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Mikrobiologie der Brotteigherstellung

I. Methoden zur Erfassung und Identifizierung von Milchsiure-
bakterien in Brotteigen

Microbiology of Dough Preparation
I. Methods for the Detection and Identification of Lactic Acid Bacteria in Dough

R.E. Hochstrasser', A. Ebret?, O. Geiges3 und W, Schmidt-Lorenz*

Einleitung

Zu den Milchsdurebakterien werden in der Regel alle Lactobacillus-, Streptococ-
cus-, Pediococcus- und Leuconostoc-Arten gerechnet (13). Sie sind grampositiv,
unbeweglich, ohne Sporenbildung, teils aerob, teils anaerob, meist aber mikro-
aerophil und auf glucosehaltigen Medien katalasenegativ. Zum optimalen Wachs-
tum sind nihrstoffreiche Medien mit komplexen organischen Stickstoffverbindun-
gen, Wachstumsfaktoren, bestimmten anorganischen Ionen und vergirbaren Koh-
lenhydraten notwendig. Anfinglich wurde dies erreicht durch Zugabe von Pepton-
molke (23), Molkenautolysat (8) oder Tomatensaft (2-4). Die Herstellung dieser
Medien ist relativ umstindlich und oft nicht ausreichend reproduzierbar. Daher
wurden synthetische Medien wie APT-Agar (6) und M.R.S.-Agar (5) entwickelt.
Fiir die kulturelle Erfassung von Milchsiurebakterien aus Sauerteigen wurde von
Spicher und Schroeder (18) Sorbinsdure-Agar sowie modifizierter M.R.S.-Agar
verwendet und spiter ein Roggenkleie-Agar entwickelt (19). In einer weiteren
Verotfentlichung wird angefithrt, dass fiir eine linger andauernde Kultur von
Lactobacillus brevis lindneri als arttypischem Vertreter der Sauerteigbakterien der
Zusatz von Maischeextrakt wichtig ist (17).

Einerseits stellen Milchsdurebakterien hohe Nahrstoffanspriiche, andererseits
ist es wilinschenswert, allfillig andere in Teigen vorkommende Mikroorganismen
durch geeignete Hemmstotfe zu unterdriicken. Hierzu wird hiufig Thalliumacetat
und/oder Sorbinsidure zugesetzt oder durch Herabsetzung des pH-Wertes die hohe
Sduretoleranz der Lactobazillen ausgeniitzt. Von Rose (15) wird stattdessen der

I Obi AG, 9220 Bischofszell, Agrano AG, 4123 Allschwil, ° Ingenieurschule, 8820 Wai-
denswil, * ETH-Zentrum, 8092 Ziirich
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Zusatz verschiedener Antibiotika zur Hemmung von Hefen und unerwiinschten
Bakterien empfohlen.

Immer wieder neue Befunde der Taxonomie und die damit verbundenen Um-
benennungen und Neugruppierungen, insbesondere bei den Lactobacillus-Arten,
erschweren eine eindeutige Identifikation. Dies ist insbesondere dann der Fall,
wenn eine Zuordnung mit technisch und zeitlich vertretbarem Aufwand aufgrund
von mit klassischen Methoden erhaltenen Resultaten erfolgen soll. Daher sind von
Kandler und Weiss (11) mit Ausnahme der G+C-Gehalte der DNS nur die nach den
klassischen Methoden bestimmbaren, hauptsichlich biochemischen Merkmale auf-
getithrt. Aufwendigere Methoden wie DNS-DNS-Hybridisierung, die Bestim-
mung der elektrophoretischen Beweglichkeit der Lactatdehydrogenase (LDH) und
der allosterischen Regulierbarkeit der LDH sind fiir praxisorientierte Untersu-
chungen weniger geeignet (9).

Zur Idenufizierung von Lactobacillus-, Leuconostoc-, Pediococcus- und Strep-
tococcus-Arten eignen sich einfach zu bestimmende Merkmale wie Morphologie,
Gasbildung, Art der Milchsiurebildung und die Verwertung einzelner Zucker und
Zuckeralkohole (10, 12).

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war einerseits die vergleichende Priifung
der Eignung zahlreicher Kulturmedien zur méglichst vollstindigen kulturellen
Erfassung der vorhandenen Milchsaurebakterien in Brotteigen unter gleichzeitiger
Hemmung der Begleitflora und andererseits die Erarbeitung eines geeigneten
Verfahrens zur vereinfachten Bestimmung der Zuckervergirungsspektren von
Milchsdurebakterien-Isolaten.

Material und Methoden

Herkunft und Aufbewabrung der gepriiften Stimme

Species Herkunft

Lactobacillus brevis 1 Stammsammlung Universitiat Bordeaux

Lactobacillus brevis 2 Stammsammlung Jowa Volketswil

Lactobacillus brevis 3 Isolat aus Teig Backerei J

Lactobacillus brevis 4 DSM 20054 (Deutsche Stammsammlung von
Mikroorganismen)

Lactobacillus buchneri 1 Stammsammlung Jowa Volketswil

Lactobacillus casei 1 Stammsammlung Universitit Bordeaux

Lactobacillus casei 2 Stammsammlung Jowa Volketswil

Lactobacillus casei 3 Isolat aus Teig Backerei A

Lactobacillus casei 4 DSM 20008
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Lactobacillus farciminis 1
Lactobacillus farciminis 2

Lactobacillus fermentum 1
Lactobacillus fructivorans 1

Lactobacillus hilgardii 1
Lactobacillus homohiochii 1

Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 2
Lactobacillus plantarum 3
Lactobacillus plantarum 4
Lactobacillus plantarum 5
Lactobacillus plantarum 6

Lactobacillus species

Leuconostoc mesenteroides 1
Leuconostoc mesenteroides 2

Pediococcus pentosaceus 1

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Gluconobacter spez.
Saccaromyeces cerevisiae

Stammsammlung Jowa Volketswil
DSM 20184

DSM 20052
DSM 20205

Stammsammlung Universitit Bordeaux
Isolat aus Teig Bickerei ]

Stammsammlung Universitit Bordeaux
Stammsammlung Universitiat Bordeaux
Isolat aus Teig Backerer A

Isolat aus Starterkultur G

Isolat aus Teig Backerei |

DSM 20179

Isolat aus Blitterteig

Isolat aus Teig Backerei B
Isolat aus Teig Backerei |

Isolat aus Teig Backerei |

Stammsammlung Labor f. LM-Mikrobiologie
Stammsammlung Labor f. LM-Mikrobiologie
Stammsammlung Labor f. LM-Mikrobiologie
Stammsammlung Labor f. LM-Mikrobiologie
der ETH Ziirich

Aufbewahrung der Stimme

Die Isolate wurden in Rohrchen mit Schraubverschluss auf M.R.S.-Schrigagar
(E. coliund S. aureus auf Brain Heart Infusion Agar) bei 4 °C autbewahrt und alle
3 Monate nach einer Zwischenkultur in M.R.S.-Bouillon bzw. Brain Heart Infusion
Bouillon auf frisches Medium tiberimpft.

— Plate Count-Agar (BBL 11638)

Kulturmedien

— Brain Heart Infusion (Difco 037-01-6) (BHI)
— Brain Heart Infusion-Agar (Difco 0418-01-5)

— APT-Agar (Merck 10453)

— Rogosa-Agar (Merck 5413) pH-Wert mit Essigsdure auf 5,5 ein%estellt
— Elliker-Agar (Elliker Broth Difco 000974-01-1) mit 12 g Agar I
— Tomato Juice-Agar (Difco 0031-01)
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— L-S Differential-Medium (Oxoid CM 495)
— Sorbinsdure-Agar (Merck 10451) 0,4 g Sorbinsiure 1"}, pH-Wert mit Essigsiure
auf 5,0 eingestellt
-~ M.R.S.-Bouillon (M.R.S.-Broth Oxoid CM 359)
~ M.R.S.-Agar (M.R.S.-Broth Oxoid CM 359) mit 12 g Agar I’
— M.R.S.-Agar modifiziert (M.R.S.-Broth Oxoid CM 359) mit 12 g Agar 1!
Zusitze nach dem Autoklavieren: Polymyxin-B-Sulfat (Sigma P-1004)
100 mg 1°L, Pimarizin 100% (Sigma P-8144) 40 mg 1!
— Roggenkleie-Agar (19): Roggenkleieextrakt (A) 810 ml, S-Konzentrat (B) 90 ml,
Glucose 18 g, Pepton 9 g, Fleischextrakt, 4,5 g, Hefeextrakt 4,5 g, Agar 12 g
A Roggenkleieextrakt: Roggenkleie 80 g, dest. Wasser 720 ml, Extraktion unter
stindigem Rihren bei 50 °C wihrend 24 Stunden, Abfiltrieren iiber Watte,
Abnutschen tiber mit Celite 345 angeschwemmte Glasfilternutsche
B S-Konzentrat: Natriumacetat 5,0 g, Kaliumdihydrogenphosphat 0,5 g, di-Kali-
umhydrogenphosphat 0,5 g, Magnesiumphosphat 7H20O 0,2 g, Mangansulfat
4H20O 0,01 g, Eisensulfat 7H20O 0,01 g, di-Ammoniumhydrogencitrat 0,5 g,
Tween 80 0,5 g, dest. Wasser 100 ml
Herstellung des Agars: Losung aller Bestandteile ohne S-Konzentrat im Roggen-
kleieextrakt im Dampftopf, Sterilisation bei 121 °C fiir 15 Minuten und Zugabe
des sterilfiltrierten S-Konzentrates zum noch heissen Agar
— Roggenkleie Agar modifiziert: Grundmedium wie Roggenkleie, Agar Zusitze
nach dem Autoklavieren: Polymyxin-B-Sulfat (Sigma P-1004) 100 mg 1-!, Pima-
rizin 100% (Sigma P-8144) 40 mg 1!
— Modified Chalmer Medium (24): Lactose 20 g, Glucose 20 g, Sojapepton 3 g,
Fleischextrakt 3 g, Hefeextrakt 3 g, Calciumcarbonat 20 g, Neutralrotlosung 1%
5 ml, Agar 15 g, dest. Wasser 1000 ml, End-pH 6

— Verdinnungslésung: Pepton 1 g, Natriumchlorid 8,5 g,
dest. Wasser 1000 ml

— Medium fir Zuckervergirung mit Mikrotiterplatten (MIK): Proteose Pepton
10 g, Yeast Nitrogen Base (Difco 039-15) 7,5 g, Tween 80 1 ml, Bromkresolpur-
pur 0,17 g, dest. Wasser 1000 ml, pH nach Autoklavieren 6,9 — 7,0, Zugabe von
100 ml der sterilfiltrierten 10%igen Zuckerlosungen nach dem Autoklavieren
und Abkihlen: L-Arabinose (Fluka 10840), D-Arabinose (Fluka 10850), Amyg-
dalin (Fluka 10050), Aesculin (Fluka 02350), Cellobiose (Fluka 22150), Fructose
(Merck 2321), Galaktose (Fluka 48260), Glucose (Fluka 49159), Gluconsiure
(Fluka 49110), Lactose (Fluka 61340), Maltose (Merck 5911), Mannit (Merck
5982), Mannose (Fluka 63580), Melezitose (Senn 1146), Melibiose (Senn 1147),
Raffinose (Senn 1171), Rhamnose (Senn 1173), Ribose (Senn 1174), Salicin (Fluka
84150), Sorbit (Fluka 85530), Saccharose (Merck 6751), Trehalose (Senn 1180),
Xylose (Senn 1200), Sorbose (Senn 1177), steriles fliissiges Paraffin (Merck 7160)

— Testsystem API 50 CHL: api International, Genf, Nr. 5041.
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Vergleichende Bestimmung der Kolonie-Zahlen und -Grossen auf
unterschiedlichen Kulturmedien

— Anziichten der Teststimme in M.R.S.-Bouillon bei 30 °C 24 h

— Ansatz von dezimalen Verdiinnungsreihen in Verdiinnungslosung

— Beimpfung der Milchsdurebakterien-, Plate count- und BHI-Agar-Medien im
Oberfl?chenausstrichverfahren im Doppel aus den Verdiinnungsstufen von 10~*
bis 10~

— Bebriitung: 30 °C, aerob und/oder anaerob (Anerocult A, Merck 13829) bis
maximal 110 h

— Kontrolle alle 12 bis 24 h, Koloniezahlung und Bestimmung der Koloniedurch-
messer, sobald auf einem der gepriiften Kulturmedien Koloniedurchmesser von
grosser als 1 mm erreicht waren.

— Keine Beriicksichtigung von pin point-Kolonien (pp)

— Berechnung der koloniebildenden Einheiten als gewogenes arithmetisches Mit-

tel (Xgew)

n
D

=il

X =
B TS (RN W == SRR

Z *1  Summe der Kolonienzahlen aller Platten

"1 Anzahl Z3hl-Platten der schwichsten Verdiinnung
12 Anzahl Zihl-Platten der nichsthoheren Verdiinnung
"1 Gewicht der schwichsten Verdiinnung

V2 Gewicht der nichsthéheren Verdiinnung

— Bestimmung der Koloniedurchmesser: +++ Koloniedurchmesser > 1 mm
++ Koloniedurchmesser 0,5 mm —1 mm

+  Koloniedurchmesser < 0,5 mm

Summe der «+»—Punkte

Durchschnittlicher Koloniedurchmesser =
Summe der Messungen

Summe der «+»-Punkte: Addition aller «+»-Punkte der 11 eingesetzten Lacto-
bacillus-Staimme fir je ein gepriiftes Kulturmedium.

Summe der Messungen: Anzahl der Messungen, die auf einem Kulturmedium
mit den Teststimmen unter aeroben und teils auch anaeroben Bedingungen durch-
gefiihrt wurden.
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Vergleichende Bestimmung der Koloniebildung von Hefen und Bakterien anf
selektiven und nichtselektiven Milchsiurebakterien-Kulturmedien

— Anziichten der Teststimme in M.R.S.-Bouillon oder BHI

~ 3-Osenausstrich auf modifiziertem und nicht modifiziertem M.R.S.-Agar, Rog-
genkleie-Agar und modifiziertem Chalmer-Agar-Medium

— Bebriitung: 30 °C, aerob

— Auswertung der Koloniegréssen nach 40 h und 110 h.

Priifungen der Vermehrung bei 15 °C, 45 °C und 50 °C und auf Gasbildung

— Beimpfung von entsprechend vortemperierten M.R.S.-Bouillon-R6hrchen mit
je 100 pul einer Stammbkultur und Bebritung bei 15 °C bis zu 7 Tagen, bei 45 °C
und 50 °C bis zu 3 Tagen und Priifung auf sichtbare Triibung.

— Zur Prifung der Gasbildung aus Glucose Bebriitung von mit 100 pl einer
Vorkultur beimpften M.R.S.-Bouillon-Réhrchen bei 30 °C wihrend 2 Tagen.
Positive Bewertung bei Bildung einer mindestens erbsengrossen Gasblase im
Durham-Réhrchen.

Bestimmung der Milchsiurekonfiguration

— Bestimmung der L- und D-Milchsiure mit UV-Test-Combination (Boehringer
Nr. 139 084) und D-Lactatdehydrogenase (Boehringer Nr. 106 941) in 100 pl des
1:25 verdiinnten Uberstandes nach Zentrifugation einer mindestens 48 bis 72 h
alten (22), bei 30 °C in M.R.S.-Bouillon bebriiteten Kultur des zu testenden
Stammes.

Priifung auf Ammoniakbildung aus Arginin

— Nach Beimpfung von 10 ml des Arginin-Mediums in Schraubdeckel-Réhrchen
mit 100 pl einer Vorkultur in M.R.S.-Bouillon, Bebriitung der geschlossenen
Rohrchen bei 30 °C wihrend 10 bis 14 Tagen.

~ Prifung auf Ammoniakbildung mit zwei bis drei Tropfen Nesslers Reagenz
(Fluka 72190)

— Reaktion positiv bei Bildung eines orange bis gelben Niederschlages

— Medium zur Ammoniakbestimmung aus Arginin (14, 16): Pepton 5 g, Hefeex-
trakt 3 g, Glucose 3 g, Natriumacetat 10 g, Argininhydrochlorid 3 g, Tween 80
1 g, Di-Kaliumphosphat 2 g, Tri-Natriumcitrat 2 g, Magnesiumsulfat 0,2 g,
Mangansulfat 0,05 g, pH 7,0-7,4, Sterilfiltration.

Nachweis der Bilduﬁg von meso-Diaminopimelinsdure (DAP) (2)

— Aufnahme des Zentrifugats von 10 ml einer 24-h-Vorkultur in M.R.S.-Bouillon
be1 30 °C in 0,5 ml 4n HCI
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12 h Hydrolyse bei 100 °C im Einschlussrohr

Entfernung der HCI durch Abblasen mit Luft unter Erwarmung der Probe im
Sandbad

Aufnahme des Rickstandes in 50%igem Methanol und punktférmige Auftra-
gung auf Chromatographiefolie (DC-Plastikfolie Cellulose ohne Fluoreszenz-
indikator, Merck 5577)

Eindimensionale Auftrennung im Laufmittel Methanol : Pyridin : Wasser : 10 n
Salzsdure im Verhidltnis 32:4:7: 1

Nach 4 bis 6 h Laufzeit Trocknung des Chromatogramms und Besprithung mit
Ninhydrinreagenz, Entwicklung bei 100 °C 20 Minuten

Ninhydrinreagenz (21): Nynhydrin 0,2 g, Ethanol 100 ml.

Bestimmung des pH-Wertes nach Wachstum auf Glucose

Messung des pH-Wertes mit Einstabelektrode in der bei 30 °C 48 h bebriiteten
Kultur in M.R.S.-Bouillon.

Bestimmung des Zuckervergarungsspektrums mit Mikrotiterplatten-Testsystem
(MIK)

Vorbereitung der Mikrotiterplatten: Befiillung der Vertiefungen mit je 200 1
Testmedium i

Vorbereitung des Inokulums: dreimalige Uberimpfung der Teststimme in
M.R.S.-Bouillon als 24stiindige Zwischenkulturen; zweimalige Zentrifugation
und Resuspension in 5 ml Verdiinnungslosung der 3. Vorkultur

Beimptung: 20 ul Inokulum je Vertiefung und Uberdeckung mit 100 pl sterilem
tlissigem Paratfin

Bebriitung: 30 °C, 48 h

Auswertung: Farbumschlag nach gelb als positive Reaktion gewertet, zweifel-
hafte Reaktionen (+/-) nicht gewertet

Blindwerte: Sterilititskontrolle der Testmedien durch Bebriitung ohne Beimp-
fung

Kontrolle auf Zuckerfreiheit der Testmedien durch Bebriitung nach der Beimp-
fung, aber ohne Zuckerzugabe zum Medium.

API-System

Durchfihrung nach den vom Hersteller angegebenen Vorschriften.
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Resultate

Koloniezahlen und -grossen anf unterschiedlichen Kulturmedien

Bei 10 der 12 gepriiften Stimme lagen nach 24 h Kultur bei 30 °C in M.R.S.-
Bouillon die Koloniezahlen nach Oberflichenkultur auf acht verschiedenen Milch-
saurebakterien-Medien, soweit tiberhaupt eine Kolomebﬂdung erfolgte in weitge-

hend %lelcher Grossenordnung zwischen 108 und tiber 10° KBE ml™!

3.2 10° KBE ml ™.

, im Mittel be1

— Von den drei geprﬂften Stimmen von L. plantarum zeigte nur einer normale
Koloniebildung auch auf den beiden nichtselektiven Medien (Tabelle 1).

— L. buchneri hatte auf dem Elliker-Agar nur unter anaeroben Bedingungen
Kolonien gebildet, L. farciminis dagegen weder aerob noch anaerob. Ausserdem
wurden von L. farciminis auf dem L-S-Differential- und Tomato Juice-Agar
ausschliesslich pin point-Kolonien gebildet. Auf dem Plate count-Agar zeigten

Tabelle 1. Vergleich der Koloniezahlen und -gréssen von drei Stimmen von Lac-
tobacillus plantarum nach 42 bis 48 h aerober (anaerober) Bebriitung
bei 30 °C auf 8 verschiedenen Milchsdurebakterien- und zwei nichtse-
lektiven Agarmedien

Stamm L. plantarum 1 L. plantarum 2 L. plantarum 3

Bebriitungszeit (h) 42 48 44 44

Bebriitungsatmosphare aerob aerob aerob anaerob
log KBE K@ |log KBE| KO |log KBE K@ (log KBE K&

ml ! ml 7! ml~ ml ™

Roggenkleie-Agar 8,17 |[+++| 9,54 |+++| 9,36 ++ 923 ++

Rogosa-Agar 8,34 ot 9.2 -+ 957 -

AFT-Acar s 8,20 | +++ 9,04 | +++

Elliker-Agar 8,25 + 9,04 ++ g 27 -

M.R.S.-Agar 8,20 4 8.97 e 9,4 et 925 —

L-S-Differential-Agar 8,00 + 8,95 + 9,23 T

Sorbinsdure-Agar 8,04 E 8,84 + 9,34 + 9.2 e

Tomato Juice-Agar 9,34 ++

Plate Count-Agar PP pp pp pp 9,20 +

Brain Heart Inf.-Agar pp PP PP PP 9,30 T

K& = Koloniedurchmesser:

+  Koloniedurchmesser < 0,5 mm

++ Koloniedurchmesser 0,5-1,0 mm
+++ Koloniedurchmesser > 1,0 mm
pp Pin point Kolonien

0 keine erkennbare Koloniebildung

Leerstellen: nicht gepriift

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 84 (1993)
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Tabelle 2. Vergleich der Koloniezahlen und -gréssen von je einem Stamm von
Lactobacillus buchneri und Lactobacillus farciminis nach 70 h aerober
und anaerober Bebriitung bei 30 °C auf acht verschiedenen Milchsiu-
rebakterien- und zwei nichtselektiven Agarmedien

Stamm L. buchneri 1 L. farciminis 1
Bebriitungszeit (h) 70 70 70 70
Bebriitungsatmosphire aerob anaerob aerob anaerob
log KBE | KO |log KBE| K& |log KBE | K& |log KBE| KO
ml ! ml 7! ml ! ml ™!
Roggenkleie-Agar 8,70 |+++| 8,70 - 8,70 ++
Rogosa-Agar 8,71 + 8,71 ++ 8,70 ++ 8,70 S r
APT-Agar 8,70 ++ 8,70 | +++ 8,70 ++ 8,70 ++
| Elliker-Agar 0 0 8,70 + 0 0 0 0
M.R.S.-Agar 8,71 -t 8,71 +4 8,70 — 8,70 e
L-S-Differential-Agar 8,62 + 8,62 + PP PP PP PP
Sorbinsdure-Agar 8,77 + 8,77 ++ BT +4 8,77 ++
Tomato Juice-Agar 8,71 + 8,71 -t pp pPp PP pp
Plate Count-Agar 0 0 0 0 0 0 0 0
Brain Heart Inf.-Agar 0 0 8,70 + PP pp 8,59 +

Zeichenerklirung sieche Tabelle 1

Tabelle 3. Vergleich der Koloniezahlen und -grossen von zwei Stimmen von
Lactobacillus casei und einer weiteren Lactobacillus spec. nach 44 bis
90 h aerober (anaerober) Bebriitung bei 30 °C auf acht verschiedenen
Milchsdurebakterien- und zwei nichtselektiven Agarmedien

Stamm L. casei 1 L. casei 2 L. spec.
Bebriitungszeit (h) 66 90 90 44
Bebriitungsatmosphire aerob aerob anaerob aerob

log KBE | KO |log KBE | K& |log KBE | KO |log KBE | K&

ml 7 ml 7! m] ! m] 7!

Roggenkleie-Agar 8,00 |+++| 914 |+++]| 9,14 |+++| 8,00 |+++
Rogosa-Agar 7,84 + 8,97 ++ 8,97 +
APT-Agar 8,08 ++ 9,08 ++ 9,08 ++
Elliker-Agar 7,87 + 8,95 e 8,95 ++
M.R.S.-Agar 7.9 +++ | 9,08 ++ 9,08 +4 8,00 | +++
L-S-Differential-Agar 7,74 + 9,08 ++ 9,08 +
Sorbinsdure-Agar 0 0 9,14 ++ 8,00 ++
Tomato Juice-Agar 7 + 8,95 ++ 8,95 ++
Plate Count-Agar 795 +
Brain Heart Inf.-Agar 7,84 +

Zeichenerklirung siehe Tabelle 1
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beide Stamme keine Koloniebildung, auf BHI-Agar nur unter anaeroben Be-
dingungen (Tabelle 2).

— L. casei Stamm 1 hatte im Gegensatz zu Stamm 2 auf Sorbinsdure-Agar keine
Kolonien gebildet (Tabelle 3).

— Die beiden gepriiften Staimme von L. brevis und der Stamm von L. hilgardii
zeigten ebenfalls keine Koloniebildung auf dem Elliker-Agar sowie auf den
beiden nichtselektiven Medien. Der Stamm 2 von L. brewis stellte im Vergleich
zu Stamm 1 wesentlich hohere Nihrstoffanspriiche. Bei aerober Bebriitung war
auf dem Rogosa- und APT-Agar keine Koloniebildung erfolgt und wurden auf
dem L-S-Differential-Medium nur pin point-Kolonien gebildet. Bei anaerober
Bebriitung waren auf APT-Agar um zwei Zehnerpotenzen niedrigere Kolonie-
zahlen erreicht. Dasselbe war auch auf dem M.R.S.-Agar sowohl bei acrober als
auch bei anaerober Bebriitung der Fall (Tabelle 4).

Signifikante Unterschiede waren dagegen bei der Grosse der gebildeten Kolo-
nien auf den acht verschiedenen Milchsdurebakterien-Medien erkennbar.-Die mit
einem Durchmesser von 1,0 mm und mehr als gross bezeichneten Kolonien (+++
in den Tabellen 1-4) wurden vorzugsweise auf dem Roggenkleie- und M.R.S.-Agar
gebildet. Auf beiden Medien hatten lediglich L. farciminis und L. hilgardii sowie
die beiden Stimme 1 und 2 von L. brevis deutlich kleinere Kolonien mit einem
Durchmesser von unter 1 mm (++) gebildet. Grosse Kolonien wurden ausserdem
noch von L. plantarum 1 und 2 auf APT-Agar und von L. hilgardii auf Tomato

Tabelle 4. Vergleich der Koloniezahlen und -gréssen von zwei Stimmen von
Lactobacillus brevis und einem Stamm von Lactobacillus hilgardii nach
72 h aerober (anaerober) Bebriitung bei 30 °C auf acht verschiedenen
Milchsiurebakterien- und zwei nichtselektiven Agarmedien

Stamm L. brevis 1 L. brevis 2 L. hilgardii 1
Bebriitungszeit (h) 72 72 72 72
Bebriitungsatmosphire aerob aerob anaerob aerob

log KBE| K& |log KBE| KO |log KBE | KO |log KBE| KO

m] ! ml ! ml 7! m] !
Roggenkleie-Agar 759 ++ 8,54 + 8,54 ++ 8,3 ++
Rogosa-Agar 9,94 - 0 0 PP PP 8,53 4
APT-Agar 7339 + 0 0 6,3 + 8,4 ++
Elliker-Agar 0 0 0 0 0 0 0 0
M.R.S.-Agar 8,00 ++ 6,00 + 6,00 ++ 8,5 ++
L-S-Differential-Agar 7,56 + pp PP pp PP 8,34 +
Sorbinsiure-Agar 9,34 -+ 8,40 + 8,40 + 8,38 -
Tomato Juice-Agar 7,88 - 8,44 | +++
Plate Count-Agar 0 0 0 0
Brain Heart Inf.-Agar 0 0 0 0
Zeichenerkliarung siehe Tabelle 1
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Juice-Agar erreicht. Auf allen anderen Medien wurden iberwiegend nur sehr kleine
(+), teilweise auch mittlere (++) Kolonien gebildet.

Nicht in die Tabellen 1-4 aufgenommen wurden die Ergebnisse mit dem Modi-
fied Chalmer Medium. Einerseits war das Wachstum der Milchsiurebakterien sehr
schlecht und langsam, andererseits bildete nur L. brevis die fiir diesen Agar typische
rote Koloniefarbe (24).

Selektive Kulturmedien zur Unterdriickung von Hefen und Bakterien

M.R.S.-Agar und Roggenkleie-Agar hatten sich fiir das Wachstum von Milch-
saurebakterien als am besten geeignet erwiesen. Tabelle 5 zeigt, dass durch Zusatz
von Polymyxin und Pimarizin in den beiden modifizierten Medien eine partielle
Unterdriickung der Begleitflora moglich war. Auf Roggenkleie-Agar ohne Selek-
tivzusatze wuchsen Hefen ungehemmt, wihrend E. coli und S. aureus erst nach
lingerer Bebriitungszeit graue Kolonien mittlerer Grésse gebildet hatten. Auf dem
modifizierten M.R.S.-Agar waren S. aureus und E. coli, auf dem Modified Chalmer
Medium nur E. coli vollstindig gehemmt. Gluconobacter war auf beiden Medien
nur partiell gehemmt wie auch S. aurens auf modifiziertem M.R.S.-Agar.

Tabelle 5. Koloniedurchmesser von S. cerevisiae, E. coli, S. aureus und Glucono-
bacter auf selektiven und nichtselektiven Milchsiurebakterien-Kultur-
medien nach 40 und 110 h aerober Bebriitung bei 30 °C

Mikroorganismen S. cerevisiae E. coli S. aureus Gluconobacter
Bebriitungszeit [h] 40h [ 110h | 40h | 110h | 40h | 110h | 40h | 110k
Medien

M.R.S.-Agar +++ [+ [+ + + ++ ++ +4++
M.R.S.-Agar mod. e 0 0 0 ++ ++ + 4
Roggenkleie-Agar LCTC R LT R s s TaT

Mod. Chalmer Med. +++ |[+++ |[O 0 +++ |+ |+ ++

Zeichenerklarung siehe Tabelle 1

Vergleich des MIK- und API-Systems zur Bestimmung des Zuckervergirungs-
vermogens von Milchsaurebakterien

In den Tabellen 6 bis 8 sind die Resultate der gleichzeitigen Priifung des
Zuckervergirungsvermogens mit dem MIK - und API-System fiir fiinf DSM-Stim-
me und acht aus Teigen isolierte Milchsdurebakterien gegentbergestellt. Die mei-
sten Abweichungen im Vergleich der beiden Systeme lagen bei L. fermentum (DSM
20052) mit 10 unterschiedlichen Reaktionen vor, gefolgt von L. mesenteroides 1 mit
finf. Bei allen anderen gepriiften Stimmen waren es drei und weniger. Nicht
beriicksichtigt wurden dabei die schwachen Reaktionen (+/-), die in fast gleichen
Anteilen neunmal bei MIK und achtmal bei API, d.h. also insgesamt bei nur 2,7%
aller Bestimmungen zu beobachten waren.
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Tabelle 6. Vergleichende Bestimmung der «Zuckervergarungsspektren» mit der
Mikrotiterplatten-(MIK) und API-Methode bei funf Lactobacillus-Arten

Stamm L. farciminis L. casei L. fermentum | L. plantarum L.brevis
DSM-Nummer 20184 20008 20052 20179 20054
Allgemeine Merkmale
Milchsdurekonfiguration L DL B DL DL
Wachstum bei 15 °C + + = = =
Wachstum bei 45 °C = oL 4 it 2
Gasbildung aus Glucose - - + — +
Ammoniak aus Arginin + = - = .
Diaminopimelinsiure - — - ok =
Zuckervergarung MIK | API | MIK | API | MIK | API | MIK | API | MIK | API
L-Arabinose — = SN AR e p 4 i + T
D-Arabinose — = = - = 2 & e o =
Amygdalin - + + = 5 i o4 = i
Aesculin = & o = £ s 4 5 5 2
Cellobiose +/- | + + + - + + + + +
Fructose + + + + + + + + + +
Galaktose + + + + + + + + + +
Glucose - + + < o o 4 4 Ar o
Gluconsaure +/- | - - + + + - - + | +/-
Lactose + + + + - - + + - +
Maltose - + + + + + + + + +
Mannit - + + + + + + + a5 24
Mannose e + + + + T L e o 1
Melezitose - - - + - + - - + i
Melibiose - it 2t o - . T . i o
Raffinose = = + + = o L i L 2
Rhamnose - il . = . oy o o}
Ribose - + + - E - + + 5 4
Salicin +/— | - + - - + + + — b4
Sorbit = = s <L = 4 3 g 24 3
Saccharose - + + + | +/—=| + + + — <t
Trehalose + + + + + & + + & i
Xylose = ) . o) " + » = i g
Sorbose - = + % = — = = o a3
Bebriitung 48 h be130°C:  +  Reaktion positiv
—  Reaktion negativ
+/— Reaktion schwach
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Tabelle 7. Vergleichende Bestimmung der «Zuckervergarungsspektren» mit der
Mikrotiterplatten-(MIK) und API-Methode bei fiinf aus Brotteigen
1solierten Milchsaurebakterien-Stimmen

Stamm L. mesenteroides|P. pentosaceus 1|L. homohiochi 1| L. plantarum 5 | L. brevis 3
2
Herkunft aus Bickerei ] ] ] ] ]
Allgemeine Merkmale
Milchsdurekonfiguration D DL 1930 191 DI
Wachstum bei 15 °C + + - 7 o
Wachstum bei 45 °C - o < . P
Wachstum bei 50 °C - 2l % 2] e
End-pH in M.R.S.-Bouil. 4.2 37 3,85 3,4 37
Gasbildung aus Glucose - - = L +
Ammoniak aus Arginin - + — - +
Diaminopimelinsdure - - - + =
Zuckervergirung MIK | API | MIK | API | MIK | API | MIK | API | MIK | API
L-Arabinose + - - = - = i - + 5
D-Arabinose +/— | - = = L - = o = L
Amygdalin + + | +/=] + — = + -+ < e
Aesculin - - | /= | = - - + S - =
Cellobiose + . + - - - + + - 49
Fructose + + + + + + + + + +
Galaktose + + + 4 i 5 i 3 - i
Glucose + + + + T d + + + +
Gluconsaure - + - - - - + | +/-| + £
Lactose = Sl 2y = 80 e A 1 ol
Maltose -+ - + + + + + = 15 o
Mannit G e = = = T i - 1
Mannose + + + + + + + - - —
Melezitose —~ ~ - = = - e 4 - s
Melibiose + + |+~ - - s + - + 4
Raffinose + + - - o 2 5 ) i -
Rhamnose - - = = = s = 'l A i
Ribose + + + - - + + - - -
Salicin + + + + = = - i - L
Sorbit - - — — = = 1 - s 4
Saccharose + + — = 40 hE it + 2 it
Trehalose - + — = 2! i i T = e
Xylose - + - = = = ol A e 1 e 15
Sorbose = - = L 2 19 2 3 i 4

Zeichenerklarung siehe Tabelle 6
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Tabelle 8 Vergleichende Bestimmung der «Zuckervergirungsspektren» mit der
Mikrotiterplatten-(MIK) und API-Methode bei einer Lexconostoc-Art
und zwei Lactobacillus-Arten

Stamm L. mesenteroides 1 L. casei 3 L. plantarum 3
Herkunft aus Bickerei B A A
Allgemeine Merkmale
Milchsidurekonfiguration D L DL
Wachstum bei 15 °C + + +
Wachstum bei 45 °C = L -
Gasbildung aus Glucose + — !
Ammoniak aus Arginin - 4 il
Diaminopimelinsaure - = i
Zuckervergdrung MIK API MIK API MIK API
L-Arabinose = 2 = e + e
D-Arabinose = L L & £ 2,
Amygdalin + = o 5 i it
Aesculin = + + + + i
Cellobiose - + + + + +
Fructose i + gl + + -
Galaktose = 2t o L i
Glucose + - - S & o+
Gluconsaure - = 2 & £ .
Lactose - L 1 +
Maltose + -+ 5 4 i i
Mannit — + i + i it
Mannose + + + ik + +
Melezitose = = 4+ s i .
Melibiose + + - -2 & e
Raffinose + + 2 2 AL
Rhamnose = " 1 £
Ribose - + + + + +
Salicin = i 4 § i i
Sorbit - = = 4 -+
Saccharose - + + it o +
Trehalose + “+ + + o +
Xylose a5 iy L . + i
Sorbose — = i = = =
Zeichenerklarung siehe Tabelle 6
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Im MIK-System wurden nur neunmal vom API-System positiv abweichende
Reaktionen, d.h. in 2,9% aller Priifungen, festgestellt, wahrend beim API-System
21mal vom MIK-System positiv abweichende Reaktionen, d.h. in 6,7% aller Prii-
fungen, zu verzeichnen waren. Insgesamt lag die Abweichungsquote bei 9,6%.

Diskussion

Geeignete Kulturmedien fiir die Isolation und Identifikation von
Milchsaunrebakterien

Die vergleichenden Untersuchungen bei 11 verschiedenen Milchsidurebakterien-
Stimmen hatten gezeigt, dass mit Ausnahme des Elliker-Mediums, teilweise auch
des L-S-Differential-Agars, auf allen anderen sechs Medien vergleichbare Kolonie-
zahlen gebildet wurden. Signifikante Unterschiede waren dagegen hinsichtlich der
Grosse der gebildeten Kolonien zu verzeichnen. Wie die Zusammenfassung in
Tabelle 9 zeigt, war eine eindeutige Rangfolge fiir die Verwendbarkeit als Medien
zur Isolierung und Identifikation von Milchsiurebakterien zu berechnen. Die
durchschnittlich gréssten Kolonien wurden auf M.R.S.-Agar und Roggenkleie-
Agar gebildet. Ungeeignet waren die beiden nichtselektiven Medien Plate Count-
Agar und Brain Heart Infusion-Agar, aber auch die spezifischen Lactobacillus-Me-
dien Elliker-Agar und L-S-Differential-Medium. Durch den Zusatz von Polymy-
xin und Pimarizin zu den am besten geeigneten M.R.S.-Agar und Roggenkleie-
Agar konnte eine weitgehende Unterdriickung der Hefeflora und der gramnegati-
ven Begleitflora erreicht werden, ohne dass das Wachstum der Milchsdurebakterien
wesentlich beeinflusst wurde.

Spicher und Schroeder (18) haben des 6fteren zusitzlich noch den Sorbinsiure-
Agar angewandt. Dieser hatte sich auch in den eigenen Untersuchungen bewihrt.
Die starke Selektivitdt dieses Mediums hatte eine unterschiedliche Vermehrungs-
geschwindigkeit der verschiedenen Milchsdurebakterienstimme zur Folge. Daher
konnten bestimmte Arten bereits aufgrund der unterschiedlichen Koloniegrossen
auf den Agarplatten unterschieden werden. Mit der kombinierten Anwendung von
gleichzeitig zwei bis drei verschiedenen Medien war somit eine weitgehend voll-
stindige Erfasssung aller vorhandenen Milchsdurebakterien méoglich.

Nicht den Erwartungen entsprach das Modified Chalmer Medium (24). Die fiir
alle Milchsdurebakterien postulierten roten Kolonien wurden nur von L. brevis
gebildet. Dieses Medium wurde daher bei den weiteren Untersuchungen von
Brotteigen nicht mehr verwendet.
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Tabelle 9. Durchschnittliche Koloniedurchmesser der 11 untersuchten Lacto-
bacillus-Stamme auf den acht gepriiften Milchsiurebakterien- und den
zwei nichtselektiven Medien und die Rangfolge der Medien

Kulturmedium Anzahl Anzahl + Punkte im Rangfolge
+ Punkte Messungen Durchschnitt
Roggenkleie-Agar 36 15 2,40 2
Rogosa-Agar 18 14 1,29 6
APT-Agar 25 13 1,92 3
Elliker-Agar 10 14 Q.71 8
M.R.S.-Agar 40 16 2,50 1
L-S Diff.-Medium 11 14 0,79 7
Sorbinsdure-Agar 20 15 1,33 5
Tomato Juice-Agar 14 10 1,40 4
Plate Count-Agar 2 10 0,20 10
Brain Heart Inf.-Agar 4 10 0,40 9

Vergleich des MIK- und API-Systemes zur Bestimmung des Zuckervergiarungs-
vermogens von Milchsdurebakterien

Dem Vorteil der einfachen Handhabung des API-Systems stehen zwei Nachteile
in der routinemissigen Anwendung gegeniiber: der relativ hohe Preis und das
Fehlen eines umfangreichen Schliissels, wie er zum Beispiel fiir das API 20E
vorliegt. Somit mussen fiir die Auswertung die Angaben von Kandler und Weiss
(11) herangezogen werden. Da dort aber nur fiir 22 Zucker Angaben gemacht
werden, ist das API-System mit seinen 50 Testsubstanzen zu umfangreich. Aus
diesem Grund wurde in Anlehnung an die Arbeitsanweisung von API fiir die von
Kandler und Weiss (11) angegebenen Zucker und Zuckeralkohole ein Mikrotiter-
platten-System entwickelt. Beide beniitzen als Grundmedium eine abgeinderte
M.R.S.-Bouillon. Als Indikator werden Bromkresolpurpur oder Phenolrot zuge-
setzt. Vorversuche hatten aber gezeigt, dass das Grundmedium keine Stoffe enthal-
ten darf, die von den Milchsiurebakterien zu Siuren abgebaut werden kénnen und
somit zu einem Farbumschlag fithren wirden. Nach Uberpriifung der Rohstoffe
fiir die eigene Herstellung des Grundmediums nach API hatte sich gezeigt, dass
alle verfiigbaren Hefeextrakte Stoffe enthielten, die eine Siuerung bewirkten.
Daher wurde das Grundmedium von API abgeindert und das in «Kulturmedien»
beschriebene Grundmedium entwickelt, wobei der Hefeextrakt durch Yeast Ni-
trogen Base ersetzt wurde.

Dies machte einen Vergleichstest mit dem API-System erforderlich (Tabellen 6
bis 8). Fiir die Beurteilung sind allerdings nicht nur die Abweichungen der beiden
Systeme voneinander wichtig, sondern auch ein Vergleich der Resultate der einzel-
nen Systeme mit den von Kandler und Weiss (11) fiir den betreffenden Stamm-Typ
gemachten Angaben. Aus Tabelle 10 geht hervor, dass bei einem Vergleich MIK —
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Tabelle 10. Unterschiedliche Reaktionen beim Zuckervergarungsvermogen von
13 Milchsdurebakterien-Stimmen bei der Anwendung des API- und
MIK-Systems

Untersuchte Referenzstimme Anzahl zur Vergleichsmethode positiv (+)
Stimme nach Kandler und Weiss abweichende Reaktionen

(11)
MIK API

L. farciminis 0 3
DSM 20184 DSM 20184

L. casei pseudoplantarum 2 0
DSM 20008 ATEC 25598

L. fermentum 0 10
DSM 20052 ATCC 14931

L. plantarum 1 0
DSM 20179 ATCC 14917

L. brevis 1 3
DSM 20054 ATCC 14869

L. mesenteroides 1

L. mesenteroides 2

L. plantarum 5

L. plantarum 3

L. casei 3
L. homohiochii 1
L. brevis 3

P. pentosaceus 1

Qe |laol—=lale| o | >

VOOl O|O ]| |=]|—

N
—

Summe

Anzahl gepriifter Zucker: 312 (24 Zucker pro Stamm)
Anzahl gepriifter Zucker, die mit MIK- und API-System
unterschiedliche Reaktionen ergaben: 30
Unterschiedliche Reaktionen in %: 9,6

API bei insgesamt 30 Abweichungen das MIK-System neunmal und das API-Sy-
stem 21mal positiv abweichende Reaktionen aufwies.

Die in Tabelle 11 erfolgte Aufschliisselung nach der Abweichungshiufigkeit
zeigt, dass die Abweichungen nicht bei bestimmten einzelnen Zuckern hiufiger
vorkamen, sondern ziemlich gleichmissig verteilt bei insgesamt 70% der gepriften
Zucker aufgetreten waren.

In einer Vergleichsuntersuchung des API-Systems mit Milchsdurebakterien von
Hofer (7) hatten sich dhnliche Probleme ergeben. Einerseits konnten bei mehrfa-
chen Wiederholungen nicht immer die gleichen Resultate erzielt werden, anderer-
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Tabelle 11. Hiufigkeit unterschiedlicher Resultate bei der Vergirung von 24 ver-

schiedenen Zuckern und Zuckeralkoholen durch 13 verschiedene
Milchsdurebakterien mit dem MIK- und API-System

Zucker Positiv abweichende Reaktionen bei: | Zucker Positiv abweichende Reaktionen bei:
MIK API MIK API
L-Arabinose Mannose
D-Arabinose Melezitose 1
Amygdalin 1 2 Melibiose !
Aesculin 3 1 Raffinose 1
Cellobiose 1 o) Rhamnose 1
Fructose Ribose 1
Galaktose 1 Salicin 2
Glucose Sorbit 1
Gluconsaure 1 Saccharose 1
Lactose 2 Trehalose
Maltose 1 Xylose 1 1
Mannit 1 3 Sorbose

Tabelle 12. Abweichende Reaktionen des Zuckervergirungsvermogens beim
MIK- und API-System von finf Lactobacillus-Typstimmen nach
Kandler und Wezss (11)

Untersuchte Referenzstimme nach Anzahl positiv (+) bzw. negativ (-) abweichender
Stimme Kandler und Weiss (11) Reaktionen beim MIK- und API-System
MIK API

+ — + =
L. farciminis 0 3 2 8
DSM 20184 DSM 20184
L. casei pseudoplantarum 4 0 2 1
DSM 20008 ATCC 25598
L. fermentum 1 3 7 0
DSM 20052 ATCC 14931
L. plantarum 0 0 0 1
DSM 20179 ATCC 14917
L. brevis 4 1 6 1
DSM 20054 ATCC 14869
Insgesamt positiv bzw. negativ
abweichende Reaktionen 9 7 17 6
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seits wurden bei parallel in Reagenzglasern durchgefiithrten Versuchen mit dem von
Kandler und Weiss (11) vorgeschlagenen Medium unterschiedliche Resultate er-
reicht. Insbesondere betraf dies die Substanzen Aesculin, Cellobiose, Fructose,
Galaktose, Lactose, Raffinose und Salicin. Eine Erklarung hierfiir konnte nicht
gegeben werden.

Bei den eigenen Versuchen traten Abweichungen innerhalb eines Stammes auch
bei mehrfachen Wiederholungen nur sehr selten auf. Dagegen bestitigen die unter-

1abelle 13. Gegeniiberstellung der Angaben verschiedener Autoren zum Zucker-
vergirungsvermogen von Lactobacillus casei

Gepriifter Stamm L. casei
Autoren MIK API K+ W Sp Ab
I II 111
Vergiarung von
L-Arabinose + +/— - ~ — - -
Amygdalin + + 4
Aesculin + - - - + + +
Cellobiose + + + + +
Fructose + + + +
Galaktose + + + +
Glucose + -+ + +
Gluconsiure + + +
Lactose + - +/— + + + -
Maltose + -+ +/— + + + +
Mannit + + + + + + +
Mannose o + + +
Melezitose + o+ - +
Melibiose P 4 = — - s I
Raffinose + + = - - - +
Rhamnose - - =
Ribose + + - +
Salicin + + - + + + -
Sorbit + + - - + — +
Saccharose + + +/— + + + -
Trehalose - - + +
Xylose + - = +
Legende: +  Reaktion positiv K +W Kandler und Weiss (11)
—  Reaktion negativ Sp Spicher (20)
+/— Reaktion schwach Ab Abo Elnaga (1)
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schiedlichen Resultate mit den MIK - und API-Systemen die von Hofer (7) gemach-
ten Erfahrungen.

In Tabelle 12 sind die positiven und negativen Abweichungen bei fiinf mit dem
MIK- und API-System untersuchten Lactobacillus-Arten gegentiber den Angaben
von Kandler und Weiss (11) fiir diese Typstimme aufgefiihrt. Wihrend bei dem
MIK-System nur neun positive und sieben negative Abweichungen vorlagen,
waren es beim API-System 17 positiv abweichende und nur sechs negativ abwei-
chende Reaktionen. Damit hatte das API-System mit insgesamt 23 Abweichungen
gegentiber 16 des MIK-Systems eine hohere Anzahl insbesondere positiver Abwei-
chungen.

Diein Tabelle 13 zusammengestellten Literaturangaben zum Zuckervergirungs-
spektrum eines ausgewihlten Lactobacillus-Stammes (L. casez) im Vergleich mitden
eigenen Resultaten zeigen die unterschiedlichen Resultate bei einer Reihe von
Substraten. Abo Elnaga (1) unterteilt L. casei in Subspecies (I, II, III) unterschied-
licher Herkunft. Ein weiteres Beispiel ist die von Kandler und Weiss (11) als L.
sanfrancisco, von Spicher und Stephan (20) als L. brevis lindneri bezeichnete gleiche
Art, fiir die Kandler und Weiss (11) angeben, dass Fructose nicht, wohl aber
Galaktose und Gluconsiure vergoren werden, wihrend von Spicher und Stephan
die umgekehrten Angaben vorliegen (20). Fiir die gleiche Art hat Spicher beobachtet
(miindl. Mitt.), dass nach einem Gefriertrocknungs-Prozess das Zuckervergirungs-
vermogen um einige Zucker erweitert war.

Zusammenfassend lasst sich fiir die Verwendung des MIK-Systems zur Bestim-

mung des Zuckervergirungsvermogens aussagen:

1. Das Mikrotiterplatten-System eignet sich zur Erfassung des Zuckervergirungs-
spektrums von Milchsdurebakterien.

2. Der Farbumschlag beim MIK-System ist deutlicher, da hier im Gegensatz zum
API-System keine Zwischenphase mit griiner Farbe auftritt.

3. Bei der Bestimmung des Zuckervergirungsspektrums muss mit Abweichungen
gegeniiber den Referenzstimmen von bis zu 20% gerechnet werden.

Zusammenfassung

Mit 11 Lactobacillus-Stimmen wurden 8 Milchsiaurebakterien-Selektivmedien und zwei
nichtselektive Agarmedien nach aerober und teils anaerober Bebriitung bei 30 °C auf ihre
Eignung zur Koloniezihlung von aus Brotteigen isolierten Milchsaurebakterien vergleichend
gepriift. Mit Ausnahme von L. brevis erreichten alle anderen Stimme dhnliche Koloniezahlen.
Signifikante Unterschiede waren bei der Grosse der Kolonien zu verzeichnen.

Als Hemmstoffe zur Unterdriickung des Wachstums von Hefen und gramnegativen
Bakterien waren Pimarizin und Polymyxin gut geeignet.

Zur Identifizierung der aus Weizenbrotteigen isolierten Milchsiurebakterien wurde ein
Mikrotiterplatten-Verfahren zur Bestimmung des Zuckervergirungsvermdgens entwickelt
und mit dem api-System verglichen.
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Reéesume

8 milieux sélectifs pour les bactéries lactiques et 2 milieux non sélectifs ont été testés avec
11 souches de Lactobacillus sp. sous des conditions aérobes et anaérobes. Le but était de
trouver le milieux le plus apte au dénombrement des bactéries lactiques dans les pates et les
levains.

A Dexception de L. brevis, toutes les souches ont montré des nombres de colonies
comparables, tandis que le diamétre de colonies différait nettement selon le milieu utilisé, les
milieux les plus efficaces étant la gélose au son de selgle etle MLR S agar.

Les levures et les bactéries Gram négatives pouvaient étre supprimées complétement a
I’aide de pimaricine et de polymyxine.

Pour Iidentification des souches de bactéries lactiques isolées des pates de blé, un systéme
a base de plaques microtitres a été développé. Les résultats de I'identification ont été comparés
aux ceux du systéme api.

Summary

Eight media selective for lactic acid bacteria and two non-selective media have been tested
under aerobic and anaerobic conditions for their suitability as media for the detection and
enumeration of lactic acid bacteria in doughs. The tests were carried out with eleven different
strains of lactobacilli. All strains except L. brevis showed similar counts. Clear differences in
colony diameter were detected between the media tested, rye-bran agar and M.R.S. agar
showing best results. Growth of yeasts and Gram negative bacteria was successfully suppres-
sed by means of pimaricin and polymyxin.

For the identification of lactic acid bacteria isolated from wheat doughs an accurate system
using microtiter plates has been developed. The results of the identification have been
compared to those of the api-system.
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