. nov. 1, wurden jedoch sieben Isolate aus vier unabhdngigen
Proben von drei Herstellern gewonnen. Sie wurde deshalb flir die Neubeschreibung im
Rahmen dieser Arbeit ausgewéhlt. Der am néchsten verwandte Genus war Paenibacillus mit
der Art Paenibacillus aestuarii, wobei die Sequenziibereinstimmung der sieben Isolate zum
Typstamm von 94,9 % bis 95,3 % reichte. Zwei weitere, neue Gattungen wurden jeweils aus
lediglich einer einzigen Rohmilchprobe gewonnen. Phylogenetisch gehoren auch sie zu den

Paenibacillaceae. Ihre nachsten Verwandten sind Paenibacillus und Gorillibacterium.
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Tabelle 8 Neue Spezies und Gattungen psychrotoleranter Sporenbildner in 28 Rohmilchproben aus den
Stapeltanks von neun Molkereien. Identity: Ubereinstimmung der 16S rRNA Sequenz, Mittelwert aus allen
Isolaten; * phylogenetische Einordnung anhand der rpoB Sequenz.

Phylogenetische Einordnung

Neues Taxon iA nteil Identit
solate Bester Hit y

[ %]
Paenibacillus sp. nov. 1 6,81 % Paenibacillus borealis 98,27
Paenibacillus sp. nov. 2 3,19 % Paenibacillus peoriae™ 91,00
Paenibacillus sp. nov. 3 0,79 % Paenibacillus odorifer* 83,00
Virgibacillus sp. nov. 1 0,57 % Virgibacillus halotolerans 97,69
Paenibacillus sp. nov. 4 0,47 % Paenibacillus turicensis 98,25
Paenibacillus sp. nov. 5 0,25 % Paenibacillus tibetensis 98,22
Paenibacillus sp. nov. 6 0,21 % Paenibacillus doosanensis 97,50
Sporosarcina sp. nov. 1 0,21 % Sporosarcina globispora 98,15
Paenibacillus sp. nov. 7 0,11 % Paenibacillus donghaensis 98,20
Paenibacillus sp. nov. 8 0,07 % Paenibacillus odorifer 97,92
Sporosarcina sp. nov. 2 0,07 % Sporosarcina aquimarina 98,52
Cohnella sp. nov. 0,04 % Cohnella arctica 97,08
Paenibacillus sp. nov. 9 0,04 % Paenibacillus anaericanus 98,50
Paenibacillus sp. nov. 10 0,04 % Paenibacillus anaericanus 98,56
Paenibacillus sp. nov. 11 0,04 % Paenibacillus harenae 95,92
Paenibacillus sp. nov. 12 0,04 % Paenibacillus odorifer 98,21
Paenibacillus sp. nov. 13 0,04 % Paenibacillus tibetensis 98,05
Paenibacillus sp. nov. 14 0,04 % Paenibacillus tibetensis 98,44
Psychrobacillus sp. nov. 0,04 % Psychrobacillus psychrodurans 98,25
Virgibacillus sp. nov. 2 0,04 % Virgibacillus carmonensis 98,49
Gen. nov. 1 0,32 % Paenibacillus aestuarii 95,21
Gen. nov. 2 0,07 % Paenibacillus vulneris 93,81
Gen. nov. 3 0,04 % Gorillibacterium massiliense 92,91

Die zwanzig neuen Spezies machten mit 13,1 % einen wesentlich groBeren Anteil der
Rohmilchisolate aus. Thre Mehrheit gehorte der Gattung Paenibacillus an, die mit ganzen
15 verschiedenen, unbeschriebenen Spezies vertreten war. Jeweils zwei neue Spezies wurden
den Gattungen Virgibacillus und Sporosarcina zugeordnet und mit jeweils einer neuen Art
waren Cohnella und Psychrobacillus vertreten. Technologische Relevanz kam dabei vor
allem Paenibacillus sp. nov. 1 zu, der mit 6,8 % die viertdominanteste Art psychrotoleranter
Sporenbildner in Rohmilch darstellte und aus 25 der 28 untersuchten Rohmilchproben isoliert
wurde. Sie wurde auch fiir eine Neubeschreibung im Rahmen dieser Arbeit ausgewdhlt.

Daneben spielte nur Paenibacillus sp. nov. 2 mit 3,2 % quantitativ eine Rolle, alle anderen
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neuen Arten machten jeweils lediglich <1 % der Isolate aus. Im Gegensatz zu den anderen
neuen Spezies, beruht die taxonomische Abgrenzung der Arten Paenibacillus sp. nov. 2 und
Paenibacillus sp. nov. 3 auf ihrer rpoB Sequenz. Wihrend die 16S rDNA eine hohe
Ubereinstimmung mit den Typstammsequenzen der Arten P. amylolyticus/xylanexedens bzw.
Paenibacillus peoriae aufwies (99,3 % und 99,5 %), machten die grolen Diskrepanzen der

rpoB Sequenz (9 % und 17 %) eine Speziesabgrenzung unbedingt erforderlich.

2 Mikrobiota von baktofugierter ESL-Milch

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Mikrobiologie von BF+PAST Milch analysiert. Neben
Qualitdt und Haltbarkeit der Endprodukte wurde auch die Prozesseffizienz im Hinblick auf
die Keimabtrennung ermittelt. AbschlieBend wurden Eintragsrouten verderbsinduzierender

Mikroorganismen untersucht.

2.1 Mikrobielle Qualitit baktofugierter ESL-Milch bei Ablauf der Mindesthaltbarkeit

Um zunéchst einen Einblick in die mikrobielle Qualitdit von BF+PAST Milch zu erhalten,
wurden Keimzahlen und vornehmliche Mikrobiota zu Ablauf der Haltbarkeit bestimmt.
190 Packungen dreier Hersteller mit unterschiedlichen MHDs (A: 21 Tage, B: 18 Tage, C:
17 Tage) wurden dafiir nach Lagerung bei 8 °C analysiert.

Die Haufigkeitsverteilung der Keimzahlen ist in Abbildung 9 dargestellt. Insgesamt wiesen
die Endprodukte mit <1,0 bis 8,6 log KbE/mL eine extreme Streuung der Keimzahlen auf.
Wihrend die Werte in 57 % der untersuchten Packungen unterhalb der Verderbsgrenze von
6,0 log KbE/mL lag und insgesamt ein Drittel aller Proben eine exzellente Qualitit besal3
(< 1,0 - 3,9 log KbE/mL), war ein hoher Anteil von 43 % mikrobiell verdorben. Dabei traten
zwischen den Herstellern erhebliche Qualititsunterschiede auf. Wihrend die Keimzahlen bei
Hersteller C in Dreiviertel der Proben unter 4,0 log KbE/mL lagen und lediglich 3 % der
Packungen verdorben waren, waren es bei Hersteller A mit 21-tdgiger Haltbarkeit ganze
80 %. In einem Viertel dieser Packungen wurden sogar Werte zwischen 8,0 und
8,6 log KbE/mL erreicht. Auch die Produktqualitit des Herstellers B ist mit einem

Verderbsanteil von 40 % noch zu optimieren und der des Herstellers A unterlegen.
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Abbildung 9 Hiufigkeitsverteilung der Gesamtkeimzahlen in 190 Packungen baktofugierter und pasteurisierter
ESL-Milch dreier Hersteller nach Lagerung bei 8 °C bis zum Ende der Haltbarkeit. Hersteller A: MHD 21 d,
n=70; Hersteller B: MHD 18 d, n=60; Hersteller C: MHD 17 d, n=60. Schwarze Saulen: mikrobieller Verderb
>6,0 log KbE/mL.

Fiir Biodiversitéitsstudien wurden mittels FTIR-Spektroskopie 539 Isolate aus 174 Packungen
BF+PAST Milch identifiziert. Fiinf taxonomische Grofgruppen wurden dabei detektiert:
Psychrotolerante Sporenbildner, Milchsdurebakterien, High G+Cs, andere Gram-positive und
Gram-negative Keime (Abbildung 10). Die zwei mit Abstand hdufigsten Gruppen waren
High G+C Gram-positive Bakterien und Sporenbildner, welche in 43 % und 41 % der Proben
dominant waren und somit fast die gesamte Mikrobiota stellten. Die drei iibrigen Gruppen
waren hitzesensitive Bakterien, die vermutlich aus einer Rekontamination nach der

Pasteurisierung stammten. Quantitativ  spielten sowohl Gram-negative als auch

Milchsédurebakterien und andere Gram-positive Keime mit 4 - 6 % eine untergeordnete Rolle.

Beim Vergleich der Mikrobiota verdorbener und nicht-verdorbener Packungen fielen grof3e
Unterschiede auf (Abbildung 10). Proben mit geringen Keimzahlen von 1,0 bis
5,9 log KbE/mL enthielten vor allem High G+C Gram-positive Bakterien (70 %). Daneben
waren lediglich Sporenbildner von Bedeutung, die aus 27 % der Proben isoliert wurden. Mit
steigenden Keimzahlen jedoch kam es zu einer signifikanten Verschiebung der Mikrobiota.
High G+C Gram-positive kamen lediglich in 9 % der verdorbenen Packungen vor, wihrend
jeweils 10 % der Proben Gram-negative, Milchsdurebakterien und andere Gram-positive

Keime enthielten, die in Milch guter Qualitit keine Rolle spielten. Auch das Vorkommen
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psychrotoleranter Sporenbildner verdoppelte sich im Vergleich zu den Packungen mit
geringen Keimzahlen auf ganze 57 %. Sie stellten damit die wichtigste Gruppe
verderbsinduzierender Bakterien dar. Wéhrend High G+C Gram-positive Keime also trotz
ihrer insgesamt hohen Pravalenz nur einen geringen Beitrag zum Verderb leisteten, war der
Eintrag vor allem von psychrotoleranten Sporenbildnern, aber auch von Gram-negativen,
Milchsdurebakterien und anderen Gram-positiven Bakterien signifikant mit dem

Produktverderb assoziiert.
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Abbildung 10 Dominante Mikrobiota in baktofugierter und pasteurisierter ESL-Milch in Abhéngigkeit der
Gesamtkeimzahl nach Lagerung bei 8 °C bis zum Ende der Haltbarkeit (n;.s=97; ne.s= 77). GN: Gram-negative,
GP: andere Gram-positive, HGC: High G+C Gram-positive, MSB: Milchsdurebakterien; PSB: psychrotolerante
Sporenbildner.

Um einen tieferen Einblick in die Verderbsmikrobiota zu gewinnen, wurden die Isolate aus
77 Packungen BF+PAST Milch mit Keimzahlen >6,0 log KbE/mL detaillierter analysiert und
dabei insgesamt 15 verschiedene Gattungen identifiziert (Tabelle 9). Viele dieser Genera
traten in lediglich ein oder zwei Packungen auf und hatten somit nur eine geringe
technologische Relevanz. Bacillus dagegen wurde aus den verdorbenen Packungen aller drei
Hersteller und aus acht Chargen, damit fast aus der Hilfte aller Produktionen dieser Studie
isoliert. Wichtigster Vertreter war Bacillus cereus sensu lato, der fir 30% des gesamten
Verderbs verantwortlich war. Mit Paenibacillus und Microbacterium wurden zwei weitere
hitzeresistente Gattungen in mehreren Chargen detektiert und auch die Gram-negativen
Postpasteurisierungskontaminanten ~ Pseudomonas und  Acinetobacter ~ wurden  aus
Endprodukten jeweils zweier Hersteller isoliert. Insgesamt wies die Verderbsmikrobiota des
Herstellers A die groBte Diversitidt auf. Wahrend bei Hersteller B und C jeweils nur zwei

Gattungen isoliert wurden, waren in den Proben von Hersteller A alle 15 Genera vertreten.
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Besonders ausgeprigte Psychrotoleranz wiesen dabei die Weissella und Citrobacter sowie 3

Kurthia Stamme auf, die jeweils Keimzahlen von mehr als 8,0 log KbE/mL erreichten.

Tabelle 9 Gattungen verderbsinduzierender Bakterien aus 77 Packungen baktofugierter und pasteurisierter ESL-
Milch mit Keimzahlen zwischen 6,0 und 8,6 log KbE/mL nach Lagerung bei 8 °C bis zum Ende der Haltbarkeit.
n.i.: nicht weiter identifiziert; PSB: psychrotolerante Sporenbildner; HGC: High G+C Gram-positive; GN:
Gram-negative; MSB: Milchsdurebakterien; GP: andere Gram-positive.

Taxonomische Anzahl Anzahl

Genus Zuordnung Chargen Packungen Hersteller
Bacillus PSB 8 25 A,B,C
Paenibacillus PSB 5 28 A
Microbacterium HGC 3 9 A
Acinetobacter GN 3 4 A B
Weissella MSB 2 10 A
Kurthia HGC 2 8 A
Lactococcus MSB 2 4 A
Citrobacter GN 2 3 A
Pseudomonas GN 2 2 A, C
Staphylococcus GP 1 7 A
Leuconostoc MSB 1 2 A
Lysinibacillus PSB 1 2 A
Micrococcus HGC 1 2 A
Macrococcus GP 1 1 A
Paracoccus GN 1 1 A
n.i. GN 1 1 A

2.2 Populationsdynamik der Mikrobiota baktofugierter ESL-Milch wéhrend der
Kiihllagerung

Um Aussagen iiber ein geeignetes Haltbarkeitsdatum zu treffen, wurde die Entwicklung der
Mikrobiota in BF+PAST Milch wéhrend der Kiihllagerung analysiert. In sechs
Lagerversuchen bei 8 °C wurden im Verlauf von 21 Lagertagen in regelméifBigen Abstidnden
jeweils drei und bei Ablauf des MHDs zehn Packungen gedffnet und die Keimzahlen sowie
die vornehmliche Mikrobiota bestimmt. Insgesamt wurden so 167 Packungen der drei

Hersteller A-C untersucht.

Die Entwicklung der Keimzahlen in Abhédngigkeit der Hersteller ist in Abbildung 11
dargestellt. Sowohl der Mittelwert als auch die Streuung der Keimzahlen nahm in allen
sechs Lagerversuchen {iber die Inkubation kontinuierlich zu, wobei zwischen den

Herstellern groBe Unterschiede auftraten. Endprodukte des Herstellers C wiesen wahrend
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der gesamten Lagerdauer die beste Qualitidt auf. So lagen ihre Keimzahlen bereits direkt
nach Produktion mit 1,4 - 1,9 log KbE/mL fast 1 log-Stufe niedriger als bei den anderen
Herstellern (2,0 - 2,7 log KBE/mL). Dieser Trend setze sich fort und innerhalb von 21 d
verdarben bei 8 °C lediglich 3 Packungen, wihrend es bei Hersteller B und C jeweils 17 der
56 untersuchten Endprodukte waren. Auch die Wahl des Haltbarkeitsdatums war bei
Hersteller C am besten geeignet. Am MHD von 17 d iiberschritten die Keimzahlen hier in
lediglich einer Packung die Verderbsgrenze. Bei Hersteller B waren es zu Ablauf der 18-
tagigen Haltbarkeit ganze 40 % und bei Hersteller A mit 21 d MHD sogar 55 %. Wéhrend
erste Proben des Herstellers A nach 17 d mikrobiellen Verderb aufwiesen, iiberschritten die
durchschnittlichen Keimzahlen bei Hersteller B die Verderbsgrenze bereits nach 12 d. Schon
nach 7 d Lagerung setzte hier ein sprunghaftes Wachstum ein. Um eine einwandfreie
Qualitit zu gewihrleisten, miisste die Haltbarkeit der Hersteller A und B demensprechend
auf 16 bzw. 12 d angepasst werden. Wihrend der Keimzahlverlauf bei Hersteller C in
beiden Produktionschargen konsistent war, wurde bei Hersteller A und B im zweiten
Versuch eine klare Qualitdtsverbesserung festgestellt. Vor allem bei Hersteller A lagen die
Keimzahlen in der zweiten Charge durchschnittlich um 0,5 -2,0 log-Stufen niedriger und
selbst nach 21 d war lediglich eine Packung verdorben, doch auch bei Hersteller B wies die

zweite Charge, besonders zwischen 17 und 21 d, eine bessere Qualitét auf.
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Abbildung 11 Anstieg der Keimzahlen in baktofugierter und pasteurisierter ESL- Milch wahrend der Lagerung
bei 8 °C in Abhéngigkeit von den Herstellern (A, B, C). ¢ Milchpackung Charge 1; ¢+ Milchpackung Charge 2;
— — Verlauf arithmetisches Mittel; - - - - Verderbsgrenze >6,0 log KbE/mL; - - - - vom Hersteller festgelegte
Mindesthaltbarkeit von (A) 21 d, (B) 18 d und (C) 17 d.
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Um die Entwicklung der mikrobiellen Zusammensetzung wéhrend der Lagerung zu
analysieren, wurden insgesamt 642 Isolate mittels FTIR-Spektroskopie identifiziert. Dabei
wurden High G+C Gram-positive Bakterien und psychrotolerante Sporenbildner, die einen
Grof3teil der Mikrobiota stellten, sowie Gram-negative Bakterien ausgemacht. Letztere
wurden aus lediglich 13 Proben isoliert und spielten damit quantitativ eine untergeordnete
Rolle. Vor allem im Verlauf der ersten Tage kam es zur Verschiebung der mikrobiellen
Zusammensetzung (Abbildung 12 C). Wihrend die Mikrobiota zu Beginn der Lagerung fast
ausschlieBlich aus High G+C Gram-positiven Bakterien bestand, sank ihr Anteil binnen 14 d
bei 8 °C kontinuierlich ab, wihrend das Vorkommen psychrotoleranter Sporenbildner von
Tag 7 bis 14 von 16 auf 40% anstieg. Danach blieben die Anteile beider Gruppen mit 60 —
70 % High G+C Gram-positiven und 30-40 % psychrotoleranten Sporenbildnern

annahernd konstant.

Insgesamt war der Keimzahlanstieg wihrend der Kiihllagerung stark abhédngig von der
Mikrobiota (Abbildung 12 A+B). Wihrend die Werte High G+C Gram-positiver Bakterien
in 115 Packungen linear zunahmen und die Verderbsgrenze an Tag 17 und Tag 18 nur von
einigen schnell wachsenden Stdmmen erreicht wurde, stiegen die Keimzahlen
psychrotoleranter Sporenbildner (n=43) bereits nach 7-tdgiger Inkubation sprunghaft an und
schon nach 14 d bei 8°C war ein Grofiteil der Packungen verdorben. Besonders B. cereus
sensu lato stellte dabei ein Qualitdtsproblem dar. Wéhrend andere Sporenbildner wie
B. simplex oder Paenibacillus spp. auch nach 17 und 18 d lediglich Keimzahlen von 4,0 -
5,0 log KbE/mL erreichten, waren ab 14-tdgiger Lagerung bis auf zwei Ausnahmen alle

Packungen mit B. cereus sensu lato verdorben.
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Abbildung 12 Populationsdynamik der Mikrobiota von baktofugierter und pasteurisierter ESL-Milch wahrend
der Lagerung bei 8°C. A+B Entwicklung der Keimzahlen in Abhéngigkeit der Mikrobiota.
A Keimzahlentwicklung in  Packungen mit High G+C  Gram-positiven Bakterien (n=115);
B Keimzahlentwicklung in Packungen mit psychrotoleranten Sporenbildnern (n=43); 4 Milchpackung;
Milchpackung mit Bacillus cereus sensu lato. C Zusammensetzung der Mikrobiota in taxonomischen
Grofigruppen. HGC: High G+C Gram-positive; PSB: psychrotolerante Sporenbildner, GN: Gram-negative.

2.3 Einfluss der Prozessschritte auf die Mikrobiota baktofugierter ESL-Milch

In vier Stufenkontrollen wurde die Keimabtrennung im Verlauf des BF+PAST Prozesses
analysiert. Dafiir wurden von jeweils zwei Produktionschargen der Hersteller A und B Proben
der Rohmilch, standardisierten und pasteurisierten Milch gezogen und hinsichtlich ihrer
Keimzahlen und mikrobiellen Zusammensetzung untersucht. Bei Hersteller A wurden

zusitzlich Baktofuge 1 und Baktofuge 2 beprobt.
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Wie in Abbildung 13 dargestellt, ermdglichte der BF+PAST Prozess insgesamt eine
Keimreduktion von 2,9 log-Stufen. Ausgehend von etwa 5 log KbE/mL in der Rohmilch, lag
im frischen Endprodukt also eine Keimzahl von 2 log KbE/mL vor. Wiéhrend die
Pasteurisierung dabei lediglich eine Inaktivierung von durchschnittlich 0,6 log-Stufen
erreichte und somit fiir die Milchqualitdt nur eine untergeordnete Rolle spielte, wurden im
Verlauf der doppelten Baktofugation, Separation und Standardisierung ganze 2,3 log-Stufen
abgetrennt. Die zusétzliche Beprobung beider Baktofugen bei Hersteller A zeigte, dass
Baktofuge 1 dabei mit durchschnittlich 1,1 log-Stufen den groBten Beitrag zur Keimreduktion
leistete, wihrend Baktofuge 2 sowie die kombinierte Separation und Standardisierung jeweils

nur 0,1 und 0,3 log-Stufen abtrennen.
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Abbildung 13 Log-Reduktion der Gesamtkeimzahl wihrend der kombinierten, doppelten Baktofugation und
Standardisierung sowie der Pasteurisierung bei der Herstellung von vier Chargen BF+PAST Milch (n=4).
¢ Hersteller A; ¢ Hersteller B.

Auffillig waren groBle Effizienzunterschiede zwischen den einzelnen Produktionschargen.
Sowohl bei Hersteller A als auch bei Hersteller B variierte die Gesamtleistung des Prozesses
zwischen beiden Laufen um 2 log-Stufen zwischen -2 und -4 log KbE/mL, wobei es vor allem
in den ersten Produktionsschritten zu groBen Diskrepanzen kam. Im effizientesten Prozess
wurden durch die kombinierte Baktofugation, Separation und Standardisierung iiber 3 log-

Stufen, im ineffizientesten lediglich 1 log-Stufe abgetrennt. Die Inaktivierungsleistung der
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Pasteurisierung war in drei Liufen konsistent, lediglich bei einer Stufenkontrolle des
Herstellers B kam es durch Rekontamination oder Sporenaktivierung zu einem Anstieg der

Keimzahlen um 0,4 log-Stufen.

Um den Einfluss des Herstellungsprozesses auf die Milchmikrobiota zu erfassen, wurden je
Stufenkontrolle und Prozessschritt 20 Isolate mittels FTIR-Spektroskopie identifiziert. Dabei
wurden, wie auch bei den Endproduktanalysen, fiinf taxonomische GroBgruppen detektiert:
Gram-negative, High G+C Gram-positive, Milchsdurebakterien, Sporenbildner und andere
Gram-positive. Insgesamt trat entlang des Herstellungsprozesses eine signifikante
Verschiebung der Mikrobiota von Gram-negativen hin zu High G+C Gram-positiven Keimen

auf (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Einfluss der Prozessstufen auf die Zusammensetzung der Milchmikrobiota in taxonomischen
Grofigruppen entlang des Herstellungsprozesses in vier Chargen baktofugierter und pasteurisierter ESL-Milch
der Hersteller A und B. GN: Gram-negative, GP: andere Gram-positive, HGC: High G+C Gram-positive, MSB:
Milchséurebakterien; PSB: psychrotolerante Sporenbildner; je Prozessstufe: n=120.

Wihrend Gram-negative ganze 76 % der Rohmilchisolate ausmachten und Pseudomonas die
mit Abstand héufigste Gattung darstellte (84 % der Gram-negativen), kam es im Verlauf von

Baktofugation, Standardisierung und Separation zur selektiven Abtrennung. Der Anteil der

48



Ergebnisse

Gram-negativen wurde dabei um mehr als 50 % reduziert, wihrend die Bedeutung gram-
positiver Bakterien stark zunahm. Mit 47 % und 33 % wurden aus standardisierter Milch
vornehmlich High G+C (v.a. Microbacterium) und Milchsdurebakterien (v.a. Streptococcus)
isoliert. Im Verlauf der Pasteurisierung wurden abschlieBend sowohl Milchséurebakterien als
auch Gram-negative Keime quantitativ inaktiviert, sodass die Mikrobiota abgefiillter ESL-
Milch neben Sporenbildnern (3 %) fast ausschlieflich aus High G+C Gram-positiven Keimen
(95 %) der Gattung Microbacterium bestand.

2.4 Ursprung verderbsinduzierender Bakterien in baktofugierter ESL-Milch

Etwa ein Drittel des Verderbs von BF+PAST Milch war auf hitzesensitive Bakterien
zuriickzufiihren, die aus Postpasteurisierungskontaminationen stammen miissen. Mittels
Stammtypisierung von 89 Isolaten der Spezies B. cereus sensu lato (n=37), P. amylolyticus/
xylanexedens (n=17) und M. lacticum (n=35), die aus verschiedenen Endproduktchargen
isoliert wurden, sollte daher untersucht werden, ob es sich auch bei diesen hitzeresistenten
Spezies um Rekontaminanten handelt. Werden identische Stdmme iiber einen ldngeren
Zeitraum in mehrere ESL-Milchchargen eingetragen, deutet dies auf eine Persistenz in der
Produktionsanlage hin. Abbildung 15 zeigt hierfiir exemplarisch die Bandenmuster der
Typisierung von B. cereus sensu lato des Herstellers C. Der Eintrag identischer Stidmme

wurden hier in Bahn 1, 3 und 6 sowie in Bahn 4 und 10 nachgewiesen.

Abbildung 15 Bandenprofile der RAPD-Typisierung von B. cereus sensu lato Isolaten aus baktofugierter und
pasteurisierter ESL-Milch. Bahn 1 — 11: Isolate aus drei Chargen von Hersteller C, identische Isolate jeweils in
Bahn 1, 3 und 6 sowie in Bahn 4 und 10; Bahn 12, 13: B. cereus DSM 31T und B. mycoides DSM 2048 als
zusétzliche Outgroups; N: Negativkontrolle; M: Langenmarker; Primer: OPB18.
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Ein Grofteil aller Isolate (12 B. cereus sensu lato, 13 M. lacticum und alle
15 P. amylolyticus/xylanexedens Stimme - zwei Stimme waren jeweils mit zwei Isolaten in
einer Charge vertreten), wurde nur in einzelnen Produktionen detektiert und stammte somit
aus der Rohmilch oder aus einer einmaligen Rekontamination. Alle positiven
Typisierungsergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Einige M. lacticum Stamme und
ein B. cereus Stamm wurden jeweils aus zwei Chargen aller drei Hersteller isoliert und deuten
auf eine kurzzeitige Persistenz in deren Anlagen hin. Von Interesse waren vor allem zwei
M. lacticum Stdmme (M4 und MS5) und ein B. cereus Stamm (B1) des Herstellers B. Sie
wurden aus vier bzw. sogar sieben verschiedenen Chargen iiber mehrere Wochen hinweg

isoliert.

Tabelle 10 RAPD-Typisierung persistierender Bacillus cereus sensu lato und Microbacterium lacticum Stimme
als Rekontaminanten in baktofugierter und pasteurisierter ESL-Milch. Nur Stdmme mit iibereinstimmenden
RAPD-Typen in mindestens zwei Endproduktchargen sind aufgefiihrt. Weitere 12 Bacillus cereus sensu lato, 13
Microbacterium lacticum und 15 Paenibacillus Stimme wurden typisiert und kamen jeweils nur in einer Charge
vor.

Spezies Hersteller RAPD -Typ Anzahl Chargen

Bacillus cereus sensu lato B B1
C B2

B3

Microbacterium lacticum A M1
M2

M3
B M4

M5
C M6
M7
M3
M9
MI10

N NN NN W R R NN DN

50



Ergebnisse

3 Mikrobiota von mikrofiltrierter ESL-Milch

Im Rahmen des dritten Arbeitspakets wurden Daten zur Haltbarkeit und mikrobiellem
Verderb von MF+PAST Milch gewonnen. AuBlerdem wurde die Sporenabtrennung, die
wihrend der Herstellung zu erzielen ist fiir die einzelnen Prozessschritte analysiert und die
Eintragsrouten psychrotoleranter Sporenbildner in das Endprodukt untersucht. Ein Grofteil

der Ergebnisse wurde bereits publiziert in Doll ef al. (2017).

3.1 Mikrobielle Qualitiit mikrofiltrierter ESL-Milch bei Ablauf der Mindest-
haltbarkeit

Fiir die Untersuchung der mikrobiellen Qualitit von MF+PAST Milch wurden insgesamt
287 Packungen analysiert, die aus 39 Produktionschargen von 4 Herstellern (D, E, F, G)
stammten. Nach Ablauf der 24-tigigen Haltbarkeit wurde von jeder Packung die
Gesamtkeimzahl bestimmt und die detektierten Organismen zusitzlich nach Morphologie
gepickt sowie identifiziert. So wurden Keime mit besonders ausgeprédgter Psychrotoleranz

und Verderbspotential erfasst.

Die Haufigkeitsverteilung der Gesamtkeimzahlen ist in Abbildung 16 dargestellt. Insgesamt
85 % aller Proben hatten zum Ende des MHD eine sehr gute mikrobielle Qualitit.
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Abbildung 16 Haiufigkeitsverteilung der Gesamtkeimzahlen in 287 Packungen mikrofiltrierter und
pasteurisierter ESL-Milch nach Lagerung bei 8 °C bis zum Ende der Haltbarkeit von 24 d. (A) Hersteller D,
n=111; (B) Hersteller E, n=53; (C) Hersteller F, n=74; (D) Hersteller G: n=49; schwarze Sdulen: mikrobieller
Verderb; modifiziert nach Doll et al. (2017).
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So befanden sich die Keimzahlen in fast zwei Dritteln aller Milchpackungen im Bereich
zwischen 3,0 und 5,9 log KbE/mL und 13 % enthielten sogar lediglich <1,0 - 2,9 log KbE/mL.
Mit mehr als 6,0 log KbE/mL waren jedoch 15 % aller Endprodukte verdorben. Dabei gab es
zwischen den vier Herstellern grofle Qualitdtsunterschiede. Bei Hersteller F wurde neben der
grofBten Keimzahlstreuung von <1,0 bis 7,8 log KbE/mL zugleich der hochste Anteil sowohl
von Proben mit sehr geringen Zellzahlen als auch verdorbener Packungen detektiert, 22 % der
Proben {iberschritten hier die Verderbsgrenze. Die Endprodukte von Hersteller G zeigten die
beste Milchqualitit und wiesen neben geringen Keimzahlunterschieden (3,3 -

6,2 log KbE/mL) auch den niedrigsten Verderbsanteil von 4 % auf.

Fir die Biodiversititsanalyse der Mikrobiota von MF+PAST Milch wurden insgesamt
1551 Isolate aus 264 Packungen mittels FTIR-Spektroskopie identifiziert. Dabei war die
Diversitdt mit lediglich drei taxonomischen Grof3gruppen gering und neben High G+C Gram-
positiven und psychrotoleranten Sporenbildnern wurden lediglich Gram-negative Bakterien
ausgemacht. Dominant waren dabei High G+Cs, die aus 232 Packungen und damit aus fast
90% aller Proben isoliert wurden. Thren wichtigsten Vertreter stellte Microbacterium, vor
allem Microbacterium lacticum dar. Psychrotolerante Sporenbildner (Bacillus spp. und
Paenibacillus spp.), sowie Gram-negative Rekontaminanten, die hauptsdchlich durch
Pseudomonas spp. vertreten waren, kamen wesentlich seltener vor und traten in lediglich 8 %
bzw. 4 % der Proben in Reinkultur auf. Um das Verderbspotential der drei Gruppen genauer
zu analysieren wurde ihre Prdvalenz in verdorbenen (n=226) und unverdorbenen
Milchpackungen (n=38) gegeniibergestellt (Abbildung 17). Wihrend die Mikrobiota der
Packungen mit geringen und mittleren Keimzahlen fast ausschlielich aus High G+C Gram-
positiven Bakterien bestand, kam es in verdorbenen Proben zu einem hochsignifikanten Shift
der mikrobiellen Zusammensetzung (p<0.01). Der Anteil der High G+Cs sank hier von etwa
90 % auf gerade einmal 30 % ab. Damit wiesen lediglich 5 % der Proben mit High G+Cs
frithzeitigen Verderb auf. Die wichtigste Gruppe verderbsinduzierender Bakterien dagegen
stellten psychrotolerante Sporenbildner dar. Sie konnten aus 55 % aller Packungen mit
erhohten Keimzahlen isoliert werden und waren in 50 % alleine fiir den Verderb
verantwortlich. Thr Vorkommen war zu 90% und damit hochsignifikant assoziiert mit dem
vorzeitigen Produktverderb (p<0,01). Gram-negative Rekontaminanten erreichten in einem
Viertel der positiv getesteten Packungen Keimzahlen >6,0 log KbE/mL und besallen somit
ebenfalls ein grofBeres Verderbspotential als die hdufigeren High G+Cs. Sie waren (allein oder

in Mischkultur) fiir 24% des Produktverderbs verantwortlich.
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Abbildung 17 Dominante Mikrobiota in mikrofiltrierter und pasteurisierter ESL-Milch in Abhéngigkeit der
Gesamtkeimzahl nach Lagerung bei 8 °C bis zum Ende der Haltbarkeit (n;-s=226; nes= 38). GN: Gram-negative,
GP: andere Gram-positive, HGC: High G+C Gram-positive, PSB: psychrotolerante Sporenbildner.

Als wichtigste Gruppe von Verderbsorganismen in MF+PAST Milch wurde das Vorkommen
psychrotoleranter Sporenbildner genauer analysiert. Insgesamt wurden 25 Packungen aus
sieben Produktionschargen positiv auf Sporenbildner getestet und 36 Isolate gewonnen, die
anhand ihrer 16S rRNA und rpoB Sequenzen identifiziert wurden. Neun Spezies waren
darunter vertreten, die alle den Gattungen Bacillus uns Paenibacillus angehoren (Tabelle 11).
Die wichtigste Artgruppe dabei war B. cereus sensu lato, die aus 13 Packungen von vier
Produktionschargen und damit aus mehr als der Hélfte aller positiv getesteten Gebinde isoliert
wurde. Weitere hidufige Arten stellten P. odorifer (33 %), der in 12 Endprodukten und
drei Chargen vorkam, sowie interessanterweise eine potentiell neue Spezies, Paenibacillus sp.
nov. 1 (6 %), dar. Letztere wurde allerdings nur aus einer Charge isoliert und war somit von
geringerer technologischer Relevanz.

Tabelle 11 Spezies psychrotoleranter Sporenbildner aus 25 Packungen und sieben Chargen mikrofiltrierter und
pasteurisierter ESL-Milch (n=36).

Spezies Anzahl Packungen Anzahl Chargen
Bacillus cereus sensu lato 13 4
Paenibacillus odorifer 12 3
Paenibacillus sp. nov. 1 5 1
Paenibacillus taichungensis/tundrae 2 1
Bacillus circulans 1 1
Bacillus pumilus/safensis 1 1
Bacillus simplex 1 1
Paenibacillus algorifonticola 1 1
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3.2  Abtrennung psychrotoleranter Sporenbildner bei der Herstellung mikrofiltrierter

ESL-Milch

Im Verlauf von sechs Stufenkontrollen (P1-—6) wurde der Gehalt psychrotoleranter
Sporenbildner entlang der Herstellung von MF+PAST untersucht und die Abtrennleistung der
einzelnen Prozessschritte analysiert. Beprobt wurden hierfiir bei Hersteller D und G jeweils

Rohmilch, Magermilch, Permeat und pasteurisierte Milch.

Wie in Abbildung 18 dargestellt, ermoglichte der gesamte Prozess eine Reduktion der
psychrotoleranten Sporen um insgesamt fast 4 log-Stufen. Ausgehend von anfianglichen
Sporenzahlen von durchschnittlich 570 Sporen/L, wiirde dies bedeuten, dass am Ende des
Prozesses ca. 0,05 Sporen/L verbleiben und somit statistisch gesehen ungefdhr jede
zwanzigste Literpackung einen psychrotoleranten Sporenbildner enthdlt. Wéhrend durch
Separation und Pasteurisierung jeweils 0,9 und 1,2 log-Stufen abgetrennt wurden, war die
Mikrofiltration mit einer durchschnittlichen Reduktion von 2,2 log-Stufen der wichtigste
Prozessschritt. Vor allem bei dieser Stufe kam es jedoch zwischen einzelnen Durchldufen zu
groBen Effizienzunterschieden (0,6 — 3,1 log-Stufen), die sich auch auf die Abtrennleistung
der Pasteurisierung auswirkten. In den zwei Chargen mit geringster Mikrofiltrationsleistung
(P2, P5), lag die Abtrennrate der Pasteurisierung mit mindestens 1,4 und 2,2 log-Stufen
extrem hoch, wihrend in P3 nach effizienter Mikrofiltration keine weitere Reduktion erzielt
wurde. Da die Temperaturbedingungen wéhrend der Pasteurisierung keine Inaktivierung von
Sporen ermoglichen, sind die hohen Abtrennrate in P2 und P5 wahrscheinlich auf eine
Unterschitzung der Mikrofiltrationsleistung und die daraus folgende Uberschitzung der
Pasteurisierung zuriickzufiihren. In beiden Chargen wurden Proben des Permeats wéhrend der
ersten Laufstunde gezogen, in der die Retentionsleistung aufgrund noch fehlender
Deckschichten oft geringer ausfillt. Die Proben der pasteurisierten Milch wurden nach 3 —4 h

Laufzeit gezogen.

Einschrinkend fiir die Daten waren geringe Sporenzahlen, die nach Mikrofiltration und
Pasteurisierung trotz der enormen Probenvolumina von 16 bzw. 18 L teilweise unterhalb der
Detektionsgrenze lagen. Die Abtrennraten dieser Prozessschritte konnten daher nicht in allen
Chargen exakt bestimmt werden, sondern ergeben sich in diesen Féllen aus Differenz des
zuletzt bestimmten Sporengehalts und des Detektionslimits von 0,06 bzw. 0,08/L. Die
tatsdchliche Reduktion kann durchaus hoher liegen. Fiir eine genaue Bestimmung wiren

jedoch zusitzliche Analysen mit weitaus groferen Probenvolumina notwendig, um eine
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breitere Datenbasis zu erstellen. Dies ist im LabormaRstab nicht mdglich und war damit im

Rahmen dieses Projektes nicht durchfiihrbar.
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Abbildung 18 Log-Reduktion psychrotoleranter Sporen bei der Herstellung von mikrofiltrierter und
pasteurisierter ESL-Milch (n=6). ¢ Reduktion; ¢ Mindestwert der Reduktion, Abtrennung u.U. groBer, da
Sporenzahlen unter Detektionsgrenze von 0,06 L' bzw. 0,08 L' lagen. Wert ergibt sich aus der Differenz der im
vorhergehenden Prozessschritt bestimmten Sporenzahl und dem Detektionslimit; modifiziert nach Doll et al.
(2017).

3.3  Ursprung psychrotoleranter Sporenbildner in mikrofiltrierter ESL-Milch

Um die Haupteintragsrouten psychrotoleranter Sporenbildner als wichtigste Verderbs-
organismen in MF+PAST Milch aufzudecken, wurde ihr Auftreten entlang des
Herstellungsprozesses auf Spezies- und auf Stammebene genauer analysiert. Findet eine
Transmission der Sporen aus der Rohmilch in das Endprodukt statt, so sollten sie in beiden
Milcharten zu etwa gleichen Anteilen vorliegen. Zundchst wurde daher die Haufigkeit
psychrotoleranter Sporenbildner in sechs Chargen Rohmilch (n=819; Teilergebnis aus 1.2.2)
und daraus hergestellter MF+PAST Milch (n=35, Teilergebnis aus 2.1) auf Speziesebene
gegeniibergestellt. Auswahlkriterien dieser sechs Chargen waren positiv auf Sporenbildner
getestete Endprodukte und die Verfligbarkeit der eingefrorenen, dazugehdrigen Rohmilch.

Das Ergebnis ist in Abbildung 19 dargestellt.
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Anteil der Isolate

Abbildung 19 Vergleich der Privalenz psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch (schwarze Sdulen, n=819)
und dazugehoriger mikrofiltrierter und pasteurisierter ESL-Milch (graue Séulen, n=35) aus sechs
Produktionschargen. P. Paenibacillus; B. Bacillus; modifiziert nach Doll et al. (2017).

Bei vier der neun Arten traten zwischen Endprodukt und Rohmilch signifikante Unterschiede
auf und die Haiufigkeiten waren nicht miteinander assoziiert (p<0,01;). So wurde
P. amylolyticus/xylanexedens, die mit 34 % haufigste Spezies in Rohmilch im Verlauf des
MF+PAST Prozesses vollstindig abgetrennt und im Endprodukt kein einziges Mal detektiert.
Im Gegensatz dazu stieg die Pravalenz von B cereus sensu lato im Endprodukt im Vergleich
zur Rohmilch sehr stark an und lag 190-fach hoher. Bacillus circulans und Paenibacillus
algorifonticola wurden sogar ausschlieBlich aus Endprodukten isoliert. Andere Spezies
psychrotoleranter Sporenbildner dagegen traten in Rohware und Endprodukt mit
vergleichbarer Haufigkeit auf. Sowohl fiir P. odorifer, als auch fiir P. taichungensis/tundrae,
Paenibacillus sp. nov. 1 und B. pumilus/safensis wurde ein Zusammenhang der Pridvalenz in
Roh- und ESL-Milch durch den Pearsons’s Chi-squared Test bestitigt (p=0,17). Inwiefern
tatsdchlich eine Transmission von der Rohware in das Endprodukt stattfand, sollte die RAPD-
Typisierung von 88 Isolaten aus verschiedenen Prozessstufen von MF+PAST Milch
aufdecken. Die Stimme stammten aus 10 Chargen: Sechs Stufenkontrollen (P1-P6) sowie vier
der sechs oben beschriebenen Biodiversitdtsstudien von Roh- und dazugehoriger ESL-Milch,
bei denen in beiden Milchsorten identische Spezies detektiert wurden. Von diesen zehn
untersuchten Chargen wurde in lediglich fiinf eine Transmission von Sporen iiber mehrere

Produktionsschritte hinweg festgestellt und nur in drei Produktionen konnte diese tatséchlich
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von der Rohmilch bis ins Endprodukt verfolgt werden (Tabelle 12). Auffillig dabei war, dass
in zwei Produktionen (1 und 5) mit 1,84 MPN/mL und 1.70 MPN/mL im Vergleich zu den
durchschnittlichen 0.6 MPN/mL stark erhohte Sporenkonzentrationen in der Rohmilch
vorlagen. Die Bandenprofile der Typisierung von Paenibacillus sp. nov. 1 aus Charge 5 sind
in Abbildung 20 exemplarisch dargestellt. Identische Stdmme wurden hier in Rohmilch

(Bahn 1 — 6) und Endprodukt (Bahn 8 und 9) nachgewiesen.
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Abbildung 20 Bandenprofile der RAPD-Typisierung von Paenibacillus sp. nov. 1 Isolaten aus Rohmilch und
mikrofilterierter und pasteurisierter ESL-Milch. Bahn 1-9: identische Stdmme aus Rohmilch (Bahn 1 -7) und
dem Enrpdoukt (Bahn 8, 9) einer Produktionscharge; Bahn 10 - 12: Paenibacillus sp. nov. 1 Isolate aus
Rohmilch anderer Hersteller als Outgroup; N: Negativkontrolle; M: Langenmarker; Primer: OPA7.

Eine Transmission von P. odorifer aus der Rohmilch bis in das Permeat fand in Charge 2
statt. Tatsichlich war genau in dieser Produktion eine unzureichende Mikrofiltrationsleistung
erzielt worden (P5 der Stufenkontrollen). Ausnahmen stellten Charge 3 und 4 dar. Hier fand
ein Eintrag von B. cereus sensu lato und B. pumilus/safensis (5%) von der Rohmilch bis in
spate Produktionsstufen oder sogar das Endprodukt statt, obwohl beide Spezies in Rohmilch
mit geringen Sporenzahlen nur einen geringen Anteil von 5% der Sporen ausmachten und in
Charge 3 (=P3 der Stufenkontrollen) die Mikrofiltration eine Abtrenneffizienz von ganzen
3,1 log-Stufen erreichte. Interessanterweise wurde aus den Endprodukten der Charge 3 ein
weiterer B. cereus sensu lato Stamm isoliert, der in keinem der vorhergehenden

Prozessschritte detektiert wurde.
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Tabelle 12 Transmission psychrotoleranter Sporenbildner (PSB) von Rohmilch in spidtere Prozessschritte der
Herstellung mikrofiltrierter und pasteurisierter ESL-Milch. Alle positiven Ergebnisse der RAPD-Typisierung
von 90 Isolaten aus 10 Produktionschargen sind angegeben. RM: Rohmilch; MM: Magermilch; PE: Permeat;
PA: pasteurisierte Milch; EP: Endprodukt; modifiziert nach Doll ef al. (2017).

PSB Rohmilch
Charge Spezies isoliert aus
Anteil Isolate MPN/mL
1 P. taichungensis/tundrae RM MM PE EP 90 % 1,84
2 P. odorifer RM MM PE 5% 0,17
3 B. cereus sensu lato RM PA 5% 0,63
4 B. pumilus/safensis RM EP 5% 0,33
5 P.sp. nov. 1 RM EP 42 % 1,70
P. odorifer RM EP 31%

4 Enzymaktivitit der Mikrobiota von ESL-Milch

Abschliefend wurde das Potential der Mikrobiota aus BF+PAST und MF+PAST Milch fiir
frithzeitigen sensorischen Verderb analysiert. Dafiir wurden zunéchst Einzelisolate aus beiden
Milchsorten auf ihre proteolytische und lipolytische Aktivitdt gescreent und anschlieBend

Endprodukte auf den Gehalt sensorisch relevanter Bitterpeptide untersucht.

In Agardiffusionsassays wurden insgesamt 217 Isolate aus Endprodukten auf ihre
proteolytische und lipolytische Aktivitit bei 8 °C gescreent. Abhédngig vom Grad der
enzymatischen Aktivitdt (keine, leicht, mittel, stark) entstanden dabei um die Bakterienkultur
im opaquen Casein- und Tributyrinmedium klare Hydrolysehofe unterschiedlicher Gréf3e. Die
so ermittelte Enzymatik der drei hédufigsten Gattungen, Bacillus, Paenibacillus und
Microbacterium ist in Abbildung 21 dargestellt. Ein Grofteil ihrer Isolate war enzymatisch
inaktiv oder wies eine geringe Aktivitat auf (jeweils 76-98%). Vor allem Microbacterium war
nur durch einen geringen Anteil hydrolytisch aktiver Stimme vertreten. Hohere Aktivititen
wurden in nennenswertem Mafe lediglich fiir die Proteasen der Gattung Bacillus (24 %
der Isolate) und die Lipasen der Gattung Paenibacillus (22 % der Isolate) festgestellt. Nur
zwel B. cereus sensu lato Stimme und ein P. amylolyticus/xylanexedens Stamm waren stark
hydrolytisch. Auch von den iibrigen 31 Isolaten aus 18 Gattungen, wiesen nur drei Stimme
(Acinetobacter, Pseudomonas, Lysinibacillus) mittlere und hohe lipolytische und ein einziger

Macrococcus Stamm eine hohe proteolytische Aktivitit auf.
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Abbildung 21 Enzymatische Aktivitit von 186 Isolaten aus baktofugierter und pasteurisierter sowie
mikrofiltrierter und pasteurisierter ESL-Milch im Agardiffusionsassay auf Casein- und Tributyrinagar nach 14 d
bei 8 °C. A proteolytische Aktivitdt; B lipolytische Aktivitit, Bacillus n=34; Paenibacillus n=59;
Microbacterium n=96.

Zur Analyse der Enzymaktivitdt im Endprodukt wurde die Konzentration von Bitterpeptiden
in BF+PAST und MF+PAST Milch am Ende des MHDs nach Lagerung bei 8°C bestimmt.
Die Quantifizierung der bei pH 4,6-16slichen Bitterpeptide erfolgte dafiir fluorimetrisch,
mittels Fluorescamin-Assay. 163 Packungen aus 15 Chargen wurden untersucht. Insgesamt
lag die Peptidkonzentration dabei jedoch in nur einer einzigen Probe iiber der
Geschmacksschwelle von 2,0 equiv. Tyr-Leu mmol/L, in der ein proteolytisch aktiver
B. cereus sensu lato Stamm hohe Konzentrationen von 1,7 x 10® KbE/mL erreicht hatte. In
allen anderen Proben war zwar ein leichter Anstieg des Peptidgehalts tiber die Lagerung

festzustellen, es trat allerdings, unabhingig von den Keimzahlen, kein sensorischer Verderb

auf.
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Abbildung 22 Konzentration der pH 4,6-16slichen Bitterpeptide in 163 Endprodukten aus drei Chargen
baktofugierter und pasteurisierter (B1-B3) und 12 Chargen mikrofiltrierter und pasteurisierter (M1-M12) ESL-
Milch im Fluorescaminassay. - - - - Geschmacksschwelle von 2,0 equiv. Leu-Gly mmol/L (McKellar, 1981);

Konzentrationen in Referenzmilch direkt nach Produktion; ¢ Konzentration in Milchpackungen nach Lagerung
bei 8 °C bis zum Ende der Haltbarkeit.

5 Beschreibung potentiell neuer, bakterieller Taxa

5.1  Beschreibung einer potentiell neuen Paenibacillus Spezies

Im Zuge der Biodiversititanalysen psychrotoleranter Sporenbildner in Roh- und ESL-Milch
wurden insgesamt 95 Isolate einer Spezies gewonnen, die anhand ihrer partiellen 16S rRNA
Gensequenz  keiner  bereits  beschriebenen  Art  zugeordnet werden  konnte
(Sequenziibereinstimmung <98,50 %). Es handelte sich um eine potentiell neue Spezies.
Diese war mit 7 % der vierthdufigste Vertreter psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch,
wurde aus 5 Packungen MF+PAST und minestens 9 Packungen BF+PAST Milch isoliert. Fiir
thre Beschreibung wurden in einem polyphasischen Ansatz genetische, morphologische,
physiologische, biochemische und chemotaxonomische Charakterisierungen durchgefiihrt.
Vier nicht-klonale Stimme des neuen Taxons wurden fiir die Versuche ausgewéhlt, die aus
einem BF+PAST Endprodukt und drei Rohmilchproben vier verschiedener Hersteller

stammten.
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5.1.1  Genetische und phylogenetische Charakterisierung

Um die vier Paenibacillus sp. nov. Stimme WS5169T, WS5170, WS5171 und WS5172
phylogenetisch einzuordnen, wurden zunéchst ihre fast vollstindigen 16S rRNA Sequenzen
ermittelt (1401 nt). Untereinander wiesen diese eine Sequenziibereinstimmung zwischen
99,5% (WS5170 und WS5172) und 99,9 % (WS5169" und WS5171) auf, wobei
Abweichungen von mehr als drei Nukleotiden nur in Vergleichen mit Stamm WS5170
auftraten. Mittels RAPD-Typisierung wurde sichergestellt, dass es sich um vier verschiedene
Stémme handelt. Ein Datenbankabgleich der Typstammsequenz WS5169" mit den 16S rRNA
Sequenzen aller valide beschriebenen Spezies in EzTaxon zeigte ausschlieBlich Treffer
innerhalb der Gattung Paenibacillus. Die Taxa deren Sequenz die hochste Ubereinstimmung
mit WS5169" aufwies, waren dabei Paenibacillus borealis DSM 13188T (97,6 %),
Paenibacillus jilunlii Bel7" (97,4 %), Paenibacillus riograndensis SBR5T (97,3 %) und
Paenibacillus sonchi X-19T (97,2 %). Die Ahnlichkeit zu allen anderen Spezies lag unter
97,0 %.

Im Maximum-Likelihood-Baum, der mit Typstammsequenzen der 25 am néchsten
verwandten Spezies (nach EzTaxon), sowie der Paenibacillus Typspezies Paenibacillus
polymyxa und Bacillus subtilis als Outgroup berechnet wurde, ist die phylogenetische
Einordnung der vier Stimme WS5169T, WS5170, WS5171 und WS5172 dargestellt
(Abbildung 23). Diese bildeten eine eigene, eindeutig abgegrenzte Abstammungslinie
innerhalb des Clusters mit P. jilunlii Bel7', P. graminis DSM 15220", P. sonchi X-19" und
P. riograndensis SBR5", die durch hohe Bootstrapwerte unterstiitzt wurde. P. borealis
DSM 131887, der Stamm mit der hochsten 16S rRNA Sequenziibereinstimmung zu WS5169T
war ebenfalls lose an dieses Cluster angegliedert. Die Typstdmme dieser flinf Spezies wurden
daher als Referenzen zur eindeutigen Abgrenzung der neuen Art ausgewdhlt: P. borealis
DSM 13188" (Elo et al., 2001), P. graminis DSM 15220" (Berge et al., 2002), P. jilunlii
DSM 23019T (Jin et al., 2011), P. sonchi LMG 24727" (Hong et al., 2009), P. riograndensis
DSM 28159" (Beneduzi et al., 2010) und P. polymyxa DSM 36" (Claus und Berkeley, 1986;
Ash et al., 1993) als Typspezies der Gattung Paenibacillus.
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96 — Paenibacillus riograndensis SBR5T (LN831776)
73| L paenibacillus sonchi X19-5T (DQ358736)
I 100 Paenibacillus graminis DSM 152207 (CP009287)
0,02 o5 Paenibacillus jilunlii Be17T (GQ985393)
Paenibacillus sp. nov. WS5169T
Paenibacillus sp. nov. WS5172
78| Ppaenibacillus sp. nov. WS5170
98| 56! Paenibacillus sp. nov. WS5171
— Paenibacillus borealis DSM 131887 (CP009285)
72 Paenibacillus etheri SH7T (KC625558)
Paenibacillus odorifer DSM 15391T (CP009428)

Paenibacillus typhae CGMCC 1.110127 (jgi.1076256)
Paenibacillus stellifer DSM 144727 (CP009286)
Paenibacillus sophorae S277 (GQ985395)
Paenibacillus durus DSM 17357 (CP009288)
Paenibacillus forsythiae T98T (DQ338443)
Paenibacillus zanthoxyli JH29T (DQ471303)

I: Paenibacillus cookii LMG 18419T (AJ250317)
100 Paenibacillus relictisesami KB0549T (AB567661)

Paenibacillus glucanolyticus DSM 51627 (AB073189)
Paenibacillus lemnae L7-75T (AB819817)
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66 [ Paenibacillus purispatii ES MS17T (EU888513)

98 - Paenibacillus uliginis N3/975T (FN556467)

Paenibacillus polymyxa ATCC 842T (AFOX01000032)
Paenibacillus taichungensis BCRC 177577 (EU179327)
Paenibacillus pabuli NBRC 13638T (BCNMO01000057)

89 Paenibacillus barcinonensis BP-23T (AJ716019)
Paenibacillus oceanisediminis 1L10T (JF811909)

Paenibacillus cucumis AP-115T (KU201962)

81 — Paenibacillus xylanexedens NRRL B-51090T (CLG 48537)
Bacillus subtilis DSM 10T (AJ276351)

Abbildung 23 Maximum-Likelihood-Baum, basierend auf der fast vollstindigen 16S rRNA Sequenz
(1401 Nukleotidpositionen) zur phylogenetischen Einordnung der vier Paenibacillus sp. nov. Stimme WS51697,
WS5170, WS5171, WS5172 und der Typstimme der 25 am néchsten verwandten Spezies, sowie Paenibacillus
polymyxa ATCC 8427 als Typstamm der Gattung Paenibacillus und Bacillus subtilis DSM 10T als Outgroup.
Bootstrapwerte >50 % bei 1000 Replikationen werden in Prozent an den entsprechenden, internen Knoten
angegeben. Accession Nummern der Sequenzen sind in Klammern angefiihrt. Balken: 0,02 Substitutionen je
Nukleotidposition.
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5.1.2  Phinotypische Charakterisierung

Zur genaueren Charakterisierung der potentiell neuen Art, wurden die morphologischen
Merkmale des Stammes Paenibacillus sp. nov. WS5169" beschrieben. Um eine Abgrenzung
der Spezies zu ermoglichen und gleichzeitig innerartliche Diskrepanzen zu erfassen, wurden
zusitzlich die physiologischen und chemotaxonomischen Charakteristika der Stimme
WS5169T, WS5170, WS5171, WS5172 und der Typstimme aller am nichsten verwandten
Arten, P. borealis, P. graminis, P. jilunlii, P. sonchi und P. riograndensis, sowie P. polymyxa,

der Paenibacillus Typspezies erfasst und verglichen.

Paenibacillus sp. nov. WS5169T war ein Gram-positives, bewegliches und sporenbildendes
Bakterium (Abbildung 24). Die stibchenformigen, vegetativen Zellen erreichten eine
durchschnittliche Gréfe von 0,9 x 5,8 um (0,7 — 1,1 pum x 4,2— 8,9 um) und ellipsoide

Sporen waren terminal lokalisiert. Weitere zelluldre Einschliisse wurden nicht gebildet.

Abbildung 24 Zellmorphologie von Paenibacillus sp. nov. WS5169" im Lichtmikroskop bei 100-facher
VergrofBerung. A Vegetative Zellen erreichen eine GroBe von 0,9 x 5,8 pum (TSB, 18 h, 30 °C, 250 rpm).
B Ellipsoide Sporen finden sich subterminal in nicht geschwollenen Sporangien (SM, 48h, 30°°C).
C+D Bistabiler Phinotyp auf CASO-Agar (3 d, 30 °C) mit transparenter, gelblich-weiler Morphologie ohne
Sporenbildung (C) und opaque-weillen, stark sporulierenden Kolonien (D).
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Leicht glinzende Kolonien, die auf CASO-Agar innerhalb von 3d bei 30°C einen
Durchmesser von 1-3 mm erreichten, erschienen flach, rund und wiesen einen leicht
unregelmédBigen Rand auf. Dabei trat ein bistabiler Phanotyp auf. Wéhrend Kolonien einer
stark sporulierenden Subpopulation opaque und weill erschienen, so war die geringfligig
groBer wachsende Hauptmorphologie transparent, gelblich-weil und assoziiert mit einem
niedrigen Sporulationsgrad. Der Nachweis, dass es sich bei beiden Phidnotypen um den

identischen Stamm handelt, erfolgte mittels RAPD-Typisierung.

In TSB wuchsen die Paenibacillus sp. nov. Staimme bei Temperaturen zwischen 5 und 37 °C,
pH 6 — 9 und NaCl-Konzentrationen von maximal 3%. Die Optima lagen bei 29 —33 °C,
pH 7,0 und 0,5 % NaCl (geringste getestete Konzentration). Dabei wiesen die Stimme
WS5171 und WS5172 im Vergleich zum Typstamm WS5169T einen minimal erweiterten
Temperaturbereich von 4 —37 und 4 — 38°C auf. Paenibacillus sp. nov. war ein fakultativ
anaerobes Bakterium, Katalase- und Oxidase-positiv. Es hydrolysierte Stirke und Aesculin,
spaltete jedoch weder Gelatine noch Harnstoff oder Casein. Nitrat wurde reduziert und auch
die Voges-Proskauer Reaktion war positiv. Negativ fielen dagegen die Tests auf
Citratverwertung, Bildung von Indol und H:S, sowie die Bildung der Enzyme
Arginindihydrolase, Lysindecarboxylase, Ornithindecarboxylase und Tryptophandesaminase
aus. Sdurebildung fand bei der Metabolisierung von 28 Zuckern, einem Grofteil der
46 getesteten Substrate, statt: Glycerin, D-Arabinose, L-Arabinose, D-Xylose, Methyl-BD-
xylopyranosid, D-Galactose, D-Glucose, D-Fructose, D-Mannose, L-Rhamnose, D-Mannitol,
Methyl-aD-glucopyranosid, N-Acetylglucosamin, Amygdalin, Arbutin, Salicin, D-Cellobiose,
D-Maltose, D-Lactose, D-Melibiose, D-Saccharose, D-Trehalose, D-Melezitose, D-Raffinose,
Glycogen, Gentiobiose, D-Turanose und Kaliumgluconat. Jeweils zwei der drei
Paenibacillus sp. nov. Stimme bildeten aulerdem Séure aus Inulin, Xylit und Inositol. Keine
Saure entstand lediglich aus Erythritol, L-Xylose, D-Adonitol, L-Sorbose, Dulcitol, Harnstoff,
D-Lyxose, D-Tagatose, D-Fucose, D-Arabitol und L-Arabitol. Uneindeutig waren die Tests
auf Sédurebildung bei D-Ribose, D-Sorbitol, Methyl-aD-mannopyranosid und L-Fucose.
Dabei unterschied sich der Stamm WS5169T in 5— 10 Reaktionen von allen
Referenzstimmen und war als einziger Stamm zur Sdurebildung aus Inositol fahig. Alle
diskriminativen phénotypischen, aber auch genetischen Merkmale des Stamms WS5169T und

aller Referenzstimme sind in Tabelle 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13 Diskriminative physiologische, biochemische und genetische Merkmale des Stamms Paenibacillus
sp. nov. WS5169T und Typstimmen ausgewihlter Paenibacillus Spezies. Stimme:1 Paenibacillus sp. nov.
WS51697; 2 Paenibacillus borealis DSM 13188T; 3 Paenibacillus jilunlii DSM 230197, 4 Paenibacillus
graminis DSM 152207, 5 Paenibacillus riograndensis DSM 281597, 6 Paenibacillus sonchi LMG 247277;
7 Paenibacillus polymyxa DSM 36"; + positiv; - negativ; v variabel; t terminal; st subterminal; ¢ zentral;
> grofler; < kleiner.

Merkmal 1 2 3 4 5 6 7
morphologisch
Gram-Férbung + =¥ +* +* v + -k
Position Sporen st st-t* t* st* t* c-st* st*
physiologisch
Oxidase + + - - + + -
Wachstumstemperatur [°C]
Optimum 31-33  29-31  31-33  29-33 33-35 31-33 >35
Minimum - Maximum 5-37 <4-37 5-38 5-38 5-41 5-40 8-42
Wachstum bei pH
Minimum - Maximum 6,5-9,0 6,5-8,0 7,0 7,0 6,5-9,0 6,5-9,0 5,5-8,5
Wachstum bei NaCl [%]
Maximum 3,0 3,0 4,0 3,0 4,0 3,0 5,0
biochemisch
Nitratreduktion + - + + + +
Indolbildung - - - - v v -
Caseinhydrolyse - - + - + - +
Gelatinehydrolyse - - - - - - +
Saurebildung
D-Arabinose + + + + + v -
D-Ribose + + - v + + +
D-Adonitol - + - - - - -
L-Rhamnose + + + + v v -
Inositol + - - - - - -
D-Sorbitol +1 + - - + - -
Methyl-aD-mannopyranosid +1 + - - - - -
N-Acetylglucosamin + + + + + + -
Inulin + + - + + + +
D-Melezitose + + + + + + -
Xylit + - - - + - -
D-Fucose - - + - - - -
L-Fucose 4= + - - v - -
D-Arabitol - + - - - - -
Kaliumgluconat + + + + - - +

* Daten aus den Neubeschreibungen der Stimme 2 Elo ef al. (2001),3 Berge et al. (2002), 4 Jin et al. (2011),
5 Hong et al. (2009), 6 Beneduzi et al. (2010), 7 Ash et al. (1993)

¢ Ergebnis positiv bei WS5169T und zwei weiteren Paenibacillus sp. nov. Stimmen

# Ergebnis positiv bei WS5169T und einem weiteren Paenibacillus sp. nov. Stamm
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5.1.3 Chemotaxonomische Charakterisierung

Fiir die chemotaxonomischen Charakterisierung wurde die Zellwandstruktur des Stamms
WS5169T mit diagnostischer Diaminosiure und Peptidoglycantyp analysiert, die
respiratorischen Chinone und polaren Lipide bestimmt. Aulerdem wurde das Profil zelluldrer
Fettsduren des Stamms WS5169 und aller Referenzen untersucht. Alle Versuche wurden

vom Identifizierungsdienst der DSMZ durchgefiihrt.

Nach der Totalhydrolyse des Zellmaterials von Paenibacillus sp. nov. WS5169" wurden die
Hydrolysate durch Diinnschichtchromatographie (DC) auf Anwesenheit von Dpm-Isomeren
gepriift. Dabei wurde meso-Dpm als diagnostische Diaminosdure des Peptidoglycans
identifiziert. Das Auftreten von meso-Dpm wurde bisher lediglich fiir den Peptidoglycantyp
Aly und drei Variationen des Typs A4y beschrieben. Diese Variationen wurden jedoch nur
bei Stimmen der Gattungen Brachybacterium, Devriesae und Dermabacter nachgewiesen,
die zur Familie der Dermabacteraceae gehoren. Aufgrund der phylogenetischen Zuordnung
des Stamms WS5169" konnte der Peptidoglycantyp A4y somit ausgeschlossen werden.
Paenibacillus sp. nov. besitzt daher mit groer Wahrscheinlichkeit den Peptidoglycantyp

Aly, mit direkt quervernetzter meso-Dpm (Schumann, 2011).

Bei der Analyse der respiratorischen Chinone wurde MK-7 mit 100 % als einziger Vertreter
ausgemacht. Die Analyse der polaren Lipide von Stamm WS5169" zeigte das Vorkommen
sieben verschiedener Komponenten (Abbildung 25): Diphosphatidylglycerol als
Hauptbestandteil, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylethanolamin, drei verschiedener

Aminolipide, sowie eines weiteren Lipids.

L
DPG
PG - 8
‘ "PE
B PNI
& PN2

Abbildung 25 Polare Lipide des Stammes Paenibacillus sp. nov. WS5169T, aufgetrennt in 2-dimensionaler
Diinnschichtchromatographie. DPG: Diphosphatidylglycerol; PG: Phosphaditylglycerol, PE: Phosphatidyl-
ethanolamin; PN: Aminolipid; L: Lipid.
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Die zelluldren Fettsiuren wurden parallel zu Stamm WS5169" auch fiir alle Referenzen
bestimmt (Tabelle 14). Die drei wichtigsten zelluliren Fettsiuren des Stamms WS5169T
waren dabei anteiso-Cis:o (39,0%), aber auch is0-Ci4:0 (22%) und iso-Cie:0 (11,5%). Weitere
14 Fettsduren wurden detektiert, von denen jedoch nur die geséttigten, unverzweigten
Vertreter Cia.00, Ci5:.00 und Cis:00, sowie is0-Ciso und Cis:1 wllc Anteile von iber 2 %
erreichten.

Tabelle 14 Profil zellulirer Fettsiuren des Stammes WS5169T im Vergleich zu den Typstimmen ausgewihlter
Paenibacillus Spezies. Stimme: 1 Paenibacillus sp. nov. WS5169T; 2 Paenibacillus borealis DSM 13188T;
3 Paenibacillus jilunlii DSM 230197, 4 Paenibacillus graminis DSM 152207, 5 Paenibacillus riograndensis

DSM 281597, 6 Paenibacillus sonchi LMG 24727%; 7 Paenibacillus polymyxa DSM 367. andere: is0-Cis.0 2-OH
und/oder C16:107C; fett: die drei hdufigsten zelluldren Fettsduren; N.D. nicht detektiert.

Fettsdure 1 2 3 4 5 6 7

gesittigt, unverzweigt

Cio:00 0,2 0,3 N.D. N.D. 0,2 N.D. N.D.
Ci2:00 0,3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,6 0,2
Ci3:00 0,3 N.D. 0,3 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cia:00 4,4 11,1 4,9 5,1 8,4 7,4 2,4
Cis:00 4,8 0,5 4,9 2,9 0,5 1,1 0,7
Cie00 6,3 17,1 9,9 11,4 14,9 18,1 10,6
Ci7.00 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0,3
Cis:00 N.D. N.D. 0,2 0,3 N.D. N.D. N.D.
gesittigt, verzweigt (iso)

150-Ci2:0 N.D. N.D. 0,2 0,3 N.D. N.D. N.D.
15s0-Ci3:0 0,3 N.D. 0,3 0,2 N.D. N.D. N.D.
150-Ci4:0 22,2 4,4 19,9 22,5 5,0 4,6 2,4
1s0-Cis,o 2,4 8,1 3,8 2,5 7,9 8,2 8,4
150-Cig:0 11,5 8,8 10,4 14,2 10,0 8,7 9,3
15s0-Ci7:0 N.D. 1,4 0,2 N.D. 1,5 1,9 4,1
gesittigt, verzweigt (anteiso)

anteiso-Ci3: 0,6 N.D. 1,0 0,9 0,3 N.D. N.D.
anteiso-Cis:o 39,0 44,7 42,0 37,1 48,1 47,1 49,5
anteiso-Ci7. 0,9 2,3 0,6 0,6 2,8 2,4 9,5
ungesittigt

Cie1 @7¢ Alkohol 1,7 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0,4
Cisiollc 4,4 1,1 0,3 0,5 N.D. N.D. 2,7
Cig1@9c 0,4 N.D. 0,4 0,5 N.D. N.D. N.D.
andere 0,5 N.D. 0,6 0,7 N.D. N.D. N.D.
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Die {brigen Fettsduren waren lediglich in Spuren vorhanden. Die grofBiten
Ubereinstimmungen der Fettsdureprofile traten mit P.jilunlii und P. graminis auf.
Wesentliche Unterschiede dagegen fanden sich im Vergleich mit den anderen Referenzen vor
allem bei den Fettsduren Cis:00 und anteiso-Ciso, die im Stamm WS5169" nur in geringeren
Mengen vorkamen, sowie der Fettsdure iso-Ci40, deren Anteil in Paenibacillus sp. nov.
gegeniiber P. borealis DSM 13188"; P. riograndensis DSM 28159", P. sonchi LMG 247277
und P. polymyxa DSM 36" bis zu sechs Mal héher lag.

Nach Fertigstellung aller Versuche zur Neubeschreibung, wurde die Charakterisierung einer
weiteren, neuen Art, Paenibacillus silagei, publiziert (Tohno et al., 2016). Thre 16S rRNA
Sequenz zeigt eine Ubereinstimmung von 99,7 % mit dem Typstamm der hier beschriebenen
Spezies Paenibacillus sp. nov. WS5169'. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei beiden
Stimmen um Vertreter der identischen Art handelt. Ein Genom zur Speziesabgrenzung
mittels genetischer Merkmale ist nicht verfligbar (Stand Juli 2017). Auch eine
Gegeniiberstellung aller phénotypischen und chemotaxonomischen Merkmale, die fiir eine
abschlieBende Beurteilung nétig ist und eine Wiederholung der Versuche in Einbeziehung
von P silagei LOOC 204" als Referenz erfordert, war im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht mehr méglich.

5.2 Beschreibung einer potentiell neuen Gattung

Bei der Biodiversititsanalyse psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch wurden aus
4 Proben von 3 Herstellern insgesamt sieben Isolate gewonnen, die zwar der identischen
Spezies angehorten, deren 16S rRNA jedoch weniger als 95 % Sequenziibereinstimmung mit
allen bereits beschriebenen Taxa zeigte. Damit handelte es sich bei den Isolaten um Vertreter
einer potentiell neuen Gattung, die im Rahmen dieser Arbeit in einem polyphasischen Ansatz
genetisch, morphologisch, physiologisch, biochemisch und chemotaxonomisch charakterisiert
wurde. Je Rohmilchprobe wurde ein Stamm fiir die Versuche ausgewdhlt, sodass alle

Merkmale fur vier Vertreter des Taxons erfasst wurden.

5.2.1  Genetische und phylogenetische Charakterisierung

Um vier Stimme der neuen Gattung (WS5173T, WS5174, WS1574, WS51759)
phylogenetisch einzuordnen, wurden zunichst ihre anndhernd vollstindigen 16S rRNA
Sequenzen bestimmt (1346 nt). Untereinander lag die Ubereinstimmung der vier Stimme
dabei mit maximal 4 Nukleotiden Unterschied zwischen 99,6 und 99,9 %. Mittels RAPD-

Typisierung wurde sichergestellt, dass es sich um vier verschiedene Stimme handelt. Ein
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Abgleich der WS5173T Sequenz mit der Datenbank EzTaxon, ergab die hochsten Hitwerte fiir
P. aestuarii CJ25T (95,2%), Paenibacillus marchantiophytorum R55 (94,9 %), Paenibacillus
gansuensis B518T (94,7 %), Paenibacillus ehimensis KCTC 3748 (94,5 %) und
Paenibacillus tianmuensis B27 rmA" (94,3 %). Obwohl sich unter den ersten 30 Treffern
ausschlieBlich Paenibacillus spp. fanden, betrug die Sequenziibereinstimmung mit deren
Typspezies P. polymyxa lediglich 92,2 % und war vergleichbar mit den Hitwerten gegeniiber
Typstimmen anderer Gattungen der Paenibacillaceae, wie Fontibacillus aquaticus
GPTSA19" (93,4 %), Cohnella thermotolerans CCUG 47242" (91,9%) oder Saccharibacillus
sacchari DSM19268" (91,8 %). Die Ahnlichkeit der 16S rDNA zwischen WS5173T und den

tibrigen Genera dieser Familie lagen zwischen 85,7 % und 90,3 %.

Der Maximum-Likelihood-Baum in Abbildung 26 zeigt die phylogenetische Zuordnung der
neuen Gattung unter Einbeziechung der 25 Spezies mit der hochsten 16S rRNA
Ubereinstimmung (nach EzTaxon), sowie der Typstimme aller Gattungen der Familie
Paenibacillaceae und Bacillus subtilis DSM 10T als Outgroup. Dabei bildeten die vier
Stimme WS6173T, WS5174, WS5175 und WS5176 eine eigenstindige, klar abgegrenzte
phyletische Linie, die durch sehr hohe Bootstrapwerte unterstiitzt wurde. Auffillig in Bezug
auf die Topologie des Baumes ist die Lage der Typstimme einiger Gattungen, wie Cohnella,
Fontibacillus oder Marinicrinis, die dhnlich dem neuen Genus zwischen Paenibacillus
Spezies verteilt auftraten. F. aquaticus GPTSA 197 lag dabei sogar innerhalb eines Clusters
mit P. polymyxa ATCC 842", Auf Basis der phylogenetischen Zuordnung und der 16S rRNA
Sequenziibereinstimmung wurden P. aestuarii DSM 238617 (Bae et al., 2010) als nichst
verwandte Spezies, sowie die Typstdimme der drei am ndchsten verwandten Gattungen,
P. polymyxa DSM 36" (Claus und Berkeley, 1986; Ash et al., 1993) C. thermotolerans
DSM 17683" (Kémpfer et al., 2006) und F. aquaticus DSM 17643" (Saha et al., 2010) als

Referenzen ausgewahlt.
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0,02

52 100

99 Paenibacillus frigoriresistens YIM016T (JQ314346)
Paenibacillus alginolyticus DSM 50507 (D78465)
59 Paenibacillus chondroitinus DSM 50517 (D82064)
98 Paenibacillus pocheonensis Gsoil1 1387 (AB245386)
53 Paenibacillus marchantiophytorum R55T (KP056549)
— Paenibacillus pectinilyticus RCB-08T (EU391157)
99 Paenibacillus aestuarii CJ25" (EU570250)
Gen. nov. sp. nov. WS51737
Gen. nov. sp. nov. WS5176
Gen. nov. sp. nov. WS5175
671 Gen. nov. sp. nov. WS5174
Paenibacillus chitinolyticus NBRC15660T (BBJT01000029)
Paenibacillus swuensis DY 6T (JQ958374)
98- Paenibacillus gansuensis B518T (AY839866)
Paenibacillus koreensis YC300T (AF130254)
Paenibacillus ehimensis KCTC 37487 (AY 116665)
Paenibacillus elgii SD17T (AY090110)
Paenibacillus tianmuensis B27 rrnAT (FJ719490)
Paenibacillus soli DCY03T (DQ309072)
Paenibacillus rigui WPCB173T (EU939688)
Paenibacillus chinjuensis WN9T (AF164345)
Paenibacillus mucilaginosus VKPM B-7519T (FJ039528)
Paenibacillus filicis S4T (GQ423055)
Cohnella thermotolerans CCUG472427 (AJ971483)
Paenibacillus medicaginis CC-Alfalfa-19T (KF974436)
Paenibacillus tibetensis SSB0O01T (KM522843)
Paenibacillus borealis DSM 131887 (CP009285)
Paenibacillus lactis MB 18717 (AY257868)
Paenibacillus polymyxa ATCC 8427 (AFOX01000032)
Fontibacillus aquaticus GPTSA19T (DQ023221)
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58

— Paenibacillus ginsengarvi Gsoil 1397 (AB271057)

100 52 Thermobacillus xylanilyticus XET (AJ005795)

83

Ammoniibacillus agariperforans FAB2T (AB745450)
Paenibacillus senegalensis JC66T (JF824808)
Marinicrinis sediminis NC2-427 (KR604722)
Saccharibacillus sacchari DSM19268T (KK073875)

100 : Oxalophagus oxalicus DSM 55037 (Y14581)
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Abbildung 26 Maximum-Likelihood-Baum, basierend auf der fast vollstindigen 16S rRNA Sequenz
(1346 Nukleotidpositionen) zur phylogenetischen Einordnung der vier Gen. nov. sp. nov. Stimme WS5173T,
WS5174, WS5175, WS5176 und der Typstimme der 25 am néchsten verwandten Spezies, aller Gattungen der
Familie Paenibacillaceae und Bacillus subtilis DSM 10T als Outgroup. Bootstrapwerte >50 % bei 1000
Replikationen werden in Prozent an den entsprechenden, internen Knoten angegeben. Accession Nummern der

Ammoniphilus oxalaticus RAOx1T (Y14578)

Brevibacillus brevis NBRC 15304T (AB271756)

Aneurinibacillus aneurinilyticus ATCC 12856T (KE952670)

Bacillus subtilis DSM 10 T(AJ276351)

Sequenzen sind in Klammern angefiihrt. Balken: 0,02 Substitutionen je Nukleotidposition.
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5.2.2  Phinotypische und chemotaxonomische Charakterisierung

Um die potentiell neue Gattung genauer zu charakterisieren, wurde die mikroskopische und
makroskopische Morphologie sowie die Chemotaxonomie des Typstamms WS51737
untersucht. Fir die Erfassung intraspezifischer Unterschiede wurden auBlerdem
physiologische und biochemische Merkmale, sowie die zelluldren Fettsduren der vier Stimme
WS5173%, WS5174, WS5175 und WS5176 bestimmt und verglichen. Um die Gattung von
nahe verwandten Taxa abzugrenzen, wurden aulerdem die Fettsdureprofile der Typstdmme
P. aestuarii DSM 238617, P. polymyxa DSM 367, C. thermotolerans DSM 17683T und
F. aquaticus DSM 17643" analysiert und Daten aus deren Neubeschreibungen herangezogen.

Bei der potentiell neuen Gattung Gen. nov. sp. nov. WS5173" handelte es sich um ein Gram-
positives, bewegliches und sporenbildendes Bakterium. Die stibchenformigen, vegetativen
Zellen maflen 3,8 pm (2,7 — 5,7 um) in der Linge, 1,2 um (1,0 — 1,5 pm) in der Breite und
enthielten neben den subterminal lokalisierten, ellipsoiden Sporen keine weiteren zelluldren
Einschliisse (Abbildung 27). Der Stamm WS51737 bildete auf CASO-Agar innerhalb 3 d bei
30 °C runde, konvex und mukds wachsende, weille, glinzende Kolonien mit glattem Rand

und 1-2 mm Durchmesser.

Abbildung 27 Zellmorphologie von Gen. nov. sp. nov. WS5173T im Lichtmikroskop bei 100-facher
Vergroflerung. A Vegetative Zellen erreichen eine Grofle von 0,9 x 5,8 pm (TSB, 18 h, 30 °C, 250 rpm).
B Ellipsoide Sporen finden sich subterminal in nicht geschwollenen Sporangien (SM, 48 h, 30 °C).

In TSB proliferierte Gen. nov. sp. nov. bei Temperaturen von 4 — 35 °C, pH 6,0 — 9,0 und bis
zu 3,0 % NaCl, wobei der Stamm WS5176 mit <4 - 36°C ein minimal erweitertes
Temperaturspektrum tolerierte. Die Wachstumsoptima aller vier Stimme lagen bei 29 —
31 °C, pH 7,0 und einer NaCl-Konzentration von 0,5 % (geringste getestete Konzentration).
Die neue Gattung war obligat aerob, Katalase- und Oxidase-positiv. Aesculin wurde

hydrolysiert, Stirke, Casein, Gelatine und Harnstoff dagegen wurden nicht gespalten. Die
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Voges-Proskauer Reaktion fiel fiir drei der vier Stimme positiv aus und auch B-Galactosidase
wurde gebildet. Negativ dagegen waren die Tests auf Nitratreduktion, Citratmetabolisierung,
Bildung von Indol und H2S, sowie die Enzyme Arginindihydrolase, Lysindecarboxylase,
Ornithindecarboxylase und Tryptophandesaminase. Von 46 Subtraten wurden 20 zu Sduren
metabolisiert: Glycerin, D-Ribose, Methyl-D-xylopyranosid, D-Glucose, L-Rhamnose,
Methyl-aD-mannopyranosid, Methyl-aD-glucopyranosid, Amygdalin, Arbutyrin, Salicin, D-
Cellobiose, D-Maltose, D-Melibiose, D-Saccharose, D-Trehalose, D-Raffinose, Gentiobiose,
D-Turanose, D-Tagatose, L-Fructose. Ebenfalls positiv flir Sdurebildung wurden jeweils drei
der vier Stimme bei N-Acetylglucosamin und D-Arabinose getestet. Keine Sdure wurde
gebildet aus Erythritol, L-Xylose, D-Adonitol, L-Sorbose, Dulcitol, Inositol, D-Mannitol, D-
Sorbitol, D-Lactose, Inulin, D-Melezitose, Harnstoff, Glycogen, Xylit, D-Lyxose, D-Arabitol,
L-Arabitol. Drei von vier Stimmen bildeten ebenfalls keine S&ure aus L-Arabinose und
Kaliumgluconat. Nicht eindeutig war die Reaktion bei den Subtraten D-Fructose, D-Fucose,

D-Galactose, D-Mannose und D-Xylose.

Diskriminative morphologische und physiologische Merkmale des Stammes WS5173T im

Vergleich zu den Referenzstammen sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15 Diskriminative morphologische, physiologische, chemotaxonomische und genetische Merkmale des
Stammes Gen. nov. sp. nov. WS5173T und Typstimmen ausgewihlter Referenztaxa. Stimme:1 Gen. nov. sp.
nov. WS51737T; 2 Paenibacillus aestuarii DSM 238617; 3 Paenibacillus polymyxa DSM 367, 4 Cohnella
thermotolerans DSM 176837, 5 Fontibacillus aquaticus DSM 17643T; MK Menachinon; + positiv; - negativ;
N.D. nicht bestimmt.

Merkmal 1 2 3 4 5
morphologisch
Gram-Reaktion + +* - +* -
Beweglichkeit + +* +* - N.D.
physiologisch
anaerobes Wachstum - - + - +
Katalase + - + + -
Oxidase + + - + +
chemotaxonomisch
Chinone MK-7 (98%) MK-7%*z MK-7*1  MK-7 (98%)*  MK-7*%

MK-6 (2%) MK-6 (1%)

MK-8 (1%)

* Daten aus den Neubeschreibungen der Stimme 2 Bae et al. (2010), 3 Ash et al. (1993), 4 Kampfer et al.
(2006), 5 Saha et al. (2010)
1 als Hauptchinon, keine genaueren Angaben
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5.2.3 Chemotaxonomische Charakterisierung

Fiir die chemotaxonomische Charakterisierung des potentiell neuen Taxons wurden die
Zellwandstruktur, die respiratorischen Chinone und die polaren Lipide des Stammes
WS5273"7 bestimmt. AuBerdem bestimmt und verglichen wurde das Fettsiureprofil des

Typstamms WS5173T und aller Referenzen.

Nach der Totalhydrolyse des Zellmaterials von Gen. nov. sp. nov. WS5173" wurde mittels
DC meso-DPM als diagnostische Diaminosdure des Peptidoglycans ausgemacht. Diese
Diaminosédure wurde bisher lediglich in den zwei Peptidoglycantypen Aly und A4y detektiert.
Da A4y-Varianten mit meso-DPM als diagnostischer Diaminosédure bislang nur in der Familie
der Dermabacteraceae beschrieben wurde, ermdglichte die phylogenetische Zuordnung der
neuen Gattungen zu den Paenibacillaceae einen Ausschluss dieser Mureinstruktur. Gen. nov.
sp. nov. besitzt daher mit hoher Wahrscheinlichkeit den Peptidoglycantyp Aly mit direkt

vernetzter meso-DPM (Schumann, 2011).

Bei der Analyse der respiratorischen Chinone wurde im Stamm WS5173" neben MK-7
(98 %) auch ein geringer Anteil von MK-6 (2 %) detektiert. Die Untersuchung der polaren
Lipide zeigte die Pridsenz neun verschiedener Komponenten (Abbildung 28). Neben dem
quantitativ  bedeutendsten = Diphosphatidylglycerol =~ wurden  Phosphaditylglycerol,
Phosphatidylethanol-amin, drei verschiedene Aminolipide sowie drei weitere Lipide

detektiert.

¥
L1 {

L2

DPG

PE
PG

PN1

“PN2
PN3

Abbildung 28 Polare Lipide des Stammes Gen. nov. sp. nov. WS573T, aufgetrennt in 2-dimensionaler
Diinnschichtchromatographie. DPG: Diphosphatidylglycerol; PG: Phosphaditylglycerol, PE: Phosphatidyl-
ethanolamin; PN: Aminolipid; L: Lipid.
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Das zellulire Fettsiureprofil von WS5173T setzte sich aus insgesamt 15 Bestandteilen
zusammen Tabelle 16. Die zwei bedeutendsten Fettsduren waren dabei anteiso-Cis.o (44,7 %)
und is0-Cis:0 (18,2 %). Mit relativ hohen Anteilen von 9,4 und 8,0 % wurden auBlerdem Cis:0
und Cis.0 detektiert, wihrend alle anderen Fettsduren jeweils weniger als 3 % ausmachten und

so quantitativ eine untergeordnete Rolle spielten.

Tabelle 16 Profil zelluldrer Fettsiduren des Stammes WS5173T im Vergleich zu den Typstimmen ausgewéhlter
Referenztaxa. Stimme: 1 Paenibacillus sp. nov. WS5173"; 2 Paenibacillus aestuarii DSM 23861T;
3 Paenibacillus polymyxa DSM 367, 4 Cohnella thermotolerans DSM 17683, 5 Fontibacillus aquaticus
DSM 17643T. andere: is0-Cis, 2-OH und/oder C16:107C; fett: die drei hdufigsten zelluldren Fettsiduren; N.D.
nicht detektiert.

Fettsdure 1 2 3 4 5

gesittigt, unverzweigt

Cio:00 1,5 N.D. N.D. N.D. 0,2
Ci2:00 0,9 N.D. 0,2 N.D. 1,8
Ci4:00 1,8 3,0 2,4 1,1 8,0
Cis:00 8,0 0,8 0,7 0,9 0,5
Cie00 9,4 9,3 10,6 5,1 18,9
Ci7:00 0,9 N.D. 0,3 N.D. N.D.
gesittigt, verzweigt (iso)

150-Ci3.0 0,2 0,1 N.D. N.D. N.D.
150-Cis:0 2,1 8,0 2,4 2,7 1,1
150-Cis:0 18,2 10,7 8,4 1,1 5,8
150-Cis:0 6,1 13,1 9.3 35,0 8,5
150-Ci7:0 2,9 1,6 4,1 N.D. 7,8
gesittigt, verzweigt (anteiso)

anteiso-Cis.o 0,3 N.D. N.D. 0,3 0,3
anteiso-Cis:o 44,7 50,8 49,5 39,6 36,3
anteiso-Ci7. 1,8 2,5 9,5 7,3 10,5
ungesittigt

Cis1 @7¢c Alkohol N.D. N.D. 0,4 1,1 N.D.
Cis1ollc 1,3 0,2 2,7 0,9 N.D.
Ci7.1 6¢ N.D. N.D. N.D. 1,2 N.D.
Cig1o7c N.D. N.D. N.D. 33 N.D.
andere* N.D. N.D. N.D. 04 04

GroBe Unterschiede im Vergleich zu Referenzstimmen wies WS5173" bei den Fettsiuren
Cis:00 und 1s0-Cis.0 auf, die hier bis zu zehnfach hohere Anteile erreichten, wihrend anteiso-

Ci17.0 mit 1,8% sehr selten auftrat. Auch die Referenzstimme besallen in ihrem
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Fettsdureprofil mindestens ein Alleinstellungsmerkmal. So traten bei P. aestuarii
DSM 23861" und C. thermotolerans DSM 176837 die iso-Fettsduren iso-Cis:0 und iso-Cie:o,

bei F aquaticus die geradkettigen Ci4:.0 und Cieo in auffdllig hohen Konzentrationen auf.

Nach Abschluss der Versuche wurde die Neubeschreibung der Spezies Paenibacillus
eucommiae publiziert (Fang et al., 2017), deren fast vollstindige 16S rRNA zu 99,9 % mit der
des Stamms WS5173" {ibereinstimmt, sich lediglich um ein Nukleotid unterscheidet. Ein
komplettes Genom von P. eucommiae fiir einen detaillierteren Vergleich ist nicht hinterlegt
(Stand Juli 2017) und auch die direkte Gegeniiberstellung physiologischer Merkmalen unter
identischen Versuchsbedingungen fehlt fiir die endgiiltige Bewertung. Aufgrund der extrem
hohen Sequenzdhnlichkeit ist jedoch davon auszugehen, dass es sich bei den Stdmmen
WS5173T, S5174, WS5175, WS5176 und P. eucommiae CPCC 100226" um Vertreter der
identischen Spezies handelt. Eine Zuordnung zur Gattung Paenibacillus wird durch die Daten

dieser Studie nicht unterstutzt.

DISKUSSION

1 Hitzeresistente Mikrobiota von Rohmilch

Rohmilch stellt eine potentielle Quelle von hitzeresistenten Bakterien, den High G+C Gram-
positiven Keimen und psychrotoleranten Sporenbildnern in ESL-Milch dar. Obwohl es
unzdhlige Studien zur Rohmilchmikrobiota gibt, beschéftigen sich nur wenige davon mit
diesen Bakteriengruppen. Um die Rolle der Rohmilchspezies fiir die Kontamination des
Endprodukts zu erfassen wurden im Rahmen dieser Arbeit daher sowohl ihre Prévalenz als

auch Biodiversitidt umfassend untersucht.

1.1 Priivalenz hitzeresistenter Bakterien in Rohmilch

Die Keimzahlen High G+C Gram-positiver Keime wurden nach kurzzeitiger Erhitzung der
Rohmilch auf 75 °C bestimmt. Da hohe Konzentrationen thermodurer Keime hiufig mit einer
mangelhaften Melksystemhygiene assoziiert werden, dienen ihre Zahlen unter anderem als
Qualitiatsmarker (Reinemann et al., 2003; Gleeson et al., 2013). Sie lagen bei durchschnittlich
3,9 log KbE/mL und damit knapp unterhalb des amerikanischen Grenzwerts von 4,0 log
KbE/mL (Vithanage et al., 2016). In vielen Studien wurde der Gehalt thermodurer Keime

nach 30-miniitiger Erhitzung auf 63 °C ermittelt und schwankte danach zwischen 2,0 und
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3,0 log KbE/mL (Bava et al., 2009; Gleeson et al., 2013; Buehner et al., 2014; O’Connell et
al., 2016). Neben den Zahlen High G+C Gram-positiver Keime wurde in der vorliegenden
Arbeit auch der Gehalt an Sporenbildnern bestimmt. Vor allem die Konzentrationen
psychrotoleranter Sporen waren dabei extrem gering und lagen bei durchschnittlich
0,57 MPN/mL (<0,02 - 16,00 MPN/mL). Diese Werte stimmen mit fritheren Berichten
iiberein, in denen ebenfalls grole Schwankungen auftraten und, abhédngig von der
Messmethode, zwischen 0,0011 und 6,300 Sporen/mL detektiert wurden (McKinnon und
Pettipher, 1983; Meer et al., 1991; Mayr et al., 1999; McGuiggan et al., 2002; Masiello ef al.,
2014). Auch die durchschnittliche Konzentration mesophiler Sporenbildner, die mit
90 KbE/mL um ein 150-faches hoher lag als die der psychrotoleranten Spezies, entspricht
bereits veroffentlichten Zahlen (Slaghuis ef al., 1997; Jackson et al., 2012; Miller et al.,
2015a).

Wihrend fiir die High G+C Gram-positiven Keime und mesophilen Sporenbildner kein
saisonaler Einfluss auf die Prdvalenz in Rohmilch festgestellt wurde, so war der Gehalt
psychrotoleranter Sporenbildner durchaus jahreszeitlichen Schwankungen ausgesetzt. Vor
allem im Sommer und frithen Herbst (Juli-September) kam es zu einer Abnahme, nicht nur
der Sporenzahlen, sondern auch der Schwankungen zwischen den einzelnen Proben. Im
August und September war die Abnahme im Vergleich zum Friihling (Mérz) und den
Wintermonaten Dezember und Januar signifikant (p<0,05) und auch wenn in anderen
Monaten aufgrund der groBen Schwankungen zwischen einzelnen Proben keine Signifikanz
vorlag, so wurde der Trend dennoch in zwei aufeinanderfolgenden Analysejahren bestitigt.
Auch die fehlende Saisonalitit mesophiler Sporenbildner stiitzt das Ergebnis, da ihre Zahlen
aus den gleichen Rohmilchproben bestimmt wurden und somit die generelle Milchqualitét als
Ursache fiir die Schwankungen auszuschlieBen ist. Bisher konzentrierten sich Analysen
jahreszeitlicher Schwankungen meist auf mesophile Sporenbildner (McKinnon und Pettipher,
1983; McGuiggan et al., 2002; Buehner ef al., 2014) oder mesophile Vertreter der B. cereus
Gruppe (Vissers et al., 2007; Bartoszewicz et al., 2008) und lediglich drei Studien befassten
sich mit der Saisonalitdt psychrotoleranter Sporenbildner (McKinnon und Pettipher, 1983;
Sutherland und Murdoch, 1994; McGuiggan et al., 2002). Die Ergebnisse dabei waren nicht
einheitlich. Wahrend McGuiggan et al. (2002) zwar von Mai bis Juni geringere Sporenzahlen
feststellten, waren diese jedoch nicht mit der meteorologischen Temperatur oder relativen
Feuchtigkeit assoziiert. In der Studie von McKinnon und Pettipher (1983) wurden
Sporenzahlen von 14 Hofen in Sommer und Winter ohne signifikante Unterschiede

verglichen. Sutherland und Murdoch (1994) dagegen postulierten hohe Konzentrationen
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psychrotoleranter Sporen im Sommer und frithen Herbst, wihrend die Zahlen im Winter unter
das Detektionslimit absanken. Die gegensétzlichen Daten sind auf die Vielzahl moglicher
Kontaminationsquellen im Hof- und Molkereiumfeld zuriickzufiihren, die abhingig von
geographischer Lage, wechselndem Hofmanagement und Melkpraxis groen Schwankungen
unterliegen. Eine Hauptquelle psychrotoleranter Sporen im Stall ist die Einstreu (Magnusson
et al., 2007a; Magnusson et al., 2007b), mit der das Vieh in den Wintermonaten vermehrt in
Kontakt kommt. Doch auch das Futter ist eine typische Quelle (Te Giffel ef al., 2002; Vissers
et al., 2007). Liegen hohe Sporenzahlen z.B. in der Silage vor, so werden sie im Fézes
ausgeschieden, kontaminieren die Euteroberfliche und gelangen dariiber in die Milch
(Magnusson et al., 2007a). Erhohte Sporenzahlen in Winter und Friihling konnen auf den
geringeren Temperaturen basieren, die die Proliferation der Begleitmikrobiota hemmen und
damit das Wachstum psychrotoleranter Sporenbildner im Hofumfeld und in der Rohmilch
fordern. Dafiir spricht auch die Beobachtung von Vithanage et al. (2016), dass die Zahlen
psychrotoleranter Keime in den australischen Wintermonaten Mai bis August um etwa
1 log KbE/mL anstiegen. Die Tatsache, dass identische Spezies psychrotoleranter
Sporenbildner unabhingig von der Jahreszeit in allen Milchproben detektiert wurden, deutet
zusitzlich auf einen ganzjihrig gleichbleibenden Ursprung hin, an dem sie lediglich im

Winter hohere Zahlen erreichen.

1.2 Biodiversitit hitzeresistenter Bakterien in Rohmilch

In umfassenden Analysen wurde die Diversitit High G+C Gram-positiver Keime und
psychrotoleranter Sporenbildner bestimmt. Fiir die Biodiversititsstudien High G+C Gram-
positiver Bakterien wurden insgesamt 318 Isolate aus elf kurzzeiterhitzen Rohmilchproben
identifiziert. Mit 12 Gattungen wiesen diese eine beachtliche Diversitit auf. Quantitativ
bedeutend war dabei das Genus Microbacterium, das alleine fast 90 % aller Isolate ausmachte
und damit eine auflerordentliche Dominanz aufwies. Als Umweltkeim findet es meist {iber
Heu, Staub oder das Melksystem Eintrag in die Rohmilch (Vacheyrou et al., 2011) und wird
als wichtiger Teil der Rohmilchmikrobiota beschrieben (Champagne et al., 1994; Vithanage
et al., 2016; 2017). Andere Vertreter der Actinobacteria wie Kocuria, Arthrobacter,
Corynebacterium oder Micrococcus, die in der Regel ebenfalls einen signifikanten Teil der
Rohmilchmikrobiota stellen (Hantsis-Zacharov und Halpern, 2007; Raats et al., 2011; Braem
et al., 2012; Weber et al., 2014; Miller et al., 2015b) und nach Rodrigues et al. (2017) sogar
zum Core-Mikrobiom zdhlen, wurden hier nur vereinzelt isoliert. Sie machten lediglich 0,6 —

1,6 % der Stichprobe aus. Zuriickzufiihren ist dies zum Teil auf natiirliche Unterschiede in der
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mikrobiellen Zusammensetzung, die abhingig von Saison, Hof-, Melksystems- und
Tankmikrobiota stark fluktuiert (Raats et al., 2011; Vacheyrou et al., 2011; Mallet et al.,
2012; Vithanage et al., 2016; Doyle et al., 2017). Entscheidend jedoch ist, dass die
Milchproben in anderen Studien nicht oder lediglich auf 63 °C erhitzt wurden und damit auch
hitzesensitivere Spezies erfasst wurden, die hochstwahrscheinlich bei der Kurzzeiterhitzung
auf 75 °C in dieser Studie und auch bei der Pasteurisierung im Unternehmen groftenteils
inaktiviert werden. Microbacterium und vor allem Microbacterium lacticum sind bekannt fiir
ihre hohe Hitzeresistenz (Bramley und McKinnon, 1990; Meer et al., 1991; Fromm und Boor,
2004). Tatsdachlich wurden ganze 115 Isolate dieser Spezies zugeordnet, die damit als
potentielle Kontaminante von BF+PAST und MF+PAST Milch von besonderer Bedeutung

ist.

Die Identifizierung von 2791 [Isolaten psychrotoleranter Sporenbildner aus 28
Rohmilchproben zeigte ebenfalls eine breite Biodiversitit. Insgesamt 56 Spezies aus neun
Gattungen wurden detektiert. Das bedeutendste Genus dabei war Paenibacillus, das 84 % der
Stichprobe ausmachte und mit 31 verschiedenen Spezies vertreten war und auch Bacillus
wurde héufig isoliert. Bereits in fritheren Studien wurden beide Gattungen als wichtige
Vertreter psychrotoleranter Sporenbildner im Molkereiumfeld postuliert und auch andere
Genera dieser Studie, wie Viridibacillus und Lysinibacillus, gehdren zur bekannten
Rohmilchmikrobiota (Coorevits et al., 2008; Ivy et al., 2012; Masiello ef al., 2014; Miller et
al., 2015b) Auch auf Speziesebene kam es zur klaren Dominanz einer einzigen Gruppe. Fast
die Halfte aller Isolate gehorte dem Spezieskomplex P. amylolyticus/xylanexedens an,
wihrend ein Grofteil der iibrigen Arten jeweils weniger als 1 % der Stichprobe ausmachte.
Unebene Haiufigkeitsverteilungen wie diese sind typisch fiir die Rohmilchmikrobiota
(Rasolofo et al., 2010; Delavenne et al., 2011; Quigley et al., 2013a; Von Neubeck et al.,
2015). Auch im Zusammenhang mit psychrotoleranten Sporenbildnern beschreiben Ivy et al.
(2012), dass sechs verschiedene Spezies (B. cereus sensu lato, Bacillus licheniformis,
B. pumilus, P. odorifer, P. amylolyticus/xylanexedens, Paenibacillus graminis) bereits mehr
als 80 % aller Isolate ausmachten. Die klare Dominanz einer einzigen Art wie in dieser Studie
ist dennoch auffillig und belegt deren hervorragende Anpassung an das Rohmilchumfeld. Mit
13,5 % gehorte ein groBer Anteil der Isolate bisher nicht beschriebenen Taxa an. 20 potentiell
neue Spezies und sogar drei potentiell neue Gattungen wurden detektiert. Dies entspricht auch
den Ergebnissen anderer Biodiversititsstudien (Hantsis-Zacharov und Halpern, 2007;
Coorevits et al., 2008; Vithanage et al., 2016). Die Autoren hier schlossen daraus, dass die

Rohmilchmikrobiota immer noch zu wenig erforscht ist und tatsdchlich gibt es bisher keine
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Studie, welche die sporenbildende Mikrobiota in vergleichbarer Tiefe und Stichprobengrofie
untersucht. Vielmehr wurden sie bisher lediglich als Teil der Gesamtmikrobiota bestimmt, wo
sie quantitativ eine untergeordnete Rolle spielen. So wurden auch zwei der hdufigsten Spezies
Paenibacillus sp. nov. 1 und Paenibacillus sp. nov. 2 bisher noch nicht beschrieben, obwohl
sie  aufgrund ihrer Prdvalenz  durchaus technologische Relevanz  besitzen.
B. mycoides/weihenstephanensis, die als psychrotolerante Vertreter der B. cereus Gruppe als
wichtige sporenbildende Spezies in Rohmilch gelten (Meer et al., 1991; Lechner et al., 1998;
Lin et al., 1998; PaCova et al., 2003; Coorevits et al., 2008; Vithanage et al., 2016), wurden in
dieser Studie dagegen lediglich 17 Mal isoliert. Ein bedeutender Eintrag von Sporen aus der

Rohmilch in das Endprodukt erschien damit unwahrscheinlich.

2 Mikrobiota und Verderb baktofugierter und mikrofiltrierter ESL-Milch

2.1  Potential der Herstellungsverfahren zur Abtrennung von Mikroorganismen

Das technologische Potential von Herstellungsverfahren definiert sich {iiber die
Abtrennleistung produktspezifischer Problemkeime. Bei BF+PAST und MF+PAST Milch
sind dies vor allem hitzeresistente und psychrotolerante Mikroorganismen, die einerseits das
Potential haben die Pasteurisierung zu tiberdauern und andererseits wéihrend der Kiihllagerung

hohe Keimzahlen erreichen und somit zum Produktverderb fiihren.

Da zur Reduktion vegetativer Zellen im MF+PAST Prozess bereits eine Vielzahl von Studien
existiert, wurde das technologische Potential gezielt im Hinblick auf die Abscheidung
psychrotoleranter Sporenbildner untersucht. In sechs Stufenkontrollen wurde dabei die
Abtrennleistung jedes einzelnen Verarbeitungsschritts analysiert. Der gesamte Prozess,
zusammengesetzt aus Separation, Mikrofiltration, Hocherhitzung des Rahms bzw. der Rahm-
Retentat-Suspension und Pasteurisierung erreichte dabei eine Reduktion der Sporenlast um
mindestens 3,9 log-Stufen. Damit liegt die Sporenabtrennung zwar unterhalb der Werte fiir
vegetative Zellen, die sich zwischen 4,6 und 5,6 log-Stufen bewegt (Elwell und Barbano,
2006; Schmidt et al., 2012; Caplan und Barbano, 2013; Fernandez Garcia und Riera
Rodriguez, 2014), ist jedoch trotzdem als sehr effizient einzustufen. Ausgehend von der
durchschnittlichen Sporenzahl von 570 MPN/L Rohmilch wird ihr Gehalt auf 0,05 Sporen/L
reduziert, sodass rein rechnerisch lediglich jede zwanzigste Packung eine einzige Spore

enthalten sollte.
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Den grofiten Beitrag zur Sporenabtrennung leistete mit durchschnittlich 2,2 log-Stufen die
Mikrofiltration. Vor allem im Hinblick auf die geringe Sporenlast ist dies durchaus
beachtlich, bleibt jedoch ebenfalls hinter den Werten fiir vegetative Zellen zuriick, fiir die eine
Reduktion von 3,7 - 6,0 log-Stufen postuliert wurde (Pafylias et al., 1996; Barbano et al.,
2006; Elwell und Barbano, 2006; Schmidt et al., 2012; Caplan und Barbano, 2013; Ribeiro et
al., 2017). Zuriickzufiihren ist dies, zumindest zum Teil, auf die PartikelgroBBe. Wahrend
vegetative Zellen, vor allem Gram-negative und Gram-positive Stibchen, teilweise mehrere
um grofl sind und durch die keramischen Filter mit 1,4 pm weiten Poren zuriickgehalten
werden, messen Sporen aullerhalb der Mutterzelle lediglich 1,0 - 1,7 x 0,5 - 0,9 um (Carrera
et al., 2008; Orsburn et al., 2008), sodass eine Permeation moglich ist. Ein groBenspezifischer
Effekt wurde bereits fiir verschiedene andere Zellpopulationen postuliert (Trouvé et al., 1991;
Schmidt et al., 2012). Die Verringerung der Porengréfle auf z.B. 0,8 um, die in Spiking-
Versuchen mit Sporen von Bacillus anthracis im Vergleich zur 1,4 um Membran einen
Effizienzgewinn von 2 log-Stufen brachte, ist jedoch im Industriemafstab unvorteilhaft, da
eine verstdarkte Retention von Produktpartikeln wie z.B. Casein und Fett zu verringertem
Durchfluss und zu unwirtschaftlich verkiirzten Prozesslaufzeiten fiihrt (Pafylias et al., 1996;
Guerra et al., 1997; Tomasula et al., 2011). Daten zur Abtrennung von Sporen, die
natiirlicherweise in Milch vorliegen, gibt es bisher nicht. In Spiking-Versuchen, bei denen
Milch mit Clostridium tyrobutyricum oder B. anthracis in Konzentrationen von 3 -
6 log Sporen/mL beimpft wurde, lagen die Werte jedoch ebenfalls hoher als in dieser Studie
und schwankten zwischen 3,0 und 4,5 log-Stufen (Trouvé et al., 1991; Tomasula et al., 2011).
Bei den hier eingesetzten Sporenzahlen kann es zum Aneinanderhaften einzelner Partikel
kommen und der Retentionsanteil im Vergleich zu vorliegender Studie verbessert werden
(Maubois, 2002). Aufgrund experimenteller Einschrankungen ist jedoch auch eine
Unterschitzung der tatsdchlichen Abtrennleistung moglich. Einerseits wurden zwei
Permeatproben bereits nach kurzer Prozesslaufzeit gezogen, sodass sich zum Zeitpunkt der
Probenahme evtl. noch keine Deckschicht gebildet hatte, die die Retention unterstiitzen kann
(Madec et al.,, 1992). Andererseits lagen die Sporenkonzentrationen im Permeat zweier
Stufenkontrollen unter der Detektionsgrenze von 0,08 bzw. 0,06 Sporen/L, sodass die
tatsdchliche Abtrennung nicht vollstindig quantifiziert werden konnte. Die 2,2 log-Stufen
bilden somit einen Mindestwert der Abtrennleistung. In den beiden Prozessen, die eine
uneingeschrinkte Erfassung der Mikrofiltrationseffizienz ermdglichten, lagen die Werte bei

2,7 und sogar 3,1 log-Stufen.
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Im MF+PAST Prozess trugen Separation und Pasteurisierung jeweils 0,9 und 1,2 log-Stufen
zur Sporenabtrennung bei. Auch wenn die Separation nicht zur Keimabscheidung, sondern
ausschlieBlich zur Trennung von Rahm und Magermilch eingesetzt wird, so ist doch bekannt,
dass auch bei der natiirlichen Aufrahmung von Milch mehr als 80 % aller Keime, also in etwa
0,9 log-Stufen, in der Rahmphase verbleiben (Dellaglio ef al., 1969; Caplan und Barbano,
2013). Die anschlieBende Hocherhitzung des Rahms bzw. der Rahm-Retentat-Suspension
inaktiviert die abgetrennten psychrotoleranten Sporen dann quantitativ (Meer et al., 1991),
sodass sie auch nach der Fetteinstellung keine Rolle mehr fiir den Produktverderb spielen. Die
Pasteurisierung sollte auf Sporen keinen Effekt haben (Novak et al., 2005; Tomasula et al.,
2011), eliminierte in dieser Studie jedoch weitere 1,2 log-Stufen. Zuriickzufiihren ist dies auf
die oben erwédhnte Unterschitzung der Mikrofiltrationsleistung in zwei Stufenkontrollen. Da
die Beprobung pasteurisierter Milch zu einem spdteren Zeitpunkt nach Bildung der
Deckschicht ~und  voll  funktionaler = Mikrofiltration  erfolgte,  wurde  die
Pasteurisierungseffizienz in diesen Chargen mit 1,4und 2,2 log-Stufen wahrscheinlich
iiberschitzt. In allen anderen Produktionen leistete sie keinen Beitrag zur Sporenreduktion.
Vegetative Zellen werden bei der Pasteurisierung im MF-Prozess in der Regel um 0,5 -

1,8 log-Stufen verringert (Elwell und Barbano, 2006; Caplan und Barbano, 2013).

Da fiir den Baktofugationsprozess kaum Daten publiziert sind, wurde die Abtrennleistung in
dieser Studie im Hinblick auf die Gesamtmikrobiota analysiert. In sechs Stufenkontrollen bei
zwei Herstellern wurden jeweils Rohmilch, doppelt baktofugierte und standardisierte sowie
pasteurisierte Milch beprobt. Die Baktofugen selbst waren nur bei einem Hersteller
zugédnglich. Hier wurden zusétzlich Proben nach Baktofuge 1 und Baktofuge 2 gezogen.
Insgesamt ermoglichte der BF+PAST Prozess mit allen Verarbeitungsstufen eine
Keimreduktion um 2,9 log-Stufen. Das technologische Potential war damit der MF+PAST
unterlegen, deren Leistung etwa 2 log-Stufen hoéher liegt, gewann jedoch gegeniiber der
konventionellen Pasteurisierung, deren Abtrennraten abhédngig von der -eingesetzten
Temperatur zwischen 1,6 und 1,8 log-Stufen schwanken (Elwell und Barbano, 2006;
Ferndndez Garcia und Riera Rodriguez, 2014). Ausgehend von einer Keimzahl von 5,0 log
KbE/mL Rohmilch verbleiben in frisch produzierter BF+PAST Milch rein rechnerisch etwa
2,1 log KbE/mL.

Ein Grof3teil der Keimabtrennung im BF+PAST Prozess fand wihrend der kombinierten
Baktofugation und Standardisierung statt. Die Keimlast wurde hier um ganze 2,3 log-Stufen
reduziert, wovon 73 % allein auf die erste Baktofuge zuriickzufiihren waren. Schon Torres-

Anjel und Hedrick (1971) verzeichneten bei Versuchen mit dreifacher Baktofugation eine
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graduelle Effizienzabnahme fiir nacheinander geschaltete Zentrifugen. Wéhrend die erste
Baktofuge eine Keimreduktion um 99,8 % erreichte, erzielte die Zweite maximal 43,2 % und
die letzte Zentrifugation keine weitere Abtrennung. Generell stammen Werte zur
Baktofugationsleistung vor allem aus Spiking-Versuchen mit verschiedenen Keimgruppen
und weisen extreme Schwankungen auf. So wurden die Zahlen vegetativer Zellen mit
einfacher Baktofugation abhingig von Volumenstrom, Drehzahl, Prozesstemperatur und
eingesetzter Spezies um 7 bis hin zu 93 % reduziert (Kosikowski und Fox, 1968; Te Giffel
und Van Der Horst, 2004; Grant et al., 2005; McCarthy, 2011; Faccia et al., 2013). Fiir
Sporen sind die Werte aufgrund ihrer Zelldichte hoher und bewegen sich zwischen 90,3 und
99,8 % (Bergere et al., 1969; Torres-Anjel und Hedrick, 1971; Te Giffel und Van Der Horst,
2004). Die mit 2,2 log-Stufen verhiltnismadfig hohe Effizienz in vorliegender Studie ist
einerseits auf die doppelte Baktofugation und andererseits, vor allem im Vergleich zu den
Studien aus den 60er und 70er Jahren, auch auf leistungsstérkere Baktofugen zuriickzufiihren.
Die Pasteurisierung im BF+PAST Prozess inaktivierte weitere 0,6 log-Stufen hitzesensitiver
Keime. Dieser Wert scheint im Vergleich zur konventionellen Pasteurisierung recht gering,
erklart sich jedoch bei genauerer Betrachtung der mikrobiellen Zusammensetzung entlang des

Herstellungsprozesses.

Insgesamt fand im Verlauf des BF+PAST Prozesses ein Shift der Mikrobiota von der
typischen Lagertankmilch mit Dominanz von Gram-negativen Pseudomonadales (Rasolofo et
al., 2010; Fricker et al., 2011; Raats et al, 2011; Vithanage et al., 2017) hin zu einer
ausschlieBlich Gram-positiven Endproduktpopulation statt. Bereits nach der kombinierten,
doppelten Baktofugation und Standardisierung lag nur noch ein geringer Anteil an Gram-
negativen Keimen vor und die Gram-positiv dominierte Mikrobiota setzte sich vor allem aus
Milchsédurebakterien und kleinen Anteilen von High G+C Gram-positiven Keimen zusammen.
Die Selektivitit gegeniiber Gram-negativen Keimen ist dabei teilweise auf den Wirkungsgrad
der Zentrifugation zuriickzufiihren, der basierend auf speziesspezifischen Unterschieden in
Zelldichte oder auch Agglomeratsbildung durchaus schwanken kann (Te Giffel und Van Der
Horst, 2004; Grant et al, 2005; McCarthy, 2011). Vielmehr spielt jedoch die
Prozesstemperatur eine wichtige Rolle. Aufgrund ihrer Zellwandstruktur sind Gram-negative
Bakterien sehr hitzesensitiv und werden so bei der Baktofugation, die bei etwa 55°C
durchgefiihrt wird, bereits zu groBen Teilen inaktiviert (Torres-Anjel und Hedrick, 1971;
Serhaug und Stepaniak, 1997; Samelis et al., 2009). Dies erklirt auch die im Vergleich zum
konventionellen = Pasteurisierungsprozess  geringere  Effizienz der anschliefenden

Pasteurisierung. Dabei wurde die iibrige hitzesensitive Mikrobiota, die sich aus Resten Gram-
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negativer Keime und vor allem aus Milchséurebakterien zusammensetzte, abgetotet. Auch
Schmidt et al. (2012) postulieren diese selektive Wirkung. In ihrer Studie wurden bei der
Pasteurisierung die gleichen Keimgruppen quantitativ inaktiviert. Die Mikrobiota von
MF+PAST Milch setzte sich neben High G+C Gram-positiven Keimen der Gattung

Microbacterium auch zu geringeren Anteilen aus sporenbildenden Spezies zusammen.

Bewertet man zusammenfassend das technologische Potential von BF+PAST und MF+PAST
Milch, so sind beide Herstellungsverfahren der traditionellen Pasteurisierung von Trinkmilch
tiberlegen und vor allem die Mikrofiltration weist eine hohe Effizienz auf. Entscheidend fiir
die Unternehmen ist nun die Ausschopfung des Potentials beider Prozesse und die daraus

resultierende Produkthaltbarkeit.

2.2 Haltbarkeit von ESL-Milch

Das Haltbarkeitsdatum von ESL-Milch ist in Deutschland auf ein Maximum von 24 d
reguliert. Wiahrend die Hersteller von MF+PAST Milch diese Dauer in der Regel voll
ausschopfen, variieren die Angaben auf BF+PAST Milch erheblich und die drei Hersteller
dieser Studie legten jeweils 21 d (Hersteller A), 18 d (Hersteller B) und 17 d (Hersteller C) als
MHD fest. Wahrend der gesamten Haltbarkeit soll die Qualitidt unverdndert, die Milch

genieBbar und gesundheitlich unbedenklich bleiben.

Enzymatischer Verderb und damit die sensorische Haltbarkeit spielten in dieser Studie
tatsachlich keine Rolle, mikrobielles Wachstum dagegen war durchaus fiir friihzeitige
QualititseinbuBBen verantwortlich und stellt so ein Problem fiir die Hersteller dar. Von
287 Packungen MF+PAST Milch, die nach Lagerung bei 8 °C (empfohlene Lagertemperatur
in Deutschland) untersucht wurden, waren bei Ablauf der Haltbarkeit bereits 15 % mit
Keimzahlen von 6,0 bis hin zu 7,8 log KbE/mL verdorben. Damit war der Anteil hoher als in
einer fritheren Qualititsanalyse deutscher MF+PAST Milch, in der 8 % friihzeitiger
Produktverderb festgestellt wurden (Schmidt et al., 2012). Eine Verkiirzung des MHD
erscheint somit zumindest fiir einen Teil der Proben sinnvoll. Eine weitere Moglichkeit die
24-tagigen Haltbarkeit zuverlédssig zu erfiillen, stellt die Absenkung der Lagertemperatur dar.
So wurde fiir MF+PAST Milch bei 6 °C eine Lagerstabilitit von 26 bis zu 33 d beschrieben
(Elwell und Barbano, 2006; Caplan und Barbano, 2013; Fernandez Garcia et al., 2013).
Aufgrund von  Unterbrechungen der Kiihlkette und verhiltnismédfig  hohen
Kiihlschranktemperaturen in Europa ist diese Bedingung jedoch nur schwer zu erfiillen (Te

Giftel et al., 1997a; Sarkar, 2017). Zu Keimzahlen in BF+PAST Milch gibt es bisher kaum
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Daten. Der Anteil frithzeitig verdorbener Packungen in der Analyse von 190 Milchproben
dreier Hersteller (A-C) lag jedoch bei 43 % und damit trotz der kiirzeren Lagerdauer
wesentlich hoher als fiir MF+PAST Milch. Auffillig waren dabei grofle Unterschiede
zwischen den Molkereien. Wihrend bei Hersteller A mit 21 Tagen Haltbarkeit 80 % der
Packungen verdorben waren, wiesen die Packungen von Hersteller C nach 17-tdgigem MHD
eine hervorragende Qualitdt auf und der Verderbsanteil lag bei lediglich 3 %. Eine Anpassung

des Haltbarkeitsdatums scheint damit von grof3er Bedeutung.

Lagerversuche von BF+PAST Milch sollten Hinweise auf ein sinnvolles Haltbarkeitsdatum
geben und kldren, welche Einflussfaktoren eine Rolle fiir frithzeitigen Verderb spielen. Sechs
Produktionschargen von drei Herstellern (A-C) wurden dafiir bei 8 °C gelagert und tiber den
Verlauf von 21 d auf ihre Keimzahlen und mikrobielle Zusammensetzung hin untersucht. Als
wichtigster Faktor fiir die Lagerstabilitit zeigten sich dabei die Ausgangskeimzahlen im
Endprodukt. Diese waren in drei Produktionen mit <2,0 KbE/mL besonders gering.
Tatsdchlich waren in diesen Chargen erste Packungen, mit einer Ausnahme, erst nach 21 d
verdorben, wihrend der Produktverderb in anderen Chargen nach 17 oder bereits 14 d
einsetzte. Aufgrund des limitierten technologischen Potentials des BF+PAST Prozesses ist es
daher besonders wichtig, dieses durch geeignete Prozessparameter und eine engmaschige
Qualititskontrolle der Rohware voll auszuschopfen, um moglichst niedrige Keimzahlen zu
erreichen. Die Bedeutung einer sorgfiltigen Betriebshygiene, die sowohl der Entstehung von
Biofilmen und mikrobieller Besiedlung von Foulingschichten als auch Postpasteurisierungs-
Rekontaminanten vorbeugt (Ralyea et al., 1998; Gruetzmacher und Bradley Jr, 1999; Bansal
und Chen, 2006; Gopal et al., 2015), wurde durch Qualitidtsunterschiede der beiden
Produktionen von Hersteller A deutlich. Vor Entnahme der zweiten Charge wurde ein
zusitzlicher Reinigungsschritt direkt vor Prozessbeginn eingefiihrt und tatséchlich fielen hier
die Keimzahlen wéhrend der gesamten Lagerdauer um 0,5 - 2,0 log-Stufen geringer aus.
Einen weiteren Einflussfakor flir die Lagerstabilitit stellte die Produktmikrobiota dar. High
G+C Gram-positive Bakterien wurden aus einem Grof3teil der Packungen isoliert, schrankten
die Haltbarkeit jedoch kaum ein. Erst nach 17 d kam es zu den ersten verdorbenen Proben.
Wesentlich problematischer war die Kontamination mit psychrotoleranten Sporenbildnern,
vor allem mit B. cereus sensu lato, der fir die kurze Lagerstabilitit und den hohen
Verderbsanteil bei Hersteller B verantwortlich war. Entsprechend fritherer Studien, die fiir die
Auskeimung und beginnende Proliferation von B. cereus Sporen bei 7 °C eine lag-Phase von
5 -7 d postulierten (Larsen und Jergensen, 1997; Saleh-Lakha ef al., 2017), wurden erste

Packungen auch hier nach 7 d positiv getestet. Danach kam es zu einem exponentiellen
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Wachstum und bereits nach 14 d erreichten bis auf zwei Ausnahmen alle Packungen mit
B. cereus sensu lato Keimzahlen von 6,7 - 7,6 log KbE/mL. Die Konzentrationen anderer
Sporenbildner {iberschritten die Verderbsgrenze erst nach 21 d. Auch in konventionell
pasteurisierter Milch stellt Bacillus vor allem bis zu 14d die dominante Gattung
psychrotoleranter Sporenbildner dar. Nach 17 d bei 6 °C wurde in einigen Studien ein Shift
hin zu Paenibacillus festgestellt (Huck et al., 2008; Ranieri und Boor, 2009; Ranieri et al.,
2009). Generell gelten Sporenbildner vor allem bei Haltbarkeiten ab 14d als
verderbsrelevante Problemkeime (Collins, 1981; Meer et al., 1991; Champagne et al., 1994).
Insgesamt schwankte die Lagerstabilitdt in dieser Studie also zwischen 14 und 17 d ist somit
minimal ldnger als die Dauer von 13 -15d, die Te Giffel et al. (2006) in der einzigen

Literaturstelle zur Haltbarkeit von BF+PAST Milch angeben.

Zusammenfassend wird die Haltbarkeit von ESL-Milch neben der Lagertemperatur vor allem
durch die Ausgangskeimzahl und die mikrobielle Zusammensetzung im Endprodukt
beeinflusst. Stellschrauben hierfiir sind die Qualitit eingehender Rohmilch, das
technologische Potential des Herstellungsprozesses und die Betriebshygiene. Unter
Einbeziehung dieser Faktoren ist die Wahl eines MHDs fiir jeden Hersteller individuell
anzupassen, wobei 24 d fir MF+PAST Milch und 14 -17d fiir BF+PAST Milch bei

Lagertemperaturen von 8 °C geeignet scheinen.

2.3 Verderbsmikrobiota von ESL-Milch

In Endproduktanalysen von 287 Packungen MF+PAST Milch und 190 Packungen BF+PAST
Milch waren zu Ablauf der aufgedruckten Haltbarkeit bereits sehr hohe Anteile von 15 und
43 % der Proben verdorben. Um Eintragsrouten der Verderbsorganismen aufzudecken und
diese schlussendlich zu eliminieren, ist zundchst eine detaillierte Erfassung und

Identifizierung der relevanten Arten nétig.

Insgesamt fiinf verschiedene Gruppen verderbsinduzierender Mikroorganismen wurden aus
ESL-Milch isoliert: High G+C Gram-positive Bakterien, psychrotolerante Sporenbildner und
hitzesensitive Rekontaminanten, die durch Gram-negative Keime, Milchsdurebakterien und
andere Gram-positive Keime vertreten waren. Die Zusammensetzung der Verderbsmikrobiota
beider Milchsorten war dabei &hnlich, lediglich eine gréfere Biodiversitit wurde in

BF+PAST Milch festgestellt.

Die mit Abstand héufigste der fiinf Gruppen stellten die High G+C Gram-positiven Bakterien
dar (v.a. Microbacterium), die aus 90 % aller MF+PAST und 43 % aller BF+PAST
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Packungen isoliert wurden. Thr Verderbspotential war jedoch gering. Lediglich 5 % bzw. 9 %
der positiv getesteten Packungen erreichten zu Ende des MHD Keimzahlen von
>6,0 log KbE/mL. Aufgrund ihrer hohen Generationszeiten bei 8 °C, die in den
Lagerversuchen von BF+PAST Milch deutlich wurden, sind High G+C Gram-positive Keime
in Trinkmilch nur selten mit Produktverderb assoziiert (Muir, 1990; Fromm und Boor, 2004).
Auch Schmidt ef al. (2012) detektiertem Microbacterium zwar als hdufigste Gattung in 65 %
aller MF+PAST Packungen, keine dieser Proben war jedoch zu Ablauf des MHD verdorben.

Etwa ein Drittel des Verderbs war sowohl bei MF+PAST als auch bei BF+PAST Milch auf
Postpasteurisierungs-Rekontaminanten  zuriickzufiihren. Dabei  traten = Gram-negative
Bakterien zwar insgesamt nur selten auf (jeweils 5 % der Packungen), zeigten jedoch ein
hohes Verderbspotential. Sie waren, alleine oder in Mischkultur, fiir 10 bzw. sogar 24 % des
Produktverderbs von BF+PAST und MF+PAST Milch verantwortlich. Auch in Studien zu
konventionell pasteurisierter Milch wurden sie vor allem bei mangelhafter Betriebshygiene
als verderbsrelevante Mikroorganismen beschrieben (Ralyea ef al., 1998; He et al., 2009;
Ranieri und Boor, 2009; Martin et al., 2011). Zusédtzlich zu Gram-negativen wurden in
BF+PAST Milch zwei weitere Gruppen hitzesensitiver Bakterien detektiert. Gram-positive
Bakterien, v.a. der Gattung Staphylococcus, und Milchsdurebakterien des Genus Weissella
trugen jeweils weitere 10 % zum Produktverderb bei. Die breitere Biodiversitit von
Rekontaminationskeimen in BF+PAST Milch deutet dabei auf ein groferes Spektrum an
Kontaminationsquellen und Problemstellen in der hygienischen Praxis hin. Wahrend Gram-
negative Keime als Umweltkeime meist aus Wasser stammen, gelten sowohl Staphylococcus
als auch Weissella als humanassoziierte Haut- oder Fiakalkeime und ihr Eintrag konnte, sofern
er nicht mit der Anlage assoziiert ist, auf mangelnde Personalhygiene zurlickzufiihren sein
(Schleifer und Kloos, 1975; Shittu et al., 2004; Fusco et al., 2015). Insgesamt zeigen die
Ergebnisse, dass die Postpasteurisierungs-Rekontamination sowohl in BF+PAST als auch in
MF+PAST Milch noch nicht ausreichend kontrolliert ist und fiir die Unternehmen weiterhin

eine Herausforderung darstellt.

Psychrotolerante Sporenbildner, stellten sowohl in MF+PAST als auch in BF+PAST Milch
die relevanteste, verderbsinduzierende Keimgruppe dar. Trotz ihrer geringen Prédvalenz in
MF+PAST Milch (8 %) wurden Bacillus spp. und Paenibacillus spp. aus 55 % aller
verdorbenen Packungen isoliert. In BF+PAST Milch traten Sporen insgesamt noch hdufiger
auf. Sie wurden in 43 % aller Packungen detektiert und waren verantwortlich fiir 57 % des
Produktverderbs. Neben Bacillus und Paenibacillus wurde dabei zu einem geringeren Anteil

auch Lysinibacillus isoliert. Das Verderbsrisiko, das mit dem Eintrag psychrotoleranter
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Sporenbildner verbunden ist, war fiir beide Milchsorten sehr hoch. Jeweils 90 % und 62 %
aller positiv getesteten MF+PAST und BF+PAST-Packungen wiesen bei Ablauf der
Haltbarkeit Keimzahlen von 6,0 - 7,9 KbE/mL. Besonders B. cereus sensu lato war dabei von
Bedeutung. Er wurde sowohl in BF+PAST als auch in MF+PAST aus mehr als der Hélfte
aller positiv getesteten Gebinde isoliert und erreichte in Lagerversuchen von BF+PAST Milch
binnen 14 d Keimzahlen von >6,0 log KbE/mL. Schmidt ez al. (2012) beschrieben B. cereus
sensu lato und zwei Paenibacillus spp. als wichtigste Verderbserreger in MF+PAST Milch. In
threr Studie waren zwei Drittel des Verderbs auf diese beiden Gattungen zuriickzufiihren.
Auch in konventionell pasteurisierter Milch gelten Bacillus und Paenibacillus, sobald die
Rekontamination mit Gram-negativen Bakterien ausreichend kontrolliert ist, als Gattungen
mit dem hdchsten Verderbspotential (Meer ef al., 1991; Lin et al., 1998; Fromm und Boor,
2004; Barbano et al., 2006; Huck et al., 2006; Huck et al., 2007; Huck et al., 2008; Ivy et al.,
2012). Vor allem das Genus Paenibacillus wurde bei Temperaturen unter 10 °C als
hochkompetitiv beschrieben (Meer et al., 1991; Fromm und Boor, 2004; Huck et al., 2007;
Ranieri und Boor, 2009). Ranieri et al. (2012), die Milch gezielt auf das Vorkommen von
Paenibacillus untersuchten, stellten fest, dass bereits geringe Konzentrationen von
<1 Spore/mL ausreichen, um pasteurisierte Milch wéhrend der Lagerung bei 6 °C innerhalb

von 21 d zu verderben.

Zusammenfassend zeigte die Analyse der verderbsrelevanten Mikroorganismen, dass neben
der Kontrolle von Postpasteurisierungs-Rekontaminationen vor allem die Eliminierung
psychrotoleranter Sporenbildner von Bedeutung filir eine Qualitdtsverbesserung der ESL-
Milch ist. Um dies zu ermoglichen, bedarf es jedoch zundchst einer Aufklarung der

potentiellen Eintragsrouten.

2.4  Eintragsrouten verderbsinduzierender Mikroorganismen in die ESL-Milch

Wihrend hitzesensitive Keimgruppen im Endprodukt immer aus
Rekontaminationsereignissen nach der Pasteurisierung stammen, konnen hitzeresistente
Spezies ihren Eintrag in das Endprodukt sowohl aus der Rohmilch als auch als
Rekontaminationen an jeder Stelle des Herstellungsprozesses finden. Gezielt untersucht
wurde in MF+PAST Milch die Transmission und Rekontamination mit psychrotoleranten
Sporenbildnern als wichtigste verderbsinduzierende Keimgruppe. Da BF+PAST Milch ein
geringeres technologisches Potential aufwies und von einer Transmission gewisser Teile der

hitzeresistenten Rohmilchmikrobiota in das Endprodukt auszugehen ist, wurden die
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Endprodukte hier spezifisch auf mogliche Rekontaminationen mit Stimmen psychrotoleranter

Sporenbildner und Microbacterium, die in der Anlage persistieren, untersucht.

Kommt es bei der Produktion von Trinkmilch zu einer horizontalen Transmission von
bakteriellen Sporen, so sollten identische Stdmme iibereinstimmender Spezies an allen
Punkten entlang des Herstellungsprozesses auftreten. Tatsdchlich war die Prdvalenz von
Paenibacillus sp. nov. 1 und B. pumilus in Rohmilch und daraus hergestellten Endprodukten
bereits auf den ersten Blick erkennbar sehr dhnlich, und auch die Hiufigkeiten von P. odorifer
und P. taichungensis/tundrae waren in Roh- und ESL-Milch statistisch abhéngig, das
Vorkommen aller vier Spezies in beiden Milchsorten miteinander assoziiert. Dies zeigt, dass
psychrotolerante Sporenbildner durchaus zu einem bestimmten Anteil aus der Rohmilch in
das Endprodukt eingetragen werden. Insgesamt zehn Produktionen MF+PAST Milch wurden
mittels Stammtypisierung auf Transmissionsereignisse hin untersucht und interessanterweise
wurden dabei flir eben diese vier Spezies identische Stdimme entlang des gesamten
Herstellungsprozesses dreier Chargen nachgewiesen. Auffillig war dabei, dass in zwei der
drei Produktionen besonders hohe Sporenzahlen in der Rohmilch vorlagen und jeweils die
hiufigsten Spezies iiber die Mikrofiltration hinweg in das Endprodukt gelangten. Damit
scheint die Rohmilchqualitdt eine wichtige Stellschraube zur Vermeidung eines Eintrags
psychrotoleranter Sporenbildner darzustellen. Schon in fritheren Studien wurde die Bedeutung
der Rohmilch fiir die Haltbarkeit und den Sporengehalt im Endprodukt beschrieben (Olesen
und Jensen, 1989; Fernandez Garcia et al., 2013; Fernandez Garcia und Riera Rodriguez,

2014).

Insgesamt spielte die Transmission von Sporen aus der Rohmilch fiir MF+PAST Milch
jedoch nur eine untergeordnete Rolle und trat in lediglich der Hilfte von zehn untersuchten
Produktionen auf. Dariiber hinaus war P. amylolyticus/xylanexedens der mit Abstand
hiufigste Vertreter psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch, wurde aber aus den
dazugehorigen Endprodukten kein einziges Mal isoliert. Es findet also trotz der hohen
Privalenz keine Transmission statt, was einen klaren Beleg fiir die hohe Effizienz des
Sporenriickhalts im MF+PAST Prozess darstellt, der fast 4,0 log-Stufen betrug. Dies deutet
darauf hin, dass zumindest ein Teil der Sporenbildner in MF+PAST Milch aus der
Prozessanlage stammt. Betrachtet man die Pravalenzen von B. cereus sensu lato, B. circulans
und P. algorifonticola in Rohmilch und im Endprodukt, so fillt auf, dass es hier keinen
Zusammenhang gibt. Die Haufigkeiten in Roh- und ESL-Milch waren nicht miteinander
assoziiert. B. circulans und P. algorifonticola wurden ausschlieBlich aus Endprodukten

isoliert und auch B. cereus sensu lato, der mit Abstand bedeutendste Sporenbildner im
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Endprodukt machte in der Rohmilch nur einen minimalen Anteil von 0,6 % der Isolate aus.
Dieser Haufigkeitsanstieg wahrend der Herstellung auf ein 190-Faches ist wahrscheinlich auf
ein Rekontaminationsereignis im Prozess zuriickzufiihren, auch wenn keine Persistenz

einzelner Stimme nachgewiesen wurde.

Auch in BF+PAST Milch wurde B. cereus sensu lato bei zwei Herstellern (B+C) als
Rekontaminantionskeim identifiziert. Hier wurde durch Stammvergleiche von Isolaten aus
verschiedenen Chargen gezielt auf eine Persistenz in den Anlagen gepriift. Bei Hersteller C
wurden dabei zwei Stimme aus jeweils zwei Chargen isoliert. Es kam nur zu einer kurzen
Verweildauer in der Prozessanlage, wie sie oft bei mikrobieller Besiedlung von
Foulingschichten beobachtet wird (De Jong, 1997; Bansal und Chen, 2006; Gopal et al.,
2015). Bei Hersteller B dagegen wurde ein Stamm aus sieben Chargen iiber einen Zeitraum
von mehreren Wochen hinweg detektiert und war in dieser Periode fiir einen Grofiteil des
Produktverderbs verantwortlich. Die dauerhafte Persistenz und die hohe Anzahl an
betroffenen Packungen (mindestens 13) deuten auf die Bildung eines Biofilms innerhalb der

Anlage hin.

Tatsdchlich wurden Rekontaminationen mit B. cereus sensu lato bereits im Silotank
(Svensson et al., 1999; Svensson et al., 2004), dem Pasteur (Te Giffel ez al., 1997b; Svensson
et al., 2000) und der Fiillmaschine (Eneroth et al, 2001; Mugadza und Buys, 2017)
nachgewiesen und Salustiano et al. (2009) detektierten identische B. cereus sensu lato
Stamme auf verschiedenen Oberflichen nach dem Pasteur und im Endprodukt. Es kam
teilweise zur Ausbildung einer Hausflora, die iiber Monate und Jahre in den Endprodukten
des entsprechenden Herstellers auftauchte (Schraft et al., 1996; Svensson et al., 2004). Vor
allem die hydrophoben Sporen von B. cereus sensu lato sind in der Lage sich auf
Edelstahlflichen anzuhaften (Faille et al., 2001; Peng et al., 2002; Pefia et al., 2014) und
anschlieBend Biofilme auszubilden, die extrem resistent gegeniiber verschiedenen
Reinigungsansitzen und Desinfektionsmitteln sind (Wirtanen et al., 1996; Faille et al., 2001;
Faille et al., 2002; Peng et al., 2002; Sharma und Anand, 2002; Wijman et al., 2007; Malek et
al., 2012). Auch wenn in dieser Studie der Prozess nicht auf spezifische Eintragspunkte der
Rekontaminationen analysiert und fiir MF+PAST Milch keine Persistenz nachgewiesen
wurde, so zeigen sowohl die Literatur als auch die aktuellen Daten, dass Rekontamination mit
psychrotoleranten Sporenbildnern, vor allem B. cereus sensu lato, ein weiterverbreitetes
Phidnomen und den wahrscheinlichsten Grund fiir die hohe Pridvalenz dieser Spezies in

MF+PAST und BF+PAST Milch darstellt.

89



Diskussion

Vor allem bei BF+PAST Milch spielte Rekontamination eine grofle Rolle und tatsdchlich
wurde neben B. cereus sensu lato auch fiir Microbacterium bei allen drei Herstellern eine
Persistenz in der Anlage nachgewiesen. Eine Vielzahl von Stimmen wurde dabei aus jeweils
zwel Chargen isoliert, zwei Stimme wurden jedoch iiber einen Zeitraum von mehreren
Wochen detektiert und traten in jeweils vier Produktionen von Hersteller B auf. Auch wenn
Microbacterium nicht dafiir bekannt ist, sich auf Edelstahloberflichen anzusiedeln, so besteht
aufgrund der ausgepriagten Hitzeresistenz doch die Mdglichkeit, dass es zur Ansiedlung auf
Foulingschichten im Pasteur kommt. Eine andere Erklirung fiir die Persistenz stellt eine
Proliferation in bereits bestehenden B. cereus sensu lato Biofilmen dar. Auch wenn in
fritheren Studien der Ursprung von Microbacterium in Trinkmilch nicht im Detail untersucht
wurde, so stellten doch Mayr et al. (2004) einen Eintrag nach der Pasteurisierung fest. Auch
Schmidt et al. (2012) fiihrten Rekontaminationen als mogliche Quelle fiir hitzetolerante
Microbacterium spp. in MF+PAST Milch auf.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass neben einer engmaschigen Kontrolle der
Rohmilchqualitit zur Vermeidung einer Transmission von hitzeresistenten Spezies in das
Endprodukt auch die verstirkte Kontrolle der Betriebshygiene eine wichtige Rolle spielen.
Vor allem durch Hygieneschulungen des Personals und Cleaning In Place (CIP) MaBBnahmen,
konnen Rekontaminationen mit verderbsinduzierenden Mikroorganismen vor und nach der
Pasteurisierung vermieden (Wirtanen et al., 1996; Gopal ef al., 2015) und damit die Qualitét
von BF+PAST und MF+PAST Milch bis zum Ablauf des MHD aufrechterhalten werden.

3 Beschreibung neuer sporenbildender Taxa

Im Mittelpunkt jeder Beschreibung eines neuen, bakteriellen Taxons steht die Erfassung
typischer Merkmale, die eine Abgrenzung gegeniiber bereits valide beschriebenen, nahe
verwandten Arten oder Gattungen ermdglicht und damit die Einteilung als neues Taxon
rechtfertigt. Im Rahmen dieser Studie wurde jeweils eine Spezies und ein Genus
psychrotoleranter ~Sporenbildner neu beschrieben, wofiir phylogenetische Studien
durchgefiihrt, eine Vielzahl phénotypischer Merkmale charakterisiert und mit den am

nichsten verwandten Taxa verglichen wurden.

3.1 Abgrenzung einer neuen Paenibacillus Spezies aus Milchproben

Bei den Biodiversititsanalysen von Roh- und ESL-Milch wurden 90 Isolate einer potentiell

neuen Art psychrotoleranter Sporenbildner gewonnen, die im Rahmen dieser Studie
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charakterisiert wurde. Fiir die Neubeschreibung dieser Spezies wurden vier verschiedene,
nicht klonale Stimme des Taxons ausgewihlt (WS5169T, WS5170, WS5171, WS5172),
anhand derer die phylogenetischen, phinotypischen und biochemischen Merkmale erfasst

wurden.

Die 16S rRNA Sequenz gilt mit ihrem Informationsgehalt, der Tiefe der taxonomischen
Auflosung und dem Umfang verfiigbarer Daten als Grundgeriist der mikrobiellen
Klassifizierung und ist ein essentieller Bestandteil jeder Neubeschreibung (Logan et al., 2009;
Tindall et al., 2010). Fiir eine phylogenetische Einordnung wurde daher zunéchst die fast
vollstindige 16S rRNA Sequenz des Typstamms WS5169T mit der Datenbank EzTaxon
abgeglichen. Alle 30 Treffer befanden sich innerhalb des Genus Paenibacillus, was eine
Zuordnung des neuen Taxons zu dieser Gattung erlaubte. Eine Allokation auf Speziesebene
war dagegen nicht moglich. Die Typstammsequenz von P. borealis, der am nichsten
verwandten Art, wies lediglich eine Ubereinstimmung von 97,6 % auf und lag damit
mindestens 1 % unterhalb aller Grenzwerte zur Speziesabgrenzung. Wéhrend einige Autoren
ein Limit von 98,7 - 99,0 % vorschlagen (Stackebrandt, 2006; Mende et al., 2013), liegt der
aktuell am weitesten akzeptierte Wert, der auf einer Studie mit 6500 qualititskontrollierten
Genomen basiert, bei 98,65 % (Kim ef al., 2014). Auch wenn die Sequenziibereinstimmung
als Marker zur Diskriminierung auf Speziesebene teilweise als unzuverldssig beschrieben
wird (Stackebrandt und Goebel, 1994; Rossell6-Mora und Amann, 2001; Ludwig und Klenk,
2005), so dienen Werte, die wie in dieser Studie weit unterhalb genannter Grenzen liegen
dennoch als aussagekréftiger, erster Anhaltspunkt. Die phylogenetische Rekonstruktion im
Maximum-Likelihood-Baum, die neben den vier Paenibacillus sp. nov. Stimmen die 25 am
nichsten verwandten Spezies, die Paenibacillus Typspezies P. polymyxa und die Outgroup
B. subtilis darstellt, bestitigt die Speziesdemarkation zusétzlich. Sie zeigt die vier
Paenibacillus sp.nov. Stimme am Ende einer robusten und klar abgegrenzten
Abstammungslinie, deren Position dhnlich isoliert ist wie die anderer, valide beschriebener
Arten. Als Referenzspezies fiir die folgenden Versuche wurden die phylogenetisch nichsten
Verwandten P. borealis (Elo et al., 2001), P. graminis (Berge et al., 2002), P. jilunlii (Jin et
al., 2011), P. riograndensis (Beneduzi et al., 2010), P. sonchi (Hong et al., 2009) ausgewéhlt.
Auch P. polymyxa (Ash et al., 1993) wurde als Typspezies in die Experimente einbezogen.

Morphologisch und auch physiologisch war eine Abgrenzung der potentiell neuen Spezies
anhand verschiedener Merkmale moglich, die innerhalb der Gattung Paenibacillus als
variabel beschrieben werden (Ash et al., 1993; Vos et al., 2009). So erlaubte sowohl die

Gram-positive Zellfirbung als auch die subterminale Lokalisierung der Sporen und der
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positive Oxidase-Test eine Unterscheidung von WS5169T und allen Referenzen in mindestens
einem Punkt. Wéhrend die potentiell neue Art ein flir Paenibacillus typisches
Wachstumsoptimum bei etwa 30 °C aufwies (Vos et al, 2009), ermoglichten die
Wachstumsgrenzen durchaus eine Abgrenzung gegeniiber nahe verwandten Spezies. So
tolerierte WS5169"T maximale Umgebungstemperaturen von 37 °C, wihrend P. riograndensis
DSM 28159T, P. sonchi LMG 247277 und P. polymyxa DSM 36" auch bei 40 °C
proliferierten. Eine Unterscheidung von den tbrigen Referenzen war durch die hohe
Alkalitoleranz der Stimme WS5159" - WS5172 mit Wachstum bei pH 9,0 im Vergleich zu
pH 8,0 bei P. borealis DSM 13188T und pH 7,0 bei P. graminis DSM 15220" und P. jilunlii
DSM 23019 méglich.

Auch 5 bis 10 der biochemischen Reaktionen fielen bei WS5169 T anders aus als bei den
Referenzstimmen und unterstiitzten damit die Speziesdemarkation. Die Umsetzung von
Inositol unter Saurebildung war dabei ein Alleinstellungsmerkmal der neuen Spezies, das bei
drei der vier Stimme auftrat. Generell fielen die Reaktionen bei den vier
Neubeschreibungsstimmen nicht immer einheitlich aus und neben Inositol wurden zwei
weitere Substrate von nur drei Stimmen und vier Kohlenhydrate sogar nur von 2 Stimmen zu
Sdure umgesetzt. Dies spiegelt die innerartliche Heterogenitidt wider und stellt einen der
Griinde dar, warum Neubeschreibungen nicht auf einem einzigen Stamm basieren sollten
(Felis und Dellaglio, 2007; Logan et al., 2009). Auch im Vergleich mit Angaben aus den
Originalpublikationen wurden fiir einige Referenzen widerspriichliche Ergebnisse festgestellt
(Elo et al.,, 2001; Berge et al, 2002; Hong et al., 2009; Beneduzi et al., 2010).
Zuriickzufilhren ist dies auf Unterschiede in der Versuchsdurchfiihrung und
Ergebnisinterpretation, die vor allem bei API Testsystemen sehr unterschiedlich gehandhabt
werden (Vos et al., 2009; Von Neubeck et al., 2016). Eine parallele Charakterisierung und
Datenauswertung aller Stimme im direkten Vergleich wie in dieser Studie ist daher von

grofler Bedeutung.

Chemotaxonomische Merkmale werden in den Mindeststandards von Logan et al. (2009) fiir
Speziesbeschreibungen nur teilweise gefordert wund Vergleichsdaten aus den
Neubeschreibungen der Referenzstimme sind daher limitiert. Das Vorkommen der
diagnostischen Diaminosédure meso-Dpm, MK-7 als Hauptvertreter respiratorischer Chinone
und den polaren Lipiden Diphosphatidylglycerol, = Phosphatidylglycerol = und
Phosphatidylethanolamin gilt jedoch innerhalb der Klasse der Bacilli als weit verbreitet
(Kampfer et al., 2006; Vos et al., 2009) und bestétigt somit die taxonomische Zuordnung der
Art. Auch das Fettsdureprofil von Stamm WS5169" entsprach groBtenteils der fiir

92



Diskussion

Paenibacillus tblichen Zusammensetzung (Shida et al., 1997b) und ermoglichte keine
Abgrenzung gegeniiber P. graminis DSM 15220" und P. jilunlii DSM 23019T. Die
Hauptfettsdure der neuen Art wurde als anteiso-Cis:o identifiziert. Sie wies bei allen
Referenzstimmen die hochste Pravalenz auf und gilt generell mit Werten zwischen 36 und
80 % als wichtigste Fettsdure der Gattung Paenibacillus (Kdmpfer et al., 2006; Vos et al.,
2009). Ein ungewohnlich hoher Anteil an 1so-Ci4:0 und geringe Werte von Cie:o ermdglichten
jedoch die Differenzierung gegeniiber P. borealis DSM 13188,  P. riograndensis
DSM 28159", P. sonchi LMG 24727" und P. polymyxa DSM 36". Auffillig waren auch hier
die Unterschiede zu zuvor publizierten Daten, die vor allem bei der Quantifizierung von iso-
Fettsduren auftraten (Hong et al.,, 2009; Jin et al, 2011). Der groBe Einfluss von
Kultivierungs- und Versuchsbedingungen auf die Fettsdurezusammensetzung und -messung,

konnte flir diesen Effekt verantwortlich sein (Kdmpfer, 1994).

Zusammenfassend ist eine Abgrenzung der vier Stimme WS5169T, WS5170, WS5171 und
WS5172 im Vergleich zu bereits beschriebenen Arten sowohl anhand ihrer 16S rRNA
Sequenz, als auch durch eine Vielzahl morphologischer und physiologischer Reaktionen und
ihres Fettsdureprofils moglich. Damit handelt es sich um Vertreter einer neuen Spezies, die

der Gattung Paenibacillus angehort.

3.2 Abgrenzung einer neuen Gattung der Paenibacillaceae aus Rohmilch

Im Verlauf der Biodiversititsanalysen psychrotoleranter Sporenbildner in Rohmilch wurden
sieben Isolate einer Spezies gewonnen, die keiner beschriebenen Art oder Gattung zugeordnet
werden konnten. Vier nicht-klonale Stimme, WS5173T, WS5174, WS5175 und WS5176
wurden fiir die Neubeschreibung im Rahmen dieser Arbeit als Vertreter des neuen Taxons

ausgewdhlt.

Fiir eine detaillierte, phylogenetische Einordnung der potentiell neuen Gattung wurde
zuniichst die fast vollstindige 16S Sequenz des Typstamms WS5173" mit der Datenbank
EzTaxon abgeglichen. Das Ergebnis deutete zunéchst auf eine Zuordnung des neuen Taxons
zur Gattung Paenibacillus hin, da sich alle 30 Datenbanktreffer innerhalb dieses Genus
befanden. Die Sequenziibereinstimmung zur am ndchsten verwandten Spezies, P. aestuarii,
war mit 95,2 % allerdings gering, so dass eine Klassifizierung als Paenibacillus
unwahrscheinlich war. Die Anwendung von Grenzwerten wird zur Abgrenzung von Taxa
oberhalb der Speziesebene als sehr verlédsslich eingestuft (Rossell6-Mora und Amann, 2001;

Yarza et al., 2008; Yarza et al., 2010) und das Limit fiir die Gattungsdemarkation liegt bei
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95 % (Ludwig et al., 1998; Tindall et al, 2010; Kim et al., 2014). Im Rahmen des ,,All
Species Living*“ Projekts, einer umfassenden Analyse von fast 7000 qualititsgepriiften
16S rRNA Sequenzen, stellten auch Yarza et al. (2008) fest, dass eine Ubereinstimmung von
94,9 % + 0,4 im Vergleich zur Typspezies die Gattungsabgrenzung garantiert. Tatsdchlich
betrug die Sequenzihnlichkeit von WS5173" und P. polymyxa ATCC 8427 lediglich 92,2 %
und lag damit weit unterhalb dieses Wertes. Auch die Ubereinstimmung zu den Typspezies
anderer Genera der Paenibacillaceae, die sich zwischen 85,8 und 93,4 % bewegte, bestdtigte
die Klassifizierung des Stamms WS5173" als Vertreter einer neuen Gattung. Der Grenzwert
zur Demarkation als eigenstindige Familie liegt bei 87,5 % + 1,3 (Yarza et al., 2015).
Unterschritten wurde dieser Wert nur beim Sequenzvergleich von WS5173T mit Vertretern
der Aneurinibacillus Gruppe (85,8 — 86,4 %) und eine Zuordnung der neuen Gattung zu den
Paenibacillaceae ist damit gesichert. Gestlitzt wurden die Ergebnisse des Datenbankabgleichs
auch durch eine phylogenetische Rekonstruktion, die vor allem fiir Taxa oberhalb der
Speziesebene einen essentiellen Schritt in der objektiven Klassifikation darstellt (Rossello-
Mora und Amann, 2001). Der Maximum-Likelihood-Baum, der auf Basis der
Datenbankrecherche aus den Sequenzen der vier Gen.nov. sp.nov. Stimme, der 25 am
nichsten verwandten Spezies, sowie den Typspezies aller Genera der Paenibacillaceae
berechnet wurde, zeigt das neue Taxon am Ende einer robusten und eigenstindigen
Abstammungslinie, die klar separat von allen Paenibacillus spp. und allen anderen Gattungen
der Paenibacillaceae auftritt. Die Topologie bestitigte damit die Klassifikation als
unabhéngiges, neues Genus innerhalb dieser Familie mit den néchsten Verwandten

Paenibacillus, Cohnella und Fontibacillus.

Betrachtet man den phylogenetischen Baum genauer, so fillt auf, dass die Typstimme einiger
anderer Gattungen der Paenibacillaceae, z.B. Cohnella, Fontibacillus oder Marinicrinis,
dhnlich dem neuen Genus zwischen den paraphyletischen Paenibacillus spp. auftauchten.
F. aquaticus befand sich dabei sogar innerhalb eines engen Clusters mit P. polymyxa. Dies
zeigt deutlich, dass die Taxonomie der Gattung Paenibacillus einer umfassenden Revision
bedarf. Auch in anderen Studien wurde basierend auf der groBen Heterogenitit von 16S
rRNA Sequenzen, Unterschieden im G+C-Gehalt von iliber 20 % und Differenzen in der
Zusammensetzung polarer Lipide eine gewissenhafte Subdivision dieses Genus gefordert
(Kéampfer et al., 2006; Vos et al., 2009; Grady et al., 2016). Da solche Maflnahmen sehr
umfassend und arbeitsintensiv sind, betonen Kédmpfer et al. (2006) in ihrer Neubeschreibung
der Gattung Cohnella, dass die ausstehende Revision des Taxons nicht die Beschreibung

neuer Gattungen authalten soll, die eng mit Paenibacillus assoziiert sind. Sofern
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Charakterisierungen basierend auf Unterschieden zur Typspezies P. polymyxa durchgefiihrt
wiirden, sei eine Beschreibung neuer Genera durchaus valide. Viele Autoren verweigern sich
dieser Idee und beschreiben, auch bei 16S rRNA Sequenziibereinstimmungen von weniger als
94 % weitere Paenibacillus Spezies (Bae et al, 2010; Fang et al., 2017) um diese
Problematik zu umgehen und verstirken damit lediglich den Handlungsbedarf. Eine
Uberarbeitung der Gattung Paenibacillus war im Rahmen dieser Studie nicht mdglich, eine
Zuordnung des Taxons als unabhingige Gattung erscheint vor diesem Hintergrund jedoch

sehr sinnvoll.

Wihrend phinotypische Merkmale fiir die Speziesabgrenzung essentiell sind, besitzen sie in
hoheren taxonomischen Ebenen eine geringe Auflosung und spielen daher fiir die
Demarkation neuer Gattungen eine untergeordnete Rolle (Rossello-Mora und Amann, 2001).
Bei der Beschreibung physiologischer und biochemischer Charakteristika der Stimme
WS5173%, WS5174, WS5175 und WS5174 fiel jedoch auf, dass eine ungewdhnlich grofe
Anzahl an Reaktionen negativ ausfiel. Wie fiir die phylogenetisch entfernt verwandten
Gattungen Aneurinibacillus und Brevibacillus beschrieben, ist dies zwar ein Problem
hinsichtlich Speziesbeschreibungen innerhalb dieses Genus, ermoglicht jedoch durchaus eine
Differenzierung gegeniiber reaktiveren, nahe verwandten Gattungen (Vos et al., 2009). Auch
das fakultativ anaerobe Wachstum, der positive Katalase- und Oxidasetest, sowie die positive
Gramfirbung und vorhandene Beweglichkeit stellen phénotypische Charakteristika dar, die
innerhalb der Familie der Paenibacillaceae variabel ausfallen (Vos et al., 2009). Mindestens
eines dieser Merkmale ermdglichte eine Unterscheidung der neuen Gattung von allen

Referenzen.

Neben der Phylogenie beruhen Neubeschreibungen und Demarkationen von Gattungen vor
allem auf chemotaxonomischen Daten (Wayne et al, 1987; Kampfer et al., 2006). Von
Bedeutung sind hier vor allem die polaren Lipide, die bei den Paenibacillaceae eine hohe
Variabilitdit aufweisen und vor allem bei Cohnella und Fontibacillus essentiell zur
Abgrenzung beitrugen (Kampfer et al., 2006; Rivas et al., 2008; Saha et al., 2010; Mayilraj
und Stackebrandt, 2014). Thre Bedeutung ist dabei im taxonomischen und evolutioniren
Kontext zu sehen, in dem die Fihigkeit zur Synthese bestimmter Lipide steht (Vos et al.,
2009). Die polaren Lipide des Typstamms WS5173T setzten sich, wie fiir alle Vertreter der
Bacilli.  vor  allem aus  Diphosphatidylglycerol, = Phosphatidylglycerol = und
Phosphatidylethanolamin zusammen. Zusitzlich wurden allerdings drei Aminolipide und drei
weitere, nicht genauer identifizierbare Lipide detektiert, die weder von C. thermotolerans

CCUG 47242" noch von P. polymyxa DSM 36"oder F. aquaticus GPTSA 19" synthetisiert
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werden (Kémpfer et al., 2006; Saha et al., 2010). Sehr dhnlich war das Lipidprofil lediglich
zu P. aestuarii, doch auch hier enthielt WS5173" zusitzlich mindestens ein Aminolipid und
drei Lipide (Fang ef al., 2017) und konnte somit klar von allen Referenzen unterschieden

werden.

Andere chemotaxonomische Merkmale zeigen oft eine geringere Auflésung (Vos et al., 2009;
Tindall et al., 2010), was auch in dieser Studie auffiel. So war das Hauptchinon des Stamms
WS5173" und aller Referenzen MK - 7. Eine Abgrenzung des neuen Taxons gegeniiber
anderen Gattungen konnte lediglich iiber den zusétzlich detektierten, geringen Anteil an MK-
6 erfolgen. Auch der Peptidoglycantyp ist fiir keine der Referenzen publiziert und konnte
somit nicht zur Demarkation herangezogen werden. Das Fettsdureprofil besal ein groBeres
Potential. Auch wenn es keine Unterscheidung zwischen WS5173T und der am nichsten
verwandten Spezies P. aestuarii ermdglichte und anteiso-Cis.o, wie fiir die Paenibacillaceae
iiblich, die Hauptfettsdure aller Stamme darstellte (Vos et al., 2009), so erlaubte die
Fettsdurezusammensetzung doch eine Unterscheidung des neuen Taxons von allen anderen
Referenzen. Auffillig war zunéchst die Konzentration von iso-Cis:.0, deren Anteil mit 18,2 %
der iiber den fiir andere Gattungen der Paenibacillaceae publizierten Werten von 1-12 % lag
(Kémpfer, 2002). Auch der hohe Gehalt an Cis:o war ein Alleinstellungsmerkmal der neuen
Gattung. Abgesehen von vereinzelten Saccharibacillus Stimmen, besitzen Paenibacillaceae
in der Regel nur geringe Anteile unverzweigter, gesittigter Fettsduren (Rivas ef al., 2008; Vos

et al., 2009; Saha et al., 2010; Sakai et al., 2015; Guo et al., 2016).

Zusammenfassend ist eine Abgrenzung der vier Stimme WS5173", WS5174, WS5175 und
WS5176 im Vergleich zu bereits beschriebenen Arten und Gattungen sowohl anhand ihrer
phylogenetischen Position als auch durch ihre chemotaxonomischen Charakteristika, vor
allem die polaren Lipide aber auch das Fettsdureprofil moglich. Es handelt sich also um

Vertreter einer neuen Gattung, die der Familie der Paenibacillaceae angehort.

SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass Verderb von ESL-Milch zum groBten Teil durch
psychrotolerante Sporenbildner wie B. cereus sensu lato und Paenibacillus verursacht wird.
Wahrend der Herstellungsprozess baktofugierter ESL-Milch eine Transmission

hitzeresistenter Spezies aus der Rohmilch in das Endprodukt zwar im Vergleich zur
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traditionell pasteurisierten Milch reduziert, jedoch nicht vollstindig verhindert, spielte sie bei
mikrofiltrierter ESL-Milch nur in Abhéngigkeit von geringer Milchqualitit und hohen
Sporenzahlen eine Rolle. Fiir beide Milchsorten erhéhen jedoch vor allem Rekontaminationen
aus der Anlage oder der Abfiillung das Risiko fiir einen frithzeitigen Produktverderb. Neben
engmaschigen Kontrollen der Rohmilchqualitéit beziiglich hitzeresistenter Mikroorganismen
stellt daher besonders die sorgfiltige Reinigung und Kontrolle aller hygienischen Parameter
eine wichtige Stellschraube zur Verbesserung der ESL-Milchqualitit dar. Dabei wird
zukiinftig vor allem die Lokalisation von persistierenden Stdmmen in der Anlage und

Entwicklung von wirkungsvollen Desinfektions- und Reinigungsansétzen eine Rolle spielen.

Die taxonomischen Untersuchungen im Rahmen von Neubeschreibungen zeigten, dass eine
intensive Revision und Subdivision der Familie der Paenibacillaceae, vor allem aber des
Genus Paenibacillus aussteht. Dafiir bedarf es einer intensiven Studie mit polyphasischen
Ansatz, in dem neben chemotaxonomischen Merkmalen vor allem Sequenzen, die {iber die
16S rRNA hinausgehen und ganze Genome umfassen, verglichen werden. Dafiir sind neben
spezialisierten Laboren und Fachkriften fiir die Durchfiihrung und vor allem die Auswertung
chemotaxonomischer Daten, auch leistungsstarke Rechner und bioinformatische Expertise fiir

die Handhabung der Genomsequenzen nétig.
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Des Weiteren mochte ich mich bei Lisa Rieder, Sonja Dandl, Charon Fuhrmann, Inge Celler
und Petra Hartberger fiir die zuverldssige, technische Unterstiitzung bedanken. Mit ihrer
herzlichen Art, ihrer Hilfsbereitschaft und tollen Gesprichen haben sie mir die Zeit im Labor
versiifit. Auch bei meinen Studenten Eva Opferkuch, Janine Konig, Sophia Knox, Annika
Claus, Kerstin Schild, Melanie Ismayer, Patricia Nickel und Nele Pingel mdchte ich mich fiir
den Fleifl und das Engagement bedanken, mit denen sie mir groB3e Freude bereitet und mich

auf Trab gehalten haben.

Vielen Dank auch an alle Kollegen, die fiir das tolle Arbeitsklima am Institut sorgen, an
meine ehemaligen und heutigen Biirokollegen Mario von Neubeck, Christopher Huptas und
Genia Liicking fiir die Unterstiitzung und die guten Gespriache und an Katharina Springer und

Lena Staib fur ihre wertvolle Freundschaft durch alle Hohen und Tiefen der Doktorandenzeit.

Zum Schluss mochte ich mich bei meinen Eltern bedanken, die immer fiir mich da sind und
mir so viel ermdglicht haben. Es ist nicht in Worte zu fassen, wie viel mir eure Unterstiitzung

bedeutet!
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Eidesstattliche Erklarung

EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG

Ich erkldre an Eides statt, dass ich die bei der promotionsfiihrenden Einrichtung dem
Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der TUM

zur Promotionspriifung vorgelegte Arbeit mit dem Titel:

Mikrobiologie von Extended-Shelf-Life Milch

Populationsdynamik wiihrend der Herstellung und Kiihllagerung

am Lehrstuhl fiir mikrobielle Okologie, ZIEL-Institute for Food and Health, Department fiir
Grundlagen der Biowissenschaften unter der Anleitung und Betreuung durch Prof. Dr.
Siegfried Scherer ohne sonstige Hilfe erstellt und bei der Abfassung nur die gemél § 6 Ab. 6
und 7 Satz 2 angebotenen Hilfsmittel benutzt habe.

Ich habe keine Organisation eingeschaltet, die gegen Entgelt Betreuerinnen und Betreuer fiir
die Anfertigung von Dissertationen sucht, oder die mir obliegenden Pflichten hinsichtlich der
Priifungsleistungen filir mich ganz oder teilweise erledigt.

Ich habe die Dissertation in dieser oder dhnlicher Form in keinem anderen Priifungsverfahren
als Priifungsleistung vorgelegt.

Ich habe den angestrebten Doktorgrad noch nicht erworben und bin nicht in einem fritheren

Promotionsverfahren fiir den angestrebten Doktorgrad endgiiltig gescheitert.

Die 6ffentlich zugéngliche Promotionsordnung der TUM ist mir bekannt, insbesondere habe
ich die Bedeutung von § 28 (Nichtigkeit der Promotion) und § 29 (Entzug des Doktorgrades)
zur Kenntnis genommen. Ich bin mir der Konsequenzen einer falschen Eidesstattlichen

Erklarung bewusst.

Mit der Aufnahme meiner personenbezogenen Daten in die Alumni-Datei bei der TUM bin

ich einverstanden.

Freising, den

Etienne Doll
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“Psychrotolerant spores in microfiltered and pasteurized ESL milk — spoilage potential and
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