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1. Einleitung und Fragestellung

Weizenkleie ist ein Nebenprodukt der Mehlherstellung. Jahrlich fallen groRe Mengen
an, die nur beschrankte Einsatzgebiete finden. Obwohl Weizenkleie reich an Nahrstoffen
ist, ist die Verwendung in der Humanerndhrung sowie die Beimischung zu Tierfutter
aufgrund der schlechten Verdaulichkeit und den nachteiligen sensorischen
Eigenschaften limitiert. Daher ist die Entwicklung von Verfahren zur Aufwertung von
Weizenkleie von groRem kommerziellen Interesse. Neben physikalischen Methoden
stellt auch die Fermentation als eines der dltesten von Menschen genutzten Verfahren
zur Verbesserung von Lebens- und Genussmitteln ein vielversprechendes
Forschungsfeld dar. Der erste Schritt zur Entwicklung von zielgerichteten
Fermentationsverfahren ist die Auswahl geeigneter Starterkulturen. Daher ist das Ziel
dieser Arbeit, verschiedene Bakterien und Hefen auf die Verwertung von Mono-, Di- und
Oligosacchariden zu untersuchen. Zum Einsatz kommen neben einer breiten Auswahl an
Milchsdurebakterien und  Saccharomyces Arten, die bereits intensiv zur
Lebensmittelfermentation genutzt werden, auch Vertreter der Gattungen Bacillus,
sowie Escherichia coli. Besonderes Augenmerk liegt auf der Metabolisierung von
Pentosen und daraus aufgebauten Mehrfachzuckern. Mittels Echtzeitmessung der
Tribung in Nahrlosungen, denen die jeweiligen Kohlenhydrate zugesetzt werden, wird
das Wachstum der Mikroorganismen bestimmt. Abschliefend werden aus der grof3en
Auswahl der untersuchten Mikroorganismen die vielversprechendsten Stamme fir

weiterfihrende Versuche ausgewahlt.



2. Literaturiibersicht

2.1. Weizenkleie

2.1.1. Zusammensetzung
Als Weizenkleie bezeichnet man die Rickstinde des Weizenkorns, die beim

Mahlvorgang vom Mehl getrennt werden. Diese bestehen aus der Samenschale (Testa),
der Fruchthaut (Perikarp) sowie der Aleuronschicht, die den Mehlkdrper (Endosperm)
von den dulReren Kompartimenten des Korns trennt. Jene Schicht aus quaderférmigen,
dickwandigen Zellen ist reich an Protein, Lipiden, Vitaminen, Mineralien und
Ballaststoffen [PRUCKLER et al., 2014]. Ebenso ist in Weizenkleie ein geringer Anteil an
Starke vorhanden, da ein vollstandiges Abscheiden der Mehlfraktion technisch nicht
realisierbar ist. Etwa 25% der Trockenmasse des Weizenkorns fallen beim Mahlvorgang
als Weizenkleie an, Schatzungen zufolge weltweit etwa 150 Millionen Tonnen pro Jahr
[PRUCKLER et al., 2014]. Die Zellwande der Aleuronschicht machen mehr als ein Drittel
des Zellvolumens aus und bestehen zum grofSten Teil aus komplexen Polysacchariden.
Hier kann zwischen Hexose Polymeren wie Zellulose und Pentose Polymeren wie
beispielsweise Xylan unterschieden werden. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, ist Xylan
eine Hemizellulose bestehend aus langen Ketten linear verbundener B — D (1 = 4)
Xylopyranoseeinheiten. Xylooligosaccharide (XOS) stellen eine chemisch heterogene
Gruppe von Xyloseoligomeren mit einer Lange von 2 — 10 Xylosemolekiilen dar, welche
aus der hydrolytischen Spaltung von Xylan entstehen. Zu dieser Gruppe zdhlen

beispielsweise Xylobiose oder Xylotriose [AACHARY und PRAPULLA, 2011].

OH OH

OH OH

Abbildung 1: Strukturformel von Xylan

Ist das Xylanriickgrat an den Positionen C—2 und C-3 mit a — L — Arabinofuranose
substituiert, spricht man von Arabinoxylan. Weiters kénnen phenolische Verbindungen
mit a — L — Arabinofuranoseeinheiten verestert sein und Querverbindungen zwischen
den einzelnen Ketten bilden. 50% der in Weizenkleie vorkommenden Ballaststoffe
entfallen auf Arabinoxylan, was einem Anteil von 11 bis 26 % der Trockenmasse

entspricht. Der erste Schritt des Abbaus ist die Hydrolyse, die so entstandenen
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Oligosaccharide werden Arabinoxylanoligosaccharide (AXOS) bezeichnet. Abbildung 2

zeigt schematisch die Strukturformel von Arabinoxylan.

CH,0H o

OH fo) OH [0}

HO HO'

Abbildung 2: Strukturformel von Arabinoxylan

2.1.2. Einsatz in der Humanernéhrung
Studien legen nahe, dass Arabinoxylan sowie AXOS und XOS prabiotisch wirken. Sie sind

fir den menschlichen Kérper unverdaulich und nicht resorbierbar, werden aber von der
Darmflora metabolisiert. Dies fordert die Kolonisation des Dickdarms mit
Bifidobakterien und verkirzt die Transitzeit. Ebenso vermindert eine arabinoxylanreiche
Kost den postprandialen Glucose- und Triglyceridanstieg im Blut. Weiters kénnte ein
erhohter Verzehr von Weizenkleie sowie kleiehaltiger Lebensmittel die
Ballaststoffaufnahme in der Bevélkerung erhdhen [PRUCKLER et al., 2014]. Mit
phenolischen Verbindungen verestertes Arabinoxylan ist die einzige préabiotische
Verbindung, die aullerdem antioxidativ wirkt [BROEKAERT et al., 2011].

In Tierversuchen zeigte sich, dass eine Fitterung mit Weizenkleie das Wachstum von
vorteilhaften Darmbakterien fordert und somit einem mikrobiellen Ungleichgewicht der
Darmflora entgegensteuert, welches im Verdacht steht ein Risikofaktor fiir das
Entstehen von Adipositas zu sein. Weiters zeigte sich bei hyperkalorischer Erndhrung im
Tierversuch eine langsamere Gewichtszunahme der Versuchstiere, eine geringere
AdipozytengroBe sowie niedrigere Cholesterinwerte und Entziindungsmarker
[NEYRINCK et al., 2011]. Allerdings ist der Einsatz von Weizenkleie in Brotteig mit
negativen sensorischen Eigenschaften, wie einem sandigen Mundgefiihl sowie einer
erhohten Bitterkeit des Endproduktes assoziiert, daher findet nur ein geringer Teil der
weltweit anfallenden Kleie in der Humanerndhrung Verwendung, der Grof3teil wird als
Beiprodukt von niedrigem kommerziellem Wert als Viehfutter genutzt. Dennoch kénnte
man durch das verstarkte Integrieren von Kleie und Kleieprodukten in die

Humanerndhrung sowohl zur Allgemeingesundheit beitragen, als auch die



Wertschopfung in der getreideerzeugenden und -verarbeitenden Industrie erhéhen
[PRUCKLER et al., 2014].

Einige Verfahren zur Verbesserung der sensorischen Eigenschaften von Kleie sind bereits
zugelassen, wie etwa die Oxidation bitter schmeckender, phenolischer Inhaltsstoffe
mittels Ozon oder Extrusion. Diese Prozesse sind allerdings aufwendig und
energieintensiv und konnten moglicherweise qualitatsrelevante Inhaltsstoffe zerstoren.
Ein kostenglinstiges und seit Jahrtausenden genutztes Verfahren zur Verbesserung der
sensorischen Eigenschaften vieler Lebensmittel ist die gezielte Umsetzung durch
Mikroorganismen. Die Sauerteigfermentation wird seit jeher eingesetzt um das
Wasserbindungsvermogen und das Volumen des Brotteiges zu erhéhen sowie einen

charakteristischen Geschmack zu erzeugen [PRUCKLER et al., 2014].

2.1.3. Verwendung als Futtermittel
Da nur wenig von der jahrlich anfallenden Weizenkleie fiir die Humanerndhrung

verwendet wird, wird der GroRBteil davon als Viehfutter genutzt. Aufgrund der schweren
Verdaulichkeit ist der Einsatz hierfiir allerdings ebenso begrenzt. Dennoch kann durch
die Futterung von Weizenkleie potenziell positive Effekte erzielt werden. Studien legen
nahe, dass eine mit Weizenkleie angereicherte Kost die Pravalenz von E. coli assoziierter
Diarrho, die bei Ferkel hdufig nach dem Absaugen auftritt, senken kann [MOLIST et al.,
2010]. Weiters zeigte sich, dass eine Supplementierung mit AXOS die Futterverwertung
von Masthiihnern verbessern, sowie Salmonelleninfektionen wirksam vorbeugen kann
[COURTIN et al., 2008] [EECKHAUT et al., 2008]. Allerdings wird auch vermutet, dass eine
vermehrte Zufuhr von Weizenkleie die Bioverfligbarkeit von Spurenelementen wie

Eisen, Zink und Kupfer senken kann [NEWTON et al., 1983].

2.2. Turbidimetrie

Der Goldstandard zur Bestimmung der Keimzahlen von Mikroorganismen ist seit jeher
das Anzlichten auf Agarplatten und anschlieende Auszdhlen. Da dieses Verfahren, vor
allem bei einer groRen Anzahl an Proben, zeitintensiv ist und erst nach einigen Stunden
bis Tagen der Bebritung Ergebnisse liefert, wurde eine zeitsparende Methode zur
Echtzeitmessung von bakteriellem Wachstum entwickelt. Das Prinzip dahinter ist die
Messung der Tribung einer Bakteriensuspension, die durch die darin enthaltene
Zellmasse verursacht wird, mit Hilfe eines Photometers. Anders als bei Stoffen in Losung,

die einstrahlendes Licht absorbieren und fiur die das Lambert Beersche Gesetz die
4



Abhangigkeit der Absorption von den Stoffkonzentration beschreibt, wird das
einstrahlende Licht nicht nur absorbiert sondern auch gestreut, das Lambert Beersche
Gesetz ist somit nur eingeschrankt anwendbar. Die Intensitat der Streuung wird neben
der Konzentration der Partikel auch durch die deren GroRe sowie der Intensitat des

einstrahlenden Lichts bestimmt.

Formel 1: Optische Dichte
Iy
0D =lg (—
I

OD ... Optische Dichte
lo ... Intensitdt des einstrahlenden Lichts

l1 ... Intensitat des transmittierten Lichts

Wie aus Formel 1 ersichtlich stellt der dimensionslose Messwert den dekadischen
Logarithmus der Intensitat des eingestrahlten Lichtes, gebrochen durch die Intensitat
des transmittierten Lichtes, dar. Da die Bezeichnungen Extinktion oder Absorption im
Zusammenhang mit dem Lambert Beerschen Gesetz fur Stoffe in Lésung gebrauchlich
sind, hat sich Optische Dichte als Bezeichnung dieser GroRRe etabliert.

Abbildung 3 zeigt den schematischen Aufbau einer Apparatur zur Messung der Triibung.
Monochromatisches Licht wird Uber eine Blende durch die Probe geleitet und die
Intensitat anschlieBend detektiert. Wird die Intensitat des nicht gestreuten Lichts

detektiert spricht man von Turbidimetrie, wird ein Detektor auflerhalb des
shutter detector

-1

source

------ - closed
monochromator sample or blank
signal
shutter processor
T open sample (.].r blank
| signal
source closed g
monochromator processor
- __.
AV4
detector

Abbildung 3: (a) Turbidimetrie und (b) Nephelometrie
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Strahlengangs, der fir gewohnlich im 90° Winkel zu diesem ausgerichtet ist, verwendet
um die Intensitat des gestreuten Lichts zu ermitteln, wird dies Nephelometrie genannt.
Weiters wurde festgestellt, dass die meisten Bakterien unabhangig von ihrer GréRe die
gleiche OD pro Einheit Trockensubstanz aufweisen. Ein linearer Zusammenhang
zwischen Zellmasse und OD ist laut Dalgaard et al. bis zu einem Wert von 0,3 gegeben.
Ein Problem dieser Methode stellt die relativ hohe Detektionsgrenze von etwa 107 KBE
pro Milliliter dar, bei der das Bakterienwachstum bereits deutlich verlangsamt ist und
daher nur schwer Aussagen iber maximale Wachstumsraten getroffen werden kénnen.
Trotzdem eignen sich photometrische Methoden als schnelle, nicht invasive Verfahren
zur Ermittlung und Uberwachung von Zellzahlen in Bakteriensuspensionen. Auch
aullerhalb des linearen Bereiches kdnnen semiquantitative Wachstumsdaten produziert
werden [BEGOT et al., 1996] [DALGAARD et al., 1994].

Der Bioscreen C (Labsystem Co, Finnland) ist eine vollautomatische Apparatur zur
Messung der optischen Dichte. Sie besteht aus einem Photometer mit Filtern von 405
bis 600nm, einem Heizsystem sowie einem Schlitten, in dem 2 Stick 100 Well
Mikrotiterplatten Platz finden. Eine Schittelvorrichtung homogenisiert die Proben
wahlweise vor oder nach jeder Messung und eine spezielle Beschichtung auf der
Innenseite der Wells verhindert Kondenswasserbildung. Bedient wird das Gerat tber ein
Interface an einem beliebigen Computer mit der entsprechenden Software, Uber die
auch die Messdaten in verschiedenen Formaten exportiert werden konnen. Dieses
Verfahren ist fiir Bakterien und Hefen anwendbar. Abbildung 4 zeigt den Bioscreen C

[BEGOT et al., 1996] [MURAKAMI et al., 2008].

Abbildung 4: Bioscreen C



2.3. Homo- und heterofermentative Milchsduregirung

Von Fermentation oder Garung spricht man, wenn organische Stoffe wie Kohlenhydrate
unter Ausschluss von Sauerstoff zu Sauren, Gasen und Alkoholen abgebaut werden.
Diesen Prozess macht man sich bei der Herstellung von Lebensmitteln wie
beispielsweise Milchprodukten, Wurstwaren, Eingelegtem oder Sauerteig zu Nutze.
Mikroorganismen konnen anhand ihrer fermentativen Aktivitdit in 3 Gruppen
untergeteilt werden:

Gruppe A: Obligat homofermentativ (Formel 2): Hexosen werden fast ausschlieBlich zu
Milchsdaure mittels Glykolyse abgebaut. Diese Organismen verfligen iber Fruktose-1,6-
bisphosphat-Aldolase aber nicht Giber Phosphoketolase, daher kdnnen Pentosen und

Gluconat nicht fermentiert werden.

Formel 2: Homofermentative Milchsdauregarung

Hexose + 2 ADP + 2 Pi - 2 Lactat + 2 ATP

Gruppe B: Fakultativ heterofermentativ (Formel 3): Hexosen werden ebenso fast
ausschlieBlich zu Milchsdure abgebaut. Diese Organismen verfiigen sowohl Uber
Fruktose-1,6-bisphosphat-Aldolase als auch (ber Phosphoketolase, daher kdnnen
Pentosen und oft auch Gluconat fermentiert werden. In der Gegenwart von Hexosen

werden Enzyme des Pentosestoffwechsel unterdriickt.

Formel 3: Fakultativ heterofermentative Milchsduregarung

Hexose +2 ADP+2P; - 2 lLactat+ 2 ATP
Pentose + 2 ADP+1P; - 1 Lactat+ 2 ATP + 1 Acetat

Gruppe C: Obligat heterofermentativ (Formel 4): Diesen Organsimen fehlt das Enzym
Fruktose-1,6-bisphosphat-Aldolase, das die Spaltung von Fruktose-1,6-bisphosphat
katalysiert, daher werden sowohl Hexosen als auch Pentosen im Phosphoketolase Weg
Uber Xylose — 5 Phosphat abgebaut. Dabei entstehen neben Milchsdaure auch Ethanol,
Essigsaure und Kohlendioxid. Da bei der Produktion von Ethanol kein zusatzliches ATP
erzeugt wird, ist die Energieausbeute bei der Verwertung von Pentosen héher. Am
Verhaltnis von Essigsdaure zu Milchsdure kann bestimmt werden, ob bevorzugt Pentosen

oder Hexosen metabolisiert werden [HAMMES und HERTEL, 2009].



Formel 4: Obligat heterofermentative Milchsduregarung

Hexose +1ADP+1P; > 1 lLactat+ 1ATP + 1 Ethanol
Pentose + 2 ADP+1P; - 1 Lactat+ 2 ATP + 1 Acetat

2.4. Untersuchte Mikroorganismen

2.4.1. Lactobacillales

Als Lactobacillales oder Milchséurebakterien wird eine morphologisch sehr heterogene
Ordnung von grampositiven, nicht sporenbildenden Bakterien bezeichnet, die in der

Lage sind, Kohlenhydrate zu Milchsdure zu fermentieren.

2.4.1.1. lactobacillus

Lactobacillus stellt eine Gattung gram-positiver, teilweise kokkoider Stabchen innerhalb
der Familie der Lactobacilliaceae dar. Lactobacillen sind anaerob oder aerotolerant. Das
natlirliche Habitat muss reich an Kohlenhydraten sein, daher sind Lactobacillen haufig
auf menschlichen und tierischen Schleimhauten, sowie auf Pflanzenmaterial und in
Abwadssern anzutreffen. Diese Gattung spielt eine wichtige Rolle bei der Fermentation
sowie beim Verderb von Lebensmitteln. Aller untersuchten Vertreter dieser Gattung
sind in der Lage Glucose (GLU) und Fruktose (FRU) zu metabolisieren [HAMMES und
HERTEL, 2009].

Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus prasentiert sich als Stdbchen mit abgerundeten Enden und kommt
paarweise oder in kurzen Ketten vergesellschaftet vor. Riboflavin, Pantothensaure,
Folsdaure und Niacin werden fir das Wachstum gebraucht. Isoliert kann L. acidophilus
aus dem menschlichen Intestinaltrakt sowie aus Mund- und Vaginalflora werden. Die
von ihm durchgefiihrte Fermentation ist als obligat homofermentativ beschrieben,
Laktose (LAC) und Maltose (MAL) kéonnen verwertet werden, Arabinose (ARA) und
Xylose (XYL) nicht. Weiters hat sich gezeigt, dass vereinzelte Stamme von L. acidophilus
XOS metabolisieren kdnnen [CRITTENDEN et al., 2002] [HAMMES und HERTEL, 2009]
[McLAUGHLIN et al., 20015].



Lactobacillus brevis

L. brevis formt kurze Ketten aus stdbchenformigen Zellen. Diese Art bendtigt
Kalziumpantothenat, Niacin, Thiamin und Folsdure zum Wachsen. Isoliert kann L. brevis
aus Milch, Kase, Sauerkraut, Sauerteig, Silage, Kuhdung, sowie menschlichen Fakalien
werden. Der Kohlenhydratstoffwechsel ist obligat heterofermentativ, mehr als 90% der
Stamme verwerten ARA und MAL, einige auch XYL. Priickler et al. zeigten bereits, dass
L. brevis Potential fiir die Fermentation von Weizenkleie aufweist, ebenso zeigen
Untersuchungen, dass L. brevis in der Lage ist, XOS zu metabolisieren [ANAIEVA et al.,
2012] [CRITTENDEN et al., 2002] [HAMMES und HERTEL, 2009] [IMMERZEEL et al., 2014]
[MICHLMAVYER et al., 2013] [PRUCKLER et al., 2015].

Lactobacillus casei

L. casei prasentiert sich als Stiabchen mit geraden Enden; Riboflavin, Folsaure,
Kalziumpantothenat und Niacin werden fir das Wachstum bendétigt. Das natirliche
Habitat dieser Art sind Milchprodukte, Kase, Silage, Sauerteig, Kuhdung sowie
menschliche Schleimhdute. L. casei betreibt fakultativ heterofermentative
Milchsduregarung, allerdings wird kein Wachstum auf ARA und XLY beschrieben. Neue
Untersuchungen legen allerdings nahe, dass bestimmte Stamme von L. casei XOS und

AXOS verwerten konnen [HAMMES und HERTEL, 2009] [McLAUGHLIN et al., 2015].

Lactobacillus hilgardii

L. hilgardii weist stabchenférmige Morphologie mit runden Enden auf und ist oft mit
langen Filamenten ausgestattet. Das pH-Wert Optimum liegt bei 4,5 bis 5,5, ein
Wachstum ist auch in Anwesenheit von 15-18% Ethanol moglich. Erstmalig isoliert
wurde L. hilgardii aus kalifornischem Tafelwein, mittlerweile ist eine Verbreitung auch
in vielen anderen Weinerzeugnissen nachgewiesen. Der Kohlenhydratstoffwechsel
prasentiert sich obligat heterofermentativ mit einer Verwertung von XOS und MAL,
allerdings ist diese Gattung nicht fahig, ARA zu verstoffwechseln [HAMMES und HERTEL,
2009].

Lactobacillus otakiensis

L. otakiensis wird aus dem traditionellen japanischen Sauergemiise ,Sunki“ isoliert und
wurde von Watanabe et al. 2009 erstbeschrieben. Diese heterofermentativen,

unbeweglichen Stabchen produzieren Sdure aus GLU, FFR, MAL, ARA und XYL. Die
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Verwertung von LAC unterscheidet sich zwischen den einzelnen Stammen [WATANABE

et al., 2009].

Lactobacillus kisonensis

Gemeinsam mit L. otakiensis wurde die sehr eng verwandte Art L. kisonensis 2009
entdeckt. Der Kohlenhydratstoffwechsel ist ebenso heterofermentativ charakterisiert,

MAL, XYL und ARA kdnnen von dieser Art verwertet werden [WATANABE et al., 2009].

Lactobacillus plantarum

L. plantarum prasentiert sich als gerade Stabchen mit abgerundeten Enden, die
Milchsduregarung erfolgt fakultativ heterofermentativ. Kalziumpantothenat und Niacin
werden fir das Wachstum bendétigt. Isoliert kann L. plantarum aus Milchprodukten,
Sauerkraut, Sauergemiise, Kuhdung, Jauche sowie aus der menschlichen Mundhéhle
werden. L. plantarum kann als Starterkultur fiir die Fermentation Spanischer Oliven
verwendet werden. In Sauerteig zeigen die Stoffwechselprodukte von L. plantarum
antifungale Eigenschaften und kénnen den Teig vor Schimmelbefall schiitzen. Manche
Stamme kdnnen ARA und XYL fermentieren. Weiters legen Untersuchungen auch nahe,
dass L. plantarum in der Lage ist, XOS zu metabolisieren. In ersten Versuchen zeigte L.
plantarum bereits vielversprechende Ergebnisse bei der Fermentation von Weizenkleie
zur Sauerteigherstellung [ANAIEVA et al., 2012] [CODA et al., 2011] [CRITTENDEN et al.,
2002] [DE CASTRO et al, 2002] [HAMMES und HERTEL, 2009] [PRUCKLER et al., 2015].

Lactobacillus reuteri

L. reuteri prasentiert sich als gebogene Stdbchen mit runden Enden, die einzeln,
paarweise oder zu unregelmalligen Clustern vereinigt vorkommen kdnnen. Das
natirliche Habitat sind Fleischprodukte, Sauerteig sowie Fakalien. Diese obligat
heterofermentative Art verwertet ARA und MAL, aber keine XYL. Ebenso sind keine
Stamme bekannt, die in der Lage sind, XOS zu metabolisieren [CRITTENDEN et al., 2002]
[HAMMES und HERTEL, 2009].

Lactobacillus sanfrancisciensis

L. sanfrancisciensis, veraltet auch L. brevis var. lindneri genannt, zeigt ein schlechtes
Wachstum auf MRS, das durch die Zugabe von frisch hergestelltem Hefeextrakt und

Verringerung des pH-Wertes des Mediums auf 5,6 verbessert werden kann. Aulerdem
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bewirkt der Austausch von GLU mit MAL ein besseres Wachstum. Das natiirliche Habitat
dieser obligat heterofermentativen Art ist Weizen- und Roggensauerteig. Obwohl die
Literatur angibt, dass diese Art unfdhig ist ARA und XXL zu metabolisieren, wurden bei
Fermentationsversuchen mit Sauerteig auf Weizenkleiebasis bereits vielversprechende
Ergebnisse erzielt. Tabelle 1 bietet eine Ubersicht des erwarteten Kohlenhydratabbaus

der Gattung Lactobacillus [HAMMES und HERTEL, 2009] [PRUCKLER et al., 2015].

Tabelle 1: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Lactobacillus ssp.

s

5 (%)
L. acidophilus A + + + + - - ~ 2
L. brevis B oder C + + + + + ~ + ~
L. casei B + + + + - _ ~ ~
L.hilgardii C + + + + _ + > 3
L. kisonensis C + + + + + + ? ?
L. otakiensis C + + ~ + + + ? ?
L. plantarum B + + + + ~ ~ + ?
L. reuteri C + + + + + - _ ?
L. sanfrancisciensis C + + + + - - ? ?

A: homofermentativ; B: fakultativ heterofermentativ; C: obligat heterofermentativ; +: Abbau
erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten vorhanden

2.4.1.2. Pediococcus

Eine weitere Gattung in der Familie der Lactobacillaceae stellen die Pediokokken dar. Sie
sind die einzigen Milchsdaurebakterien, die sich in Tetradformation anordnen. Sie
produzieren Milchsaure, eine Gasbildung ist nicht beschrieben. Vertreter dieser Gattung
konnen eine Vielzahl verschiedener Kohlenhydrate wie Hexosen, Pentosen sowie
Triosen und Polymere wie Starke abbauen; die meisten Arten betreiben
homofermentative Bis auf wenige Ausnahmen k&nnen Pediokokken nicht ohne
Kohlenhydratquelle wachsen. Ebenso wie Lactobacillen benotigen Pediokokken keine
Eisenquelle, aber ein reichliches Manganangebot. Pediokokken stellen eine ubiquitdre
Kontamination in Brauereien sowie in Wein und Cider dar. Milchsauregarung, GLU und

FRU kénnen von allen untersuchten Stammen verwertet werden. Tabelle 2 zeigt den
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erwarteten Kohlenhydratabbau der Gattung Pediococcus [HOLZAPFEL et al., 2009]
[MICHLMAYER et al., 2013].

Tabelle 2: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Pediococcus ssp.

C
v c
E o — (7]
e 2 o) Q < _ ) O
T * | <C = 3 S
S = | |& |S |5 | |%x | |3
P. acidilactici A + + ~ - ~ + 5 5
P. parvulus A + + - ~ - - ? ?
P. pentosaceus A + + ~ + ~ + ? ?

A: homofermentativ; B: fakultativ heterofermentativ; C: obligat heterofermentativ; +: Abbau
erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten vorhanden

Pediococcus acidilactici

Diese Art kommt einzeln, in Paaren oder zu unregelmaliigen Clustern vergesellschaftet
vor. Alle Stamme wachsen selbst bei 50°C. Charakteristisch fiir diese Art ist die
Unfahigkeit MAL zu metaboliseren und Starke zu hydrolysieren. Mehr als 90% der
Stamme kénnen FRU sowie XYL verwerten, einige auch ARA und LAC. Der Type Strain

wurde aus Gerste isoliert [HOLZAPFEL et al., 2009].

Pediococcus parvulus

P. parvulus ist unfdhig, Pentosen und LAC zu metaboliseren sowie Stdrke zu
hydrolysieren. Manche Stamme dieser Art produzieren Schleim. Das natirliche Habitat
von P. parvulus ist Sauerkraut, fermentiertes Gemise, Bier, Wein und Cider. Der Type

Strain wurde aus Silage isoliert [HOLZAPFEL et al., 2009].

Pediococcus pentosaceus

Vertreter dieser Art sind weniger hitzeresistent als P. acidilactici, das
Temperaturoptimum liegt bei 30°C. Seine Fahigkeit, MAL zu metaboliseren,
unterscheidet ihn von P. acidilactici. Die meisten Stamme metabolisieren ARA und LAC,
viele auch XYL, allerdings ist diese Art unfdhig Starke zu hydrolysieren. Bei der
Umsetzung von Pentosen entsteht eine dquimolare Mischung aus Acetat und Lactat. Das
natiirliche Habitat von P. pentosaceus ist Gerste, Malz, Hopfen, Heu, Apfel Zitrusfriichte

sowie Erdbeeren. Einige Stamme werden zur Fermentation von Wurstwaren, Sojamilch,
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Gurken, griinen Bohnen und Silage verwendet. Der Type Strain wurde aus getrockneter

Amerikanischer Bierhefe isoliert [HOLZAPFEL et al., 2009].

2.4.1.3. Enterococcus

Ein weiterer Vertreter der Milchsédurebakterien ist die zur Familie der Enterococcaceae
zdhlende Gattung der Enterokokken. Diese fakultativ anaeroben Diplokokken sind
teilweise beweglich und kdnnen in einem weiten Temperaturbereich von 10-45°C
wachsen, wobei die Optimaltemperatur mit 37°C angegeben wird. Enterokokken
betreiben homofermentative Milchsdauregarung und zeigen sich anspruchsvoll in Bezug
auf den Nahrstoffbedarf. Derzeit gibt es in der Literatur keine Hinweise darauf, dass
Vertreter der Gattung Enterococcus in der Lage sind XOS oder AXOS zu metabolisieren.
Tabelle 3 zeigt den erwarteten Kohlenhydratabbau der Gattung Enterococcus

[CRITTENDEN et al., 2002] [SVEC und DEVRIESE, 2009].

Enterococcus casseliflavus

E. casseliflavus prasentiert sich gelb pigmentiert und beweglich und besitzt die Fahigkeit
ARA und XYL zu metabolisieren. Das natirliche Habitat ist meistens Pflanzenmaterial,
Verwendung findet diese Art bei der Fermentation von Oliven nach Spanischer Art [DE

CASTRO et al, 2002] [SVEC und DEVRIESE, 2009].

Enterococcus faecalis

E. faecalis, veraltet auch Streptococcus faecalis, ist unbeweglich und fermentiert LAC,
nicht jedoch ARA und XYL. E. faecalis ist die am haufigsten vorkommende Enterococcus
Gattung im menschlichen Darm. Ein GroRteil aller Enterokokken Infektionen werden
durch E. faecalis verursacht, die zum Teil massive Komplikationen auslosen kénnen, da
diese Art meist intrinsisch immun gegen
B-Lactam Antibiotika ist und auBerdem Resistenzen gegen zahlreich andere
antibiotische Medikamente entwickeln kann. Eine E. faecalis Infektion kann

Endokarditis, Harnwegsinfektionen sowie Sepsis auslésen [SVEC und DEVRIESE, 2009].

Enterococcus faecium

Diese Art ist in der Lage ARA zu verwerten. Stamme bovinen und caninen Ursprungs sind

meist auch fahig XYL zu metabolisieren. Ebenso wie E. faecalis ist E. faecium ein groRer
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Bestandteil der menschlichen Darmflora. Obwohl nur ein kleiner Teil aller Enterokokken
Infektionen auf E. faecium zurickzufihren ist, fihrt auch dieser Nosokomialkeim
aufgrund seiner zahlreichen Resistenzen immer wieder, vor allem in Krankenhdusern, zu

Problemen [SVEC und DEVRIESE, 2009].

Enterococcus malodoratus

Diese Art ist kaum mit dem Menschen assoziiert, haufig werden diese Bakterien in
Milchprodukten nachgewiesen. Daten Uber Pathogenitidt liegen keine vor. Der Type
Strain wurde aus Gouda Kase isoliert. E. malodoratus ist nicht fahig ARA zu

metabolisieren, allerdings kdnnen einige Stimme XYL verwerten [SVEC und DEVRIESE,

2009].

Tabelle 3: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Enterococcus ssp.

c

()] c y N
E. casseliflavus A + + + + + + - -
E. faecalis A + + + + - - - -
E. faecium A + + + + + ~ - -
E. malodoratus A + + + + - ~ - _

A: homofermentativ; B: fakultativ heterofermentativ; C: obligat heterofermentativ; +: Abbau
erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten vorhanden

2.4.1.4. Lactococcus
Die Gattung Lactococcus aus der Familie der Streptococcaeae prasentiert sich als ovale,

fakultativ anaerobe Kokken, die paarweise oder in kurzen Ketten vergesellschaftet

auftreten. Lactococcus ssp. ist unbegeiRelt und bildet keine Endosporen aus [TEUBER,

2009].

Lactococcus raffinolactis

L. raffinolactis produziert Saure aus GLU, FRU, LAC und MAL. Die meisten Stamme
konnen XYL, einige auch ARA verwerten. Das natlirliche Habitat ist vor allem Rohmilch.

Tabelle 4 zeigt den erwarteten Kohlenhydratabbau von L. raffinolactis [TEUBER, 2009]
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Tabelle 4: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Lactococcus raffinolactis

c
L c
£ o ) — n
s ) Q < — %] (@]
T B = g o O 3
S = o | £ |5 |5 |12 |% |x |=
L. raffinolactis A + + + + ~ + ? ?

A: homofermentativ; B: fakultativ heterofermentativ; C: obligat heterofermentativ; +: Abbau
erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten vorhanden

2.4.1.5. Leuconostoc
Die Gattung Leuconostoc aus der Familie der Leuconostocaeae ist phenotypisch eng mit

Lactobacillus  und Pediococcus verwandt wund betreibt heterofermentative
Milchsduregarung. Sie ist anspruchsvoll in Sachen Nahrstoffbedarf und kann in
Pflanzenmaterial, Milchprodukten, Fleisch und fermentierten Lebensmitteln
nachgewiesen werden. Die Morphologie der einzelnen Zellen ist von den
Wachstumsbedingungen abhangig. In Milch treten die Zellen meistens kokkoid in
Erscheinung, in einem glucosehaltigen Medium eher stdbchenféormig. Auch auf
Agarplatten geziichtet kann Leuconostoc irrtimlich leicht als Stabchen klassifiziert
werden. Seine Fahigkeit, die organoleptischen Eigenschaften sowie die Textur von
fermentierten Lebensmitteln wie Butter, Milch, Kase oder Fleisch positiv zu beeinflussen
macht ihn fiir eine kommerzielle Nutzung interessant. Das Temperaturoptimum liegt bei
20-30°C. Die Zellen sind unbeweglich, gram-positiv und bilden keine Sporen.
Leuconostoc besitzt keine Aldolase, allerdings eine aktive Glucose-6-Phosphat
Dehydrogenase, daher wird GLU liber eine Kombination aus dem Hexosemonophosphat
und Pentosephosphat Weg metabolisiert. Tabelle 5 zeigt den erwarteten

Kohlenhydratabbau von Leuconostoc ssp. [HOLZAPFEL et al., 2009].

Leuconostoc lactis

L. lactis weist komplexe Aminosdureanforderungen auf und ist nicht fahig Dextran aus
Saccharose zu produzieren. Diese Art kann LAC besser als andere Vertreter der Gattung
Leuconostoc metabolisieren, ebenso produziert L. lactis reichlich Saure und kann zum
Gerinnen von Rohmilch fihren. Alle Stamme kénnen FRU, LAC und MAL metabolisieren,
einige auch ARA und XYL. Weiters sind Vertreter dieser Art beschrieben worden, die XOS
metabolisieren konnen [HOLZAPFEL et al., 2009] [OHARA et al., 2006].
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Leuconostoc mesenteroides

Alle Stamme dieser Art fermentieren FRU, ARA und MAL, einige auch LAC und XYL. Ein
Wachstum ist zwischen 5°C und 30°C moglich, das Temperaturoptimum liegt zwischen

20°C und 30°C. Milch wird selten angesduert oder geronnen [HOLZAPFEL et al., 2009].

Tabelle 5:Erwarteter Kohlenhydratabbau von Leuconostoc ssp.

[

v c » %)
L. lactis B oder C + + + + - - + ?
L. mesenteroides B oder C + - ~ - - - ? ?
subsp. cremoris
L. mesenteroides B oder C + + ~ + + ~ ? ?
subsp.
mesenteroides
L. pseudo- B oder C + + ~ + ~ + ? ?
mesenteroides

A: homofermentativ; B: fakultativ heterofermentativ; C: obligat heterofermentativ; +: Abbau
erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten vorhanden

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Diese Unterart von L. mesenteroides produziert Dextran aus Saccharose, vor allem in
einem Temperaturbereich von 20°C bis 25 °C. Zellen, die Exopolysaccharide bilden,
kdnnen ein Erhitzen von 85°C Uberstehen. Mit Hefeextrakt versetzte Milch wird von
einigen Stammen angesduert und geronnen. Alle Stamme dieser Art konnen MAL, FRU

und ARA metabolisieren, einige auch LAC und XYL [HOLZAPFEL et al., 2009].

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

Diese Unterart bildet lange Ketten, in Flissigmedien wird haufig ein Ausflocken
beobachtet. L. mesenteroides subsp. cremoris zeigt weniger metabolische Aktivitat als
die anderen Unterarten von L. mesenteroides. Als einziger Vertreter der Gattung
Leuconostoc besitzt er nicht die Fahigkeit, FRU zu verwerten; auch Saccharose kann nicht
gespalten werden. Ebenso ist er unfahig, MAL, ARA und XYL zu metabolisieren, manche
Stamme koénnen allerdings LAC verstoffwechseln. L. mesenteroides subsp. cremoris
wachst fakultativ anaerob bei einer optimalen Wachstumstemperatur zwischen 18°C

und 25°C [HOLZAPFEL et al., 2009].
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Leuconostoc pseudomesenteroides

Diese Art wachst in einem Temperaturbereich von 10°C bis 37°C und kann FRU, MAL
sowie XYL metabolisieren. Einige Stdamme sind auch in der Lage, ARA und LAC zu

metabolisieren [HOLZAPFEL et al., 2009].

2.4.1.6. Weissella
Weitere Vertreter der Familie der Leuconostocaeae sind Weissellen. Diese Gattung

wurde erst 1997 erstbeschrieben und prasentiert sich als gram-positive, unbewegliche
und nicht sporenbildende, kurze Stabchen mit abgerundeten Enden. Sie sind fakultativ
anaerob und betreiben heterofermentative Milchsdauregarung. Kohlenhydrate werden
iber den Hexose-Monophosphat-Pathway und den Phosphoketolase-Pathway
verstoffwechselt, als Endprodukte des Glucosestoffwechsels entstehen CO;, Ethanol
und Acetat. Die Unterscheidung der Weissellen von Leuconostoc und

heterofermentativen Lactobacillen gestaltet sich oft schwierig [BIORKROTH et al., 2009].

Weissella confusa

W. confusa kann MAL und XYL verwerten, allerdings keine ARA. Neue Untersuchungen
legen nahe, dass einige Stimme Gene fir B-Xylosidase tragen und auch tatsachlich in
der Lage sind XOS abzubauen [PATEL et al., 2013]. Weiters zeigen einige Stamme die
Fahigkeit, FRU und LAC zu metabolisieren. Das natiirliche Habitat sind fermentierte,
pflanzliche Lebensmittel, aber auch griechischer Kadse sowie das fermentierte
mexikanische Getreideerzeugnis Pozol. Durch die Fahigkeit Exopolysaccharide aus
Saccharose zu produzieren kann W. confusa bei der Sauerteigherstellung verwendet
werden um das Teigvolumen und die Weichheit der Krume positiv zu beeinflussen.
Tabelle 6 zeigt den erwarteten Kohlenhydratabbau von W. confusa [BIORKROTH et al.,
2009] [KATINA et al., 2009].

Tabelle 6: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Weissella confusa

C
Qv c
E o - — (7]
=] 2 @] < — ) O
L = o | & |S |s |§ |%x |8 |=%
W. confusa BoderC |+ ~ ~ + + - ~ 2

A: homofermentativ; B: fakultativ heterofermentativ; C: obligat heterofermentativ; +: Abbau
erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten vorhanden
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2.4.2. Bifidobacterium

Die Gattung Bifidobacterium prasentiert sich als gram-positive, unbewegliche, nicht
gasbildende, anaerobe Stdabchen. Bifidobakterien kénnen anhand ihrer 6kologischen
Nische in 4 Gruppen unterteilt werden: (1) Menschliche Darmflora, Mund- und
Vaginalflora, (2) tierische Darmflora, (3) Insekten und (4) Abwasser. Bifidobakterien
besitzen Enzymsysteme, die die Hydrolyse komplexer Kohlenhydrate wie etwa Amylose,
Amylopektin  und  Xylan  katalysieren. Wie obligat heterofermentative
Milchsdurebakterien exprimieren Bifidobakterien keine Aldolase. Hexosen werden Uber

einen speziellen Stoffwechselweg abgebaut, in dem Fruktose-6-Phosphoketolase eine

Formel 5: Bifidobacterium Garung

2 Glucose + 5 ADP +5P; = 2 Lactat + 3 Acetat + 5 ATP

Schlisselrolle spielt. Die in Formel 5 dargestellte Bifidobacterium Garung ermdglicht
eine Ausbeute von 2,5 ATP pro metabolisierter GLU und somit mehr als bei der
gewobhnlichen Milchsdauregarung. Dieses Enzym gilt als taxonomischer Marker fiir die

Familie der Bifidobacteriaceae [BIAVATI und MATTARELLI, 2009].

Bifidobacterium adolescentis

B. adolescentis ist in der Lage, XYL sowie XOS und AXOS zu metabolisieren. Neue Studien
zeigen, dass bestimmte Stamme das Enzym Arabinofuranohydrolase exprimierten, das
es ihnen ermoglicht, Arabinoxylan aus Weizen abzubauen, indem
Arabinofuranosylgruppen an der C3 Position des doppelt substituierten
Xylopyranosylrestes am Xyloserlickgrat abgespalten werden. Andere Stamme zeigen
hervorragendes Wachstum auf XOS. Tabelle 7 zeigt den erwarteten Kohlenhydratabbau
von B. adolescentis [AMARETTI et al., 2013] [BIAVATI und MATTARELLI, 2009]
[CRITTENDEN et al., 2002] [McLAUGHLIN et al., 2015] [PASTELL et al., 2009] [VAN JAERE
et al., 1997].

Tabelle 7: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Bifidobacterium adolescentis

[
0-’ c
E o - K
=| D o) (@) < — %) @)
Y = & x S S < % = <
B. adolescentis Bif. + + + + + + + +

Bif: Bifidobacterium Garung; +: Abbau erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage
moglich; ? keine Daten vorhanden
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2.4.3. Bacillus

Eine weitere untersuchte Gruppe von Bakterien ist die Gattung Bacillus. Diese
stabchenférmigen Bakterien kénnen entweder gram-positiv oder gram-negativ sein und
sind in der Lage eine extrem widerstandsfahige Endospore zu bilden. Bacillus gilt als
anspruchslos und wachst auf Standardmedien wie Ndhragar oder Trypton Soja Agar,
Arten aus sehr nahrstoffarmen Habitaten bendtigen spezielle, beziehungsweise niedrig
konzentrierte Medien. Die meisten Stamme nutzen GLU oder andere fermentierbare
Kohlenhydrate als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle. Die meisten Arten sind
mesophil mit einem Temperaturoptimum bei 30°C. Weil die meisten Bacillus Arten
aerob wachsen und Sdure durch die Oxidation von Kohlenhydraten bilden, entsteht
weniger Sdure als bei einer Fermentation. AuBerdem neutralisiert der Ammoniak, der
beim Abbau von Pepton freigesetzt wird, zusatzlich saure Valenzen. Die meisten
Vertreter der Gattung Bacillus zeigen wenig bis keine Pathogenitat fiir Mensch und Tier.
Als Ausnahme sind B. anthracis als Milzbranderreger, sowie B. cereus als Ausldser von
Lebensmittelvergiftungen und B. thuringiensis als Pathogen fiir Invertebraten zu
nennen. Tabelle 8 zeigt den erwarteten Kohlenhydratabbau der Gattung Bacillus [LOGAN
und DE VOS, 2009]

Bacillus coagulans

Diese Art prasentiert sich als fakultativ anaerobe, gram-positive, bewegliche Stabchen.
Sie ist thermophil, die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 59°C. Der optimale
pH-Wert liegt bei 7, ein Wachstum ist im Bereich von 4 bis 11 moglich. Vertreter dieser
Art konnen Starke hydrolysieren. Einige Stamme von B. coagulans werden aufgrund
ihrer Fahigkeit Milchsdure durch die Fermentation von Pentosen zu produzieren in
Bioreaktoren zur Verwertung von Zellulose und Hemizellulose verwendet [Bischoff et

al., 2010] [LOGAN und DE VOS, 2009] [OU et al., 2011]

Bacillus subtilis

B. subtilis prasentiert sich als gram-positive, bewegliche Stabchen, die in der Lage sind,
Starke zu hydrolysieren. B. subtilis wurde lange Zeit als obligat aerob klassifiziert, nun
wurde aber gezeigt, dass auch ein anaerobes Wachstum maoglich ist, indem Nitrat und
Nitrit als Elektronenakzeptoren verwendet werden, ebenso kann B. subtilis in

Abwesenheit von Elektronenakzeptoren Fermentation betreiben. Das natirliche Habitat
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von B. subtilis ist vor allem in Bdden, in denen viele verschiedene Polysaccharide zu
finden sind. Daher exprimiert diese Art eine Vielzahl an Enzymen, die diese aufspalten.
B. subtilis ist in der Lage, Glykolyse und den Zitratzyklus zu betreiben. B. subtilis wachst
auch mit ARA als alleinige Kohlenhydratquelle und kann XYL hervorragend verwerten

[LINDNER et. al, 1994] [LOGAN und DE VOS, 2009] [Mota et al., 2001].

Bacillus subtilis subsp. inaguosorum

B. subtilis subsp. inaquosorum ist eine weitere Unterart von B. subtilis. Diese fakultativ
anaeroben Stabchen haben ein Temperaturoptimum von 30°C und sind in der Lage,
zylindrische Sporen zu bilden. Der Type Strain wurde erstmals aus Wiistenboden isoliert

[ROONEY et al., 2009].

Bacillus subtilis subsp. spizizenii

Phanotypisch ist B. subtilis subsp spizizenii nicht von B. subtilis subsp. subtilis
unterscheidbar, der Type Strain wurde erstmals aus Tunesischem Bodenmaterial isoliert

[LOGAN und DE VOS, 2009].

Bacillus subtilis subsp. subtilis

Diese Unterart wurde aus einem traditionellen japanischen Gericht aus fermentierten

Sojabohnen isoliert [LOGAN und DE VOS, 2009].

Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis, benannt nach dem Ort der Erstbeschreibung Thiringen, sind gram-
positive, fakultativ anaerobe, bewegliche Stiabchen. Diese Art produziert vor allem
Endotoxine und kristalline Proteine, die fiir Insekten und andere Invertebraten wie
Nematoden, Milben und Protozoen tédlich sind. Die minimale Wachstumstemperatur
liegt bei 10-15°C, die maximale bei 40-45°C. Sdure wird ohne Gasfreisetzung aus GLU
und wenigen anderen Kohlenhydraten produziert. Ahnlich wie sein enger Verwandter
B. cereus kann B. thuringiensis Kohlenhydrate ohne exogene Elektronenakzeptoren
fermentieren. Starke kann hydrolysiert werden, ARA und XYL kdnnen nicht metabolisiert
werden. Vereinzelt werden durch B. thuringiensis verursachte Lebensmittelvergiftungen

beschrieben [LOGAN und DE VOS, 2009].
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Tabelle 8: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Bacillus ssp.

> |& |S s |2 |x |8 |3
B. coagulans + ? ? ? + + ? ?
B. subtilis subsp. inaquosorum | + ? ? ? + + ? ?
B.subtilis subsp. spizizenii + ? ? ? + + ? ?
B. subtilis subsp. subtilis + ? ? ? + + ? ?
B. thuringiensis + ? ? ? - - ? ?
B. toyonensis + ? ? ? - - ? ?
B. weihensthephanensis + ? ? ? - - ? ?

+: Abbau erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage maoglich; ? keine Daten
vorhanden

Bacillus toyonensis

B. toyonensis prasentiert sich als fakultativ anaerobe, gram-positive, bewegliche
Stdbchen. Das Temperaturoptimum liegt bei 35°C, ein Wachstum ist zwischen 10°C -
45°C moglich. B. toyonensis zahlt wie B. weihenstephanensis und B. thuringiensis zur
Bacillus cereus Gruppe und wurde aufgrund dieser nahen Verwandtschaft friiher B.
cereus var. toyoi genannt. Es liegt daher nahe, dass B. toyonensis ebenso wie B. cereus
Séure ohne Gasbildung aus GLU und wenigen anderen Kohlenhydraten, nicht jedoch
ARA und XYL, produziert. Starke kann von dieser Art fir gewdhnlich hydrolysiert werden
[LOGAN und DE VOS, 2009]. B. toyonensis wurde 1966 in Japan erstbeschrieben und
1975 vom japanischen Ministerium flir Land- und Forstwirtschaft unter dem
Markennamen TOYOCERIN® als probiotischer Futtermittelzusatz freigegeben. Seitdem
kommt es bei Schweinen, Gefliigel, Rind, Nagetieren sowie in Aquakulturen zum Einsatz.
Viele weitere Staaten haben seitdem den Einsatz erlaubt. Auch die Europaische Union
erlaubt den Einsatz von B. toyonensis zur Stabilisierung der Darmflora von Nutztieren. In
diversen Zulassungsverfahren haben etliche Studien die Nichttoxizitat dieser Art

bestatigt [EFSA, 2015] [JIMENEZ et al, 2013].

Bacillus weihenstephanensis

B. weihenstephanensis, benannt nach der deutschen Stadt Freising-Weihenstephan,

dem Ort der Erstbeschreibung, prasentieren sich als gram positive, fakultativ anaerobe,
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sporenbildende Stabchen. Zellmorphologie und Metabolismus ist B. cereus sehr dhnlich,
die Unterscheidung erfolgt durch die Fahigkeit bei 7°C aerob, sowie die Unfahigkeit bei
43°C zu wachsen. Type Strain: DSM 11821 [LECHNER et al., 1998].

2.4.4. Escherichia

Die Gattung Escherichia prasentiert sich als gram-negative, zylindrische Stabchen. Saure
wird unter Gasproduktion aus den meisten fermentierbaren Kohlenhydraten

produziert.

Tabelle 9: Erwarteter Kohlenhydratabbau von E. coli

* G
* IFRU
* LAac
T IMAL
* |ARA
T XYL
X0S
AXOS

E. coli

G: Gemischte Sauregarung, +: Abbau erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage
moglich; ? keine Daten vorhanden

Escherichia coli

E. coli kommt vor allem im unteren Verdauungstrakt von Menschen und anderen
warmblitigen Tieren vor, wo sie als Teil der Dickdarmflora existieren. Bestimmte
Stamme von E. coli werden bereits als probiotische Praparate zur Behandlung von
Diarrhd sowie Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa eingesetzt. Obwohl die meisten
Stamme nicht pathogen sind, kdnnen einige Serotypen intestinale und extraintestinale
Infektionen hervorrufen. Aufgrund verschiedener Virulenzfaktoren kénnen diese
Stamme teilweise schwere Erkrankungen auslésen. E. coli betreibt gemischte
Sauregarung, bei der GLU (ber die Glucolyse zu Pyruvat abgebaut wird und ATP durch
Substratkettenphosphorylierung entsteht. AnschlieBend wird das Pyruvat weiter
abgebaut, wobei neben Milchsdure auch Acetat, Ethanol, Succinat, Forminat sowie
Wasserstoff und Kohlendioxid entsteht. Auch von E. coliist bekannt, dass Stamme dieser
Art Pentosen verwerten. In Gemischen mit verschiedenen Kohlenhydraten werden diese
in einer bestimmten Reihenfolge verwertet, wobei GLU das praferierte Substrat ist und
ARA vor XYL metabolisiert wird. XOS und AXOS kdnnen nicht metabolisiert werden.
Tabelle 9 zeigt den erwarteten Kohlenhydratabbau von E. coli [DESAI und RAO, 2009]
[IMMERZEEL et al., 2014][SCHEUTZ und STROCKBINE, 2005] [VON BUENAU et al., 2005].
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2.4.5. Saccharomyces

Saccharomyces, zu Deutsch Zuckerhefen, bilden eine Gattung in der Ordnung der echten
Hefen. Diese zur Abteilung der Schlauchpilze zéhlenden Mikroorganismen kénnen GLU
ausgezeichnet fermentieren und spielen seit dem Altertum eine wichtige Rolle bei der
Produktion alkoholischer Getranke sowie Teigwaren. Tabelle 10 zeigt den erwarteten

Kohlenhydratabbau der Gattung Saccharomyces [NEIMAN, 2005] [VAN ZYL et al., 1989].

Tabelle 10: Erwarteter Kohlenhydratabbau von Saccharomyces ssp.

) o) = < ) 3
O < —

o o (@] >

S. boulardii + + - + - - ? ?

S. cerevisiae + + - + - - ? ?

+: Abbau erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten
vorhanden

Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisige ist einer der am besten erforschten Mikroorganismen und gilt als
eukaryotischer Modellorganismus. Die Zellen haben einen Durchmesser von 5 pm und
sind rund bis oval, die Vermehrung erfolgt vegetativ durch Knospung. Bei fehlendem
Stickstoffangebot und der Anwesenheit nicht fermentierbarer Kohlenhydrate wird die
Sporulation, eine Form der geschlechtlichen Vermehrung eingeleitet, bei der haploide
Ascosporen gebildet werden. S. cerevisiae ist ein fakultativ anaerober Organismus und
kann ein breites Spektrum an Kohlenhydraten zu CO; und Ethanol vergdren. Bei
Vorhandensein von hohen Glucosekonzentrationen kann die Fermentation auch unter
aeroben Bedingungen stattfinden, da durch die GLU die Transkription von
respiratorischen Genen gehemmt wird. Dieses als Crabtree-Effekt bekannte Phanomen
steigert die intrazelluldre Pyruvatkonzentration und hemmt das Zellwachstum deutlich.
Wenn kein Zucker mehr zu Verfligung steht, kann S. cerevisiae unter aeroben
Bedingungen das zuvor erzeugte Ethanol zur zusatzlichen Energiegewinnung oxidieren.
Das Temperaturoptimum liegt bei etwa 30°C, wobei die optimale Temperatur fir die
Fermentation ein wenig Uber der des Zellwachstums liegt, die Generationszeit liegt dann
ungefahr bei 2 Stunden. S. cerevisiae gilt als druckempfindlich, ab einem
Umgebungsdruck von 8 bar wird die Garung eingestellt.

XYL wird nur in kleinen Mengen verwertet wenn gleichzeitig Cosubstrate wie GLU,

Ribose oder Raffinose vorliegen. Sie wird langsam Uber Xylitol zu Xylulose metabolisiert,
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die unter Ethanol Produktion fermentiert werden kann. Dabei werden nur kleine
Mengen zum Zellwachstum verwendet. Obwohl viele andere Hefen und Pilze Pentosen
besser verwerten kénnen, wird aufgrund der hohen Ethanol Toleranz von S. cerevisiae
immer noch versucht, diese zur Verwertung von XYL und xylosehaltigen Polysacchariden
einzusetzen. Rekombinante Stamme von S. cerevisiae, die Gene fiir extensiven XYL
Abbau tragen, sind daher Gegenstand intensiver Forschung [DIAZ-MONTANO und DE
JESUS RAMIREZ CORDOVA, 2009] [GONG et al., 1983] [NEIMAN, 2005] [VAN ZYL et al.,
1989].

Saccharomyces boulardii

S. boulardii ist eng verwandt mit S. cerevisiae und wurde 1923 in Indochina vom
franzosischen Mykologen Henri Boulard von den Schalen der Litschifrucht erstmals
isoliert und in den 1950er Jahren in Frankreich fir die Behandlung von Antibiotika
assoziierter Diarrho zugelassen. Mittlerweile hat sich S. boulardii als gut erforschtes
Prabiotikum bewdhrt, das auf vielfadltige Weise wirkt und als sicher in der Anwendung
gilt. Ein Temperaturoptimum von 37°C sowie die Fahigkeit, die Magenpassage in grofSer
Zahl zu Gberleben, sind beste Voraussetzungen fiir den Einsatz als Probiotikum. Nach
oraler Gabe kann S. boulardii von Clostridium difficile produzierte Toxine durch spezielle
Proteasen zerstéren und das Wachstum von Pathogenen wie Candida albicans,
Salmonella typhimurum und Yeresinia enterocolitica hemmen. Weiters wird die
Produktion kurzkettiger Fettsauren im Dickdarm, die bei Darmerkrankungen vermindert
ist, stimuliert. Eine Therapie mit S. boulardii ist bei Antibiotika assoziierter Diarrho,
Reisediarrho, Clostridium difficile Infektionen, sowie Reizdarmsyndrom, Morbus Crohn
und Diarrhoé in Zusammenhang mit HIV Infektionen angezeigt [McFARLAND und
BERNASCONI, 1993] [McFARLAND et al., 1994] [McFARLAND, 2010] [GUSLANDI et al.,
2000].

2.4.6. Wickerhamomyces anomalus

W. anomalus, veraltet auch Pichia anomala oder Hansuela anomala, ist eine
heterothallische, ascomycetische Hefe und bildet hutformige Ascosporen. Sie gehort zur
Familie der Saccharomycetacea und zdhlt zu den Nicht-Saccharomyces Weinhefen.
Erstmals isoliert wurde sie aus einem Bayrischen Bier. W. anomalus ist eine Crabtree
negative Hefe, was bedeutet, dass, anders als bei der Backerhefe, unter aeroben
Bedingungen kaum ethanolische Garung betrieben wird, dafiir aber vermehrt Ethyl-
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Acetat freigesetzt wird. Unter Sauerstofflimitation verlangsamt sich das Wachstum, was
bedeutet, dass der respiratorische Metabolismus bevorzugt wird. Aufgrund ihrer
Fahigkeit, unter hohem osmotischen Druck und niedrigem pH-Wert zu tberleben, ist W.
anomalus ein weit verbreiteter Verderbskeim in Milchprodukten und Backwaren sowie
in salzreichen Lebensmitteln und Silage. Andererseits kann W. anomalus auch zur
Fermentation von Lebensmitteln verwendet werden. Bei der spontanen Garung von
Wein spielt W. anomalus eine Rolle und tragt durch das produzierte Ethyl-Acetat positiv
zum Aroma des Fertigproduktes bei. W. anomalus ist in Sauerteig weit verbreitet und ist
dort neben S. cerevisiae die dominierende Hefe. Auch in anderen traditionellen
Lebensmitteln wie Balinesischen Reiswein, Kakao und Kaffee wird diese Spontangarung
genutzt. Weiters zeigt W. anomalus eine starke antifungale Wirkung und kann
Futtermittel sowie Brotteig vor einem Schimmelbefall schiitzen und dient gleichzeitig als
zusatzliche Proteinquelle [PASSOTH et al., 2005] [CODA et al., 2011]. In Sauerteig kann
W. anomalus das Wachstum von Milchsdurebakterien positiv beeinflussen, indem
Vitamine und Aminosauren bereitgestellt werden. W. anomalus wachst ausgezeichnet
auf GLU und FRU, sowie gut auf XYL. Schwaches Wachstum zeigt sich auf ARA und LAC,
keines auf Zellulose [FREDLUND et al., 2002]. W. anomalus wachst bei 37°C und kann
Teil der menschlichen Darmflora sein. Bei immungeschwachten Patienten kann W.
anomalus gelegentlich Nosokomialinfektionen auslésen, aber aufgrund der guten
Behandelbarkeit mit antifungalen Praparaten stellt dies keine groBe Gefahr dar. Tabelle

11 zeigt den erwarteten Kohlenhydratabbau von W. anomalus [DANIEL et al., 2011].

Tabelle 11: Erwarteter Kohlenhydratabbau von W. anomalus

T GLU
* IFRU
T LAC
T IMAL
* IARA
* XYL
~X0S
~AX0S

W. anomalus

+: Abbau erwartet; - Abbau nicht erwartet, ~: keine eindeutige Aussage moglich; ? keine Daten
vorhanden
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3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Chemikalien und Gerate

Chemikalien

32-a-L-Arabinosyl-Xylobiose (Megazyme Unlimited Corporation, Wicklow, Irland)
Arabinose (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Bakteriologischer Agar (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)

Brain Heart Infusion Boullion (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)
Einwegimpfosen

Einwegpipetten + Pipettierhilfe

Einwegspatel

Fruktose (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Glucose (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Hefeextrakt (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)

Laktose (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Maltose (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Malzextrakt (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)

MRS Agar (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

MRS Boullion(Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

M17 Agar (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)

M17 Boullion Pulvers (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)

NacCl

Oxyrase

Paraffindl

Pentopan Mono BG (Sigma Aldrich Inc., St. Louis, USA)

Sojapepton (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)

Trypton (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)

Weizen Arabinoxylan (Megazyme Unlimited Corporation, Wicklow, Irland)
Xylose (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Zucker- und fleischextraktfreie MRS Boullion (Conda Pronadisa, Madrid, ESP)
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Gerate

Bioscreen C (Labsystem Co, Finnland)

IKA MS 3 Basic Kleinschiittler (IKA Werke GmbH & CoKG, Staufen im Breisgau, BRD)
Eppendorf Centrifuge 5810 (Eppendorf AG, Hamburg, BRD)

Eppendorf Xplorer plus Pipette (Eppendorf AG, Hamburg, BRD) und Spitzen
Eppendorf Reference 2 Pipette (Eppendorf AG, Hamburg, BRD) und Spitzen
Spectronic Genesys 10 Bio Spectralphotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, USA)

3.2. Herstellung der Ndhrmedien und Kohlenhydratquellen

BHI Agar

37,0 g des BHI (Brain Heart Infusion) Boullion Pulvers (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) und
10,0 g bakteriologischer Agar (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) werden in 1000 mL
destilliertem Wasser bis zur vollstandigen Auflosung gekocht und anschlieRend bei
121°C fur 15 Minuten autoklaviert. Nun wird der fllissige Agar im Wasserbad auf 50°C

temperiert und in Petrischalen gegossen.

BHI Bouillon
37,0 g des BHI (Brain Heart Infusion) Boullion Pulvers (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)
werden in 1000 mL destilliertem Wasser gelést und bei 121°C fir 15 Minuten

autoklaviert.

E. Coli Agar
10,0 g Trypton, 10,0 g GLU 10,0 g NaCl und 15,0 g bakteriologischer Agar (Oxoid Ltd,

Basingstoke, UK) werden in 1000 mL destilliertem Wasser gelost und bis zur
vollstandigen Auflosung gekocht und anschlieRend bei 121°C fur 15 Minuten
autoklaviert. Nun wird der flissige Agar im Wasserbad auf 50°C temperiert und in

Petrischalen gegossen.

E. Coli Bouillon

10,0 g Trypton, 10,0 g GLU und 10,0 g NaCl werden in 1000 mL destilliertem Wasser

geldst und bei 121°C fiir 15 Minuten autoklaviert.
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Doppelt konzentrierte, zuckerfreie E. Coli Bouillon

20,0 g Trypton und 20,0 g NaCl werden in 1000 mL destilliertem Wasser geldst und bei

121°C fur 15 Minuten autoklaviert.

Hefeagar

3,0 g Hefeextrakt, 3,0 g Malzextrakt, 5,0 g Sojapepton, 10,0 g GLU und 15,0 g
bakteriologischer Agar (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) werden in 1000 mL destilliertem
Wasser gelost und bis zur vollstandigen Auflésung gekocht und anschlieRend bei 121°C
fir 15 Minuten autoklaviert. Nun wird der flissige Agar im Wasserbad auf 50°C

temperiert und in Petrischalen gegossen.
Hefebouillon
3,0 g Hefeextrakt, 3,0 g Malzextrakt, 5,0 g Sojapepton und 10,0 g GLU werden in 1000

mL destilliertem Wasser geldst und bei 121°C fiir 15 Minuten autoklaviert.

Doppelt konzentrierte, zuckerfreie Hefe Universalbouillon

20,0 g Sojapepton werden in 1000 mL destilliertem Wasser gel6st und bei 121°C fir 15

Minuten autoklaviert.

MRS Agar:
68,2 g des MRS Agar Pulvers (Merck KGaA, Darmstadt, BRD) werden in 1000 mL

destilliertem Wasser bis zur vollstandigen Auflosung gekocht und anschlieRend bei
121°C fir 15 Minuten autoklaviert. Nun wird der flissige Agar im Wasserbad auf 50°C

temperiert und in Petrischalen gegossen.
MRS Bouillon
52,2 g des MRS Boullion Pulvers (Merck KGaA, Darmstadt, BRD) werden in 1000 mL

destilliertem Wasser gelost. AnschlieBend wird bei 121°C fir 15 Minuten autoklaviert.

Doppelt konzentrierte zuckerfreie MRS Bouillon ohne Fleischextrakt

48,0g der zucker- und fleischextraktfreien MRS Boullion (Conda Pronadisa, Madrid, ESP)
werden in 1000 mL destilliertem Wasser gel6st. Anschliefend wird bei 121°C fur 15

Minuten autoklaviert.
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M17 Agar
48,25 g des M17 Agar Pulvers (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) werden in 950 mL

destilliertem Wasser bis zur vollstandigen Auflésung gekocht und anschlieBend bei
121°C fir 15 Minuten autoklaviert. AnschlieBend werden 10 g Laktosemonohydrat in
50 mL destilliertem Wassergeldst und durch einen 0,45 um Spritzenaufsatzfilter filtriert

und dem noch flissigen Agar hinzugefiigt und dieser in Petrischalen gegossen.

M17 Boullion

37,25 g des M17 Boullion Pulvers (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) werden in 950mL
destilliertem Wasser gelost und bei 121°C fiir 15 Minuten autoklaviert. AnschlieBend
werden 10,0 g Laktosemonohydrat in 100 mL destilliertem Wasser gelost und durch

einen 0,45 um Spritzenaufsatzfilter filtriert und der Boullion hinzugefigt.

Nahragar

10,0 g Sojapepton, 10,0 g GLU und 15,0 g bakteriologischer Agar (Oxoid Ltd, Basingstoke,
UK) werden in 1000 mL destilliertem Wasser geldst und bis zur vollstandigen Auflosung
gekocht und anschlieBend bei 121°C fir 15 Minuten autoklaviert. Nun wird der fllissige

Agar im Wasserbad auf 50°C temperiert und in Petrischalen gegossen.
Nahrbouillon
10,0 g Sojapepton und 10,0 g GLU werden in 1000 mL destilliertem Wasser gel6st und

bei 121°C fir 15 Minuten autoklaviert.

Doppelt konzentrierte, zuckerfreie Nahrbouillon

20,0 g Sojapepton und 10,0 g GLU werden in 1000 mL destilliertem Wasser gel6st und

bei 121°C fir 15 Minuten autoklaviert.

2% Kohlenhydratlésungen

Jeweils 5,0 g GLU, FRU, LAC, MAL, ARA, XYL und XOS werden in jeweils 250 mL
destilliertem Wasser aufgeldst, durch mittels 0,45 um Spritzenaufsatzfilter steril filtriert

und in sterile GefaRe Uberfihrt.
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1% A3X Losung

30mg 32-a-L-Arabinosyl-Xylobiose (Megazyme Unlimited Corporation, Wicklow, Irland)
(CAS No. 144938-89-6) (A3X) werden in 3 mL destilliertem Wasser aufgel6st, durch

mittels 0,45 um Spritzenaufsatzfilter steril filtriert und in sterile GefaRRe Gberfihrt.

2% AXOS Losung

500 mg niedrig viskoses Weizen Arabinoxylan (Megazyme Unlimited Corporation,
Wicklow, Irland) (CAS No. 9040-27-1) werden in 25 mL destilliertem Wasser aufgelost.
AnschlieRend werden 250 mg Xylanase (Pentopan Mono BG, Sigma Aldrich Inc., St.
Louis, USA) hinzugegeben und fir 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, um die
Hydrolyse des Arabinoxylan zu AXOS zu erzielen. AnschlieBend wird die Losung 30
Minuten auf 80 °C erhitzt und dann 10 Minuten bei 3220 RPM, anschliefend weitere 20
min bei 10000 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wird in eine Spritze aufgenommen und
mittels 0,45 um Spritzenaufsatzfilter in sterile Rohrchen Gberfihrt und bis zur weiteren

Verwendung tiefgefroren gelagert.

Mikroorganismen

Alle Stamme wurden von der Kryobank des Instituts fiir Lebensmittelwissenschaften der
Universitat fir Bodenkultur Wien zu Verfligung gestellt. Die Tabelle im Anhang bietet

eine Ubersicht der verwendeten Stamme.
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3.2. Ermittlung der Keimzahl

Bakteriensuspensionen aus der Kryokultur werden mittels steriler Einwegimpfdsen
fraktioniert auf Agarplatten ausgestrichen und 24 Stunden bebritet. Flr fakultativ
anaerobe Stamme wird ein Streifen Anaerocult® A (Merck Millipore Corporation,
Darmstadt, BRD) mit destilliertem Wasser befeuchtet und gemeinsam mit den
ausgestrichenen Platten in einen Anaerobentopf Giberfiihrt um anaerobe Bedingungen

zu schaffen.

Tabelle 12: Medien und Anzuchtbedingungen fir Keimzahlbestimmung

Organismus Medium Temperatur | Milieu
Bacillus Nahragar / -bouillon 30°C aerob
Bifidobacterium BHI Agar / Bouillon 35°C anaerob
Escherichia E. coli Agar / Bouillon 37°C aerob
Enterococcus MRS Agar / Bouillon 35°C anaerob
Lactobacillus MRS Agar / Bouillon 35°C anaerob
Lactococcus M17 Agar / Bouillon 35°C anaerob
Leuconostoc MRS Agar / Bouillon 35°C anaerob
Pediococcus MRS Agar / Bouillon 35°C anaerob
Saccharomyces Hefe Agar / Bouillon 25°C aerob
Wickerhamomyces | Hefe Agar / Bouillon 25°C aerob
Weissella MRS Agar / Bouillon 35°C anaerob

AnschlieBenden werden 10 mL Bouillon in sterilen Eprouvetten vorgelegt, jeweils eine
Kolonie von der bebriiteten Agarplatte mittels steriler Einwegdse in das Fliissigmedium
Uberimpft und erneut 24 Stunden bebritet. Aus Tabelle 12 sind die verwendeten
Medien sowie Bebriitungstemperaturen fiir jede Gattung ersichtlich. Weiters wird
aufgelistet, fir welche Organismen ein anaerobes Milieu geschaffen wird.

Aus den fir 24 Stunden bebriiteten Proben wird eine Verdiinnungsreihe erstellt: Jeweils
1 mL einer Verdinnungsstufe wird mit 9 mL Medium versetzt. Zusatzlich werden
Verdiinnung mit den Konzentrationen 1:2, 1:4, 1:6 und 1:8 sowie 1:20, 1:40, 1:60 und
1:80 hergestellt. Jeweils 1000 pL jeder Verdiinnungsstufe werden in Semimikrokiivetten
Uberfihrt und die OD bei 600 nm gegen das Nahrmedium als Leerwert bestimmt.
Ebenso werden je 100 uL jeder Verdinnung im Doppelansatz auf Agarplatten
ausgespatelt und fiir 48 Stunden bebritet. Nach dem Auszdhlen der gewachsenen
Kolonien wird das gewogene arithmetische Mittel der Kolonienzahl wie aus Formel 6

ersichtlich berechnet.
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Formel 6: Gewogenes arithmetisches Mittel

Yc

=Dtz oD ¢

c gewogenes arithmetisches Mittel der Kolonienzahl

2c Summe der Kolonien aller Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen werden
n1 Anzahl der Petrischalen der niedrigsten Verdiinnungsstufe

n2 Anzahl der Petrischalen der nachst héheren Verdinnungsstufe

d Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungsstufe

Alle Angaben in KBE/mL

Nun wird, wie in Abbildung 5 gezeigt, ein Diagramm erstellt, indem die OD auf der
Abszisse und die Keimzahl logarithmisch auf der Ordinate aufgetragen wird.
AnschlieBend  werden  Regressionsgerade und  —Gleichung sowie der
Korrelationskoeffizient bestimmt. Die mittlere Keimzahl aller untersuchten Stamme
betrdgt bei einer OD von 0,6 3,4*10% KBE/mL, der mittlere Korrelationskoeffizient

betragt 0,958. Abbildung 5 zeigt beispielhaft das Diagramm des Stammes Lb279.

Lb279
y = 2E+08x - 3E+06

1,00E+09 R? = 0,9941
1,00E+08 ——F]

1,00E+07 -

1,00E+06

1,00E+05
=i—Lb279

Linear (Lb279)

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00 T T T T )
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Abbildung 5: Keimzahldiagramm
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3.3. Kohlenhydrat Screening

Analog zu den vorhergegangen Versuchen werden die Organismen wieder unter den in
Tabelle 12 angefiihrten Bedingungen zuerst 24 Stunden auf Agarplatten, danach 24
Stunden in Bouillon angeziichtet. Nun wird die Suspension in 15 mL Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt und bei 3220 RPM fir 10 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wird der
Uberstand abgegossen und die entstandenen Pellets in sterilem destillierten Wasser
gewaschen, um die Zellmasse von restlichem Zucker und Stoffwechselprodukten der
Mikroorganismen zu reinigen. Dieser Vorgang wird 2-mal durchgefihrt. Nun wird noch
ein letztes Mal zentrifugiert und das entstandene Pellet in doppelt konzentrierter,
zuckerfreier Bouillon, die aus Tabelle 13 ersichtlich ist, resuspendiert. Mit dem
Spectronic Genesys 10 Bio Spectralphotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA) werden die Suspensionen auf eine OD von 0,6 eingestellt. Da diese spater noch 1:1

verdiinnt werden, betragt die OD =zu Beginn des Experiments in den

Tabelle 13: Anzuchtbedingungen fiir Bioscreen C

Organismus Medium  (zuckerfrei, | Temperatur | Milieu Dauer
doppelt konzentriert)
Bacillus N&hragar /-Bouillon 30°C aerob 48 h
Bifidobacterium BHI Agar /Boullion 35°C anaerob 48 h
Escherichia E. coli Agar /Boullion 37°C aerob 48 h
Enterococcus MRS Agar /Boullion 35°C anaerob 48 h
Lactobacillus MRS Agar /Boullion 35°C anaerob 48 h
Lactococcus MRS Agar /Boullion 35°C anaerob 48 h
Leuconostoc MRS Agar /Boullion 35°C anaerob 48 h
Pediococcus MRS Agar /Boullion 35°C anaerob 48 h
Saccharomyces Hefe Agar /Boullion 25°C aerob 144 h
Wickerhamomyces | Hefe Agar /Boullion 25°C aerob 144 h
Weissella MRS Agar /Boullion 35°C anaerob 48 h

Ansatzen etwa 0,3. Fir die Analyse mittels Bioscreen werden zunachst 4,5 mL der 8
vorbereiteten Kohlenhydratldsungen, sowie 4,5 mL destilliertes Wasser fir die
Leerkontrollen mit jeweils 0,5 mL Oxyrase vereinigt. Bei Versuchen mit aeroben
Ansatzen entfallt dieser Schritt. Nun werden je 150 uL der Losungen in 100 Well
Mikrotiterplatten (Honeycomb Platten) vorgelegt und anschlieBend entweder 150 uL
der zuvor eingestellten Suspension oder 150 upL der Bouillon als Leerkontrolle
zugegeben. Dies erfolgt im Doppelansatz. Anaerobe Ansatze werden zusatzlich mit je 2

Tropfen Paraffindl pro Well Gberschichtet. Durch die Vereinigung der Suspensionen in
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doppelt  konzentrierter Bouillon mit  destilliertem  Wasser oder den
Kohlenhydratlosungen entstehen kohlenhydratfreie beziehungsweise Ansdtze mit
einem Kohlenhydratgehalt von 1%. Analog dazu liegen nun auch Leerkontrollen von
allen verwendeten Medien ohne Inoculum vor.

Abbildung 6 zeigt das Pipettierschema fir die Bioscreen Versuche. In der jeweils ersten
Spalte der beiden Platten werden 150 uL H20 vorgelegt. In der jeweils 2. bis 9. Spalte
werden spaltenweise 150 puL der 2%igen Zuckerlésungen vorgelegt. In den letzten
Spalten wird in jeweils 2 Wells 150 pL H,0 oder Zuckerldsung vorgelegt. AnschlieRend
werden in den ersten beiden Reihen, mit Ausnahme der letzten Spalte jeweils 150 uL

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91

1 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS H,0
2 H,O GLU FRU LAC| MAL|] ARA XYL| XOS| AXOS H,0
3 H,0 GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS GLU
4 H,0 GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS GLU
5 H,0 GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS FRU
6 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS FRU
7 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS LAC
8 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS LAC
9 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS| MAL
10 H,0 GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS| MAL

101 111 121 131 141 151 161 171 181 191
101 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS| ARA
102 H,O GLU FRU LAC| MAL|] ARA XYL| XOS| AXOS| ARA
103 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS XYL
104 H,0 GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS XYL
105 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS| XOS
106 H,O GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL| XOS| AXOS| XOS
107 H,0 GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL XOS| AXOS| AXOS
108 H,0 GLU FRU LAC| MAL| ARA XYL XOS| AXOS| AXOS
109
110

Medium Strain 4 Strain 8
Strain 1 Strain 5 Strain 9
Strain 2 Strain 6 -Strain 10
Strain 3 Strain 7

Abbildung 6: Pipettierschema fiir Kohlenhydratscreening
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der Suspension eines Strains hinzugefiigt. Analog dazu werden 9 weitere Strains mit den
Zuckerlosungen vereinigt. In der jeweils letzten Spalte jeder Platte wird anschlieRend
doppelt konzertierte, zuckerfreie Bouillon hinzugegeben. Somit liegt nun in der jeweils
ersten Spalte das Inoculum ohne Kohlenhydratquelle vor, in den Spalten 2 bis 9 das
Inoculum mit Kohlenhydratquelle. In den Wells 91 und 92 liegt das zuckerfreie Medium
ohne Inoculum vor, in den tbrigen Wells der jeweils letzten Spalten das Medium ohne
Inoculum mit Kohlenhydratquelle als Blindwert vor. Auf diese Weise kann (berprift
werden, ob Medium, H,0 und Kohlenhydratlésungen nicht kontaminiert sind. Durch das
Inokulieren in zuckerfreiem Medium kann das Wachstumsverhalten der untersuchten
Mikroorganismen ohne Kohlenhydratquelle untersucht werden.

Nun werden die Platten in den Bioscreen eingesetzt und die Messung bei einer
Wellenldange von 600 nm in 15 Minuten Intervallen durchgefiihrt. Vor jeder Messung
findet ein 5 sekiindiger Schiittelvorgang statt. Messdauer und Temperatur sind ebenfalls
aus Tabelle 13 ersichtlich. Nach Abschluss der Messung werden die Platten autoklaviert
und entsorgt. Die Rohdaten werden zur weiteren Auswertung exportiert.

Zundachst wird von jedem Doppelansatz zu jedem Messpunkt der Mittelwert bestimmt,
anschlielend werden die Leerwerte am jeweiligen Messpunkt von den Versuchsproben
abgezogen. AnschlieBend werden Liniendiagramme jedes Stammes mit allen

untersuchen Kohlenhydraten erstellt. Abbildung 7 zeigt beispielhaft die Auswertung der

A B c D G H L N C
1 |Label BLAMK BLAMK Lb 22 Lb 22
2 |Info GLU GLU GLU GLU
3 |Time oD oD Mittelwert 0D oD Mittelwert 0D Lb22 - BLANK
4 100:01:26 0,140 0,137 0,139 0.472 0.468 0.470 0,332
5 100:15:06 0,195 0,132 0.164 0.435 0.432 0.434 0.270
6 |00:30:06 0,218 0,121 0,170 0.441 0.446 0.444 0,274
T 100:45:06 0,153 0,117 0,135 0,475 0,480 0.483 0.348
g 01:00:06 0,137 0,118 0,128 0,533 0,539 0.536 0.409
9 |01:15:06 0,123 0,122 0,123 0.596 0,599 0.598 0.475
10 101:30:06 0.134 0.133 0.134 0.641 0.659 0.650 0.517
11 |01:45:06 0,145 0,147 0,148 0,738 0,743 0.741 0.593
12 |02:00:06 0,160 01587 0,159 0,803 0,810 0.807 0.648
13 |02:15:086 0.168 0.164 0.166 0,852 0,868 0.860 0.694
14 |02:30:06 0,172 0.169 0,171 0.853 0.923 0.888 0.718
15 |02:45:06 0,176 0,172 0,174 0.921 0.951 0.936 0,762
16 103:00:06 0,179 0,175 0177 0.921 0.932 0.927 0.750
e
18|
19 146:00:06 0,239 0,244 0,242 1,785 1,757 1,771 1,530
20 |46:15:06 0.239 0,244 0,242 1,787 1,759 1,773 1,532
21 |46:30:06 0.241 0.244 0.243 1.786 1,756 (A 1,529
22 |46:45:06 0,240 0,245 0,243 1,766 1,757 1,772 1,528
23 |47:00:06 0,242 0,245 0,244 1,791 1,764 1,778 1,534
24 |47:15:086 0,242 0,245 0,244 1,783 1,756 1,770 1,526
25 |47:30:06 0,242 0,245 0,244 1,783 1,753 1,768 t.525
26 |47:45:06 0.241 0.246 0.244 1,780 1,758 1,769 1,526
27 |48:00:06 0,241 0,247 0,244 1,790 1,762 1,776 1,632

Abbildung 7: Auswertung der Rohdaten
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Messreihe GLU eines Stammes von Lactobacillus casei. Als vielversprechende Stamme
werden all jene angesehen, bei denen die Endkeimzahl auf ARA, XYL oder XOS

vergleichbar mit jenen in GLU ist.

3.4. A3X Fermentation

Da die Ansdtze mit dem hydrolytisch gespaltenen Weizenarabinoxylan nicht
interpretierbare Ergebnisse lieferten, wird ein weiterer Versuch mit einem hochreinen
A3X Praparat durchgefuhrt. Aus Kostengriinden werden hierfiir folgende Stamme
ausgewahlt, die bereits im Kohlenhydratscreening vielversprechende Ergebnisse
lieferten: Lb22, Lb182, Lb344, Lb346, Le7, Pd1, En21 sowie Lb213 als Negativkontrolle
und Bf70 als Positivkontrolle. Die Anzucht sowie die Vorbereitung der Stamme in
doppelt konzentrierter, zuckerfreier MRS Boullion wird, genau wie in Absatz 3.2.
beschrieben, durchgefiihrt. Allerdings werden die Bakteriensuspensionen diesmal auf
eine OD von 0,1 verdiinnt. Weiters werden 1%ige Losungen von GLU und A3X hergestellt
und mit Hilfe eines 0,45 um Spritzenaufsatzfilters sterilisiert. Anschlieend wird Oxyrase
hinzugegen, sodass eine Oxyrase Konzentration von 10% V/V erreicht wird. Ebenso wird
steriles destilliertes Wasser mit einer Oxyrase Konzentration von 10% v/v vorbereitet.
Nun wird nach dem in Abbildung 8 gezeigten Pippettierschema jeweils 100 uL Wasser
oder 100uL der Kohlenhydratldsungen vorgelegt und anschlieend mit entweder 100 pL

der Bakteriensuspensionen oder mit 100uL der doppelt konzentrierter zuckerfreier

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91
1 H20 H20 A3X A3X GLU GLU H20
2 H20 H20 A3X A3X GLU GLU H20
3 H20 H20 A3X A3X GLU GLU
4 H20 H20 A3X A3X GLU GLU
5 H20 H20 A3X A3X GLU GLU A3X
6 H20 H20 A3X A3X GLU GLU A3X
7 H20 H20 A3X A3X GLU GLU
8 H20 H20 A3X A3X GLU GLU
9 H20 H20 A3X A3X GLU GLU GLU

Medium Lb344 En21
Lb22 Lb346 Lb213
L182 Le7 L B0
Lb244 Pd1

Abbildung 8: Pipettierschema fiir A3X Versuch
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Bouillon vereinigt. AnschlieBend werden die Ansdatze mit jeweils 2 Tropfen Paraffindl
Uberschichtet und die Mikrotiterplatte wird in den Bisocreen C eingesetzt. Die
Bebriitung findet fiir 48 Stunden bei 37°C statt, das Messintervall betragt 15 min, wobei
vor jeder Messung ein 5 sekiindiger Schittelvorgang stattfindet. Nach Abschluss der
Messung werden die Platten autoklaviert und entsorgt und die Messdaten wie bereits

in Kapitel 2.3. beschrieben ausgewertet.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Lactobacillus

Lactobacillus acidophilus

Alle untersuchten Stamme von L. acidophilus verwerteten FRU, MAL und LAC etwa so
gut wie GLU; kein Stamm war allerdings in der Lage XYL oder XOS zu metabolisieren.
Anders als erwartet, zeigte Lb215 ebenfalls schwaches Wachstum auf ARA. Kein
Wachstum zeigte sich in NTC. Abbildung 9 zeigt die Wachstumskurven aller Stamme von

L. acidophilus.

Lb 180 Lb213
2,0 —— NTC 2,0 ——NTC
—GLU —GLU
1,5 1,5
E ——FRU E —FRU
Q o
3 ——AC 3 ——I1AC
z ——— MAL _ag —— MAL
o) —— ARA o) ——ARA
XYL XYL
0,0 T T T T T T T T T 17 17T T 17 77T XOS 0,0 rT 117 117 1 1T 171 17T 17 17T 17T 71771 XOS
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
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g ——FRU g ——FRU
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0,0 rT 1 17 17 17 17 17 T T T T T 17T X05 0,0 rT 1717 17 11T 1T T 17T T 171 X0s
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit (Stunden) Zeit (Stunden)

Abbildung 9: Wachstumskurven von L. acidophilus

Lactobacillus brevis

L. brevis zeigte ein schnelles und gutes Anwachsen auf nahezu allen
Kohlenhydratquellen. Einzig der Stamm Lb183 zeigte nur ein schwaches Wachstum auf
XOS und keines auf ARA. Kein Wachstum zeigte sich in NTC. Abbildung 10 zeigt die

Wachstumskurven aller Stamme von L. brevis.

38



Lb 182
2,0
£ 15 -
c
o
o
(o]
‘o
o)
[
(@]
0,0 T T T T T T T T T T T T T T LI
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit (Stunden)
Lb 278
2,0
€
o
o
o
(o)
‘0
o]
o
o

0,0

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit (Stunden)

——NTC
—GLU
——FRU
—LAC
— MAL
——— ARA
——— XYL
e (0N

——NTC
—GLU
——FRU
—LAC
— MAL
——ARA
——— XYL
———— X0S

2,0

1,5

1,0

OD bei 600nm

0,5 -

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit (Stunden)

Lb279

0,0

2,0

———X0S

OD bei 600nm

0,0

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit (Stunden)

Abbildung 10: Wachstumskurven von L. brevis

Lactobacillus casei

—LAC
— MAL
——ARA
——— XYL
————X0S

Beide untersuchten Stamme von L. casei wuchsen schnell und gut auf Hexosen und

Hexose haltigen Disacchariden an. In den Pentose haltigen Medien zeigte sich eine etwa

24 Stundige Latenzzeit, in der die OD und damit auch die Keimzahl annahernd konstant

blieb. Danach setzte wider Erwarten ein rasches Wachstum ein, sodass nach weiteren

24 Stunden die Endkeimzahl mit jener in auf GLU vergleichbar war. Kein Wachstum

zeigte sich in NTC. Abbildung 11 zeigt die Wachstumskurven aller Stdmme von L. casei.

Lb22

2,0
e 15 -
c
o
S /i;}*wﬁxmﬁt
v 10
v
o
(]
© 0,5 -

0)0 T 1 1 1 1 T 17 17 17 1T 17 T 77T

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit (Stunden)

——NTC
—GLU
—— FRU
—LAC
— MAL
—— ARA
— XYL
— X0S

Lb 184
2,0
c 1,5 ﬂ’%ﬁ
f ol
s ﬁ“'/ﬁ%w
o
© 1,0
a
L
Q ﬂf‘/jym
° 0% gt
OIOIIIIIIIIIIIIIIII

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit (Stunden)

Abbildung 11: Wachstumskurven von L. casei
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Lactobacillus hilgardii

Beide untersuchten Stamme wuchsen auf fast allen Kohlenhydratquellen schnell und

gut an. Anders als aus der Literatur ersichtlich war der Stamm Lb334 in der Lage ARA zu

metaboliseren. Kein Wachstum zeigte sich in NTC. Der Stamm Lb335 war nicht in der

Lage ARA oder XOS zu metabolisieren. Abbildung 12 zeigt die Wachstumskurven aller

Stamme von L. hilgardii.
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Abbildung 12: Wachstumskurven von L. hilgardii

Lactobacillus kisonensis

L. kisonensis zeigte ein schnelles und gutes
Wachstum auf allen Kohlenhydratquellen,
kein  Wachstum zeigte sich in NTC.
Abbildung 13 zeigt die Wachstumskurven

von L. kisonensis.

Lactobacillus otakiensis

L. otakiensis wuchs hervorragend auf GLU,
FRU, MAL und ARA an, wobei das schnellste
Wachstum auf ARA beobachtet werden
konnte. Ein langsamerer Anstieg der OD
zeigte sich in LAC. Wider Erwarten konnten

XYL und XOS nicht verwertet werden.
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Abbildung 13: Wachstumskurven von

L. kisonensis
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Abbildung 14: Wachstumskurven von
L. otakiensis



Ebenso zeigte sich kein Wachstum in NTC. Abbildung 14 zeigt die Wachstumskurven von

L. otakiensis.

Lactobacillus plantarum

Die Stamme Lb195 und Lb334 von L. plantarum zeigten gutes Wachstum auf allen
bereitgestellten Kohlenhydratquellen wobei auf XYL eine Latenzzeit von etwa 12
Stunden beobachtet werden konnte, in der die Keimzahl anndhernd konstant blieb,
bevor ein rasches Wachstum einsetzte. Die Keimzahl in NTC stieg wahrend der gesamten
Zeit nicht. Der Stamm Lb342 war, anders als erwartet, nicht in der Lage XOS zu

metabolisieren, ebenso zeigte sich kein Wachstum auf XYL und in NTC, sowie ein

Schwaches auf ARA. Abbildung 15 zeigte die Wachstumskurven aller Stamme von L.

plantarum.
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Abbildung 15: Wachstumskurven von L. plantarum
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Lactobacillus reuteri

Der Stamm Lb162 von L. reuteri zeigte gleich nach Beginn der Messungen einen Abfall
der OD in allen Kohlenhydratlésungen und nach etwa 12 Stunden einen raschen Anstieg.
Stamm LB 164 zeigte ein gutes Wachstum auf allen Kohlenhydratquellen, in FRU, ARA,
XYL und XOS setzte das Wachstum mit einer Zeitverzégerung von einigen Stunden ein.
Stamm Lb196 verwertete neben GLU auch FRU, LAC und MAL ausgezeichnet. Das
Wachstum auf ARA war deutlich schlechter, jenes auf XYL und XOS setzte erst deutlich
zeitverzogert ein. Insgesamt fallt auf, dass alle Stamme von L. reuteri anders als in der
Literatur angegeben, XYL zumindest teilweise verwerten kdnnen. Keine Veranderung
der Zellzahlen zeigte sich in NTC. Abbildung 16 zeigt die Wachstumskurven aller Stdmme

von L. reuteri.
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Abbildung 16: Wachstumskurven von L. reuteri

Lactobacillus sanfranciscensis

Beide Stamme von L. sanfranciscensis wuchsen hervorragend auf allen untersuchten

Kohlenhydraten an, entgegen der Erwartung auch in den Pentose haltigen Medien.
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Gleich nach Beginn der Messung setzte bei Stamm Lb224 eine geringfiigige Steigerung

der OD in NTC ein, die dann aber rasch wieder auf den Ausgangswert abfiel. Der Stamm

Lb352 zeigte dieses Verhalten nicht. Abbildung 17 zeigt die Wachstumskurven aller

Stamme von L. sanfranciscensis.
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Abbildung 17: Wachstumskurven von L. sanfranciscensis

4.2. Pediococcus

Pediococcus acidilactici

P. acidilactici verwertete alle untersuchten

Kohlenhydratquellen

ausgezeichnet.

Anders als in der Literatur angegeben

konnte auch LAC und MAL sehr gut

verwertet werden. In NTC zeigte sich eine

geringfligige Steigerung der

Keimzahl.

Abbildung 18 zeigt die Wachstumskurven

von P. acidilactici.
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Abbildung 18: Wachstumskurven von P. acidilactici

43



Pediococcus pentosacaeus

Die Wachstumskurven von P. pentosacaeus
zeigten ein ahnliches Bild wie bei P.
acidilactici mit einer raschen Vermehrung in
allen Kohlenhydratlésungen, ebenso zeigte
sich ein schwacher Anstieg des OD Wertes
in  NTC. Abbildung 19 zeigt die

Wachstumskurven von P. pentosacaeus.

Pediococcus parvulus

Der untersuchte Stamm von P. parvulus
zeigte nach einer etwa 18 stlindigen
Latenzzeit ein gutes Wachstum auf GLU,
FRU, MAL und wider Erwarten auch auf LAC.
In NTC zeigte sich nach der Latenzzeit ein
sehr geringer Anstieg der OD, jener auf ARA,
XYL und XOS war noch geringer, was
bedeutet, dass P. parvulus diese
Kohlenhydrate  wie  erwartet nicht
metabolisierte. Abbildung 20 zeigt die

Wachstumskurven von P. parvulus.

4.3. Enterococcus

Enterococcus casseliflavus

E. casseliflavus wuchs schwach auf allen
untersuchten Kohlenhydraten an, es zeigte
sich zuerst in allen Ansatzen ein Anstieg der
Keimzahl, der von einem Abfallen gefolgt
wurde. Kein Wachstum zeigte sich in NTC.
Abbildung 21 zeigt die Wachstumskurven

von E. casseliflavus.
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Enterococcus faecalis

E. faecalis wuchs auf FRU, LAC und MAL
dhnlich gut wie auf GLU an. Wie erwartet
war dieser Organismus nicht in der Lage
Pentosen und Pentose haltige
Oligosaccharide abzubauen. Ebenso zeigte
sich kein Wachstum in NTC. Abbildung 22

zeigte die Wachstumskurven von E. faecalis.

Enterococcus faecium

En. faecium konnte alle untersuchten
Kohlenhydrate verwerten, wobei XYL und

XOS erst zeitverzogert metabolisiert

wurden und das Zellwachstum weniger
stark ausfiel. Kein Wachstum zeigte sich in
NTC. Abbildung die

23 zeigte

Wachstumskurven von E. faecium.

Enterococcus malodoratus

En. malodoratus verwertete GLU und FRU
ausgezeichnet, wobei die Endkeimzahl mit
jenen der schnell wachsenden Lactobacillus
Stamme vergleichbar war. Ein gutes
Wachstum zeigte sich, anders als in der
Literatur beschrieben, auch auf ARA, XYL
und XOS. MAL und LAC wurden ebenfalls
gut verwertet, kein Wachstum zeigte sich
hingegen in NTC. Abbildung 24 zeigt die

Wachstumskurven von E. malodoratus.
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4.4. Lactococcus

Lactococcus raffinolactis

L. raffinolactis wuchs gut in GLU, FRU, LAC
und MAL an. Obwohl in der Literatur
gegenteiliges angegeben wird, war dieser
Stamm nicht in der Lage ARA, XYL oder XOS
zu metabolisieren, ebenso zeigte sich kein
Wachstum in NTC. Abbildung 25 zeigt die

Wachstumskurven von L. raffinolactis.

4.5. Leuconostoc

Leuconostoc lactis

L. lactis wuchs auf allen untersuchten
Kohlenhydratquellen schnell und gut an,
wider Erwarten konnten auch Pentosen und
XOS gut verwertet werden. In NTC zeigte
sich 3 Stunden nach Beginn des
Experiments eine leichte Steigerung der OD,
die aber rasch wieder abfiel und zum Ende
der Messungen wieder den Ausgangswerte
erreichte. 26 die

Abbildung zeigt

Wachstumskurven von L. lactis.

L. mesenteroides subsp. cremoris

L. mesenteroides subsp. cremoris wuchs
hervorragend auf GLU, FRU, LAC und MAL
an. Kein Wachstum zeigte sich neben NTC
auch in ARA und XYL. Die OD in XOS stieg
nur geringfligig Gber jene in NTC. Abbildung
27 die Wachstumskurven

zeigt von

L. mesenteroides subsp. cremoris.
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Abbildung 26: Wachstumskurven von L. lactis
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L. mesenteroides subsp. mesenteroides

Beide untersuchten Stamme von L. mesenteroides subsp. mesenteroides konnten GLU,

FRU, LAC und MAL gut verwerten. Der Stamm Le3 zeigte weiters ein schwaches

Wachstum auf ARA und XYL, keines hingegen auf XOS und in NTC. Der Stamm Le6 konnte

nach einer etwa 18 stiindigen Latenzzeit ARA, XYL und XOS schnell und gut verwerten.

Kein Wachstum zeigte sich in NTC. Abbildung 27 zeigt die Wachstumskurven aller

Stamme von L. mesenteroides subsp. mesenteroides.
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Abbildung 28: Wachstumskurven von L. mesenteroides subsp. mesenteroides

L. pseudomesenteroides

L. pseudomesenteroides konnte alle

angebotenen Kohlenhydrate ausgezeichnet
verwerten. Auch in NTC zeigte sich anfangs
eine schwache Steigerung der OD, die aber
auf den

nach 48 Stunden wieder

Ausgangswert zuriickgefallen war.
Abbildung 29 zeigt die Wachstumskurven

von L. pseudomesenteroides.
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4.6. Weissella

Weissella confusa

Alle untersuchten Stamme von W. confusa verwerteten neben GLU auch MAL
ausgezeichnet. Gut verwertet wurden weiters LAC, FRU und XOS. Ein schwéacheres

Wachstum zeigte sich auf XYL. Keiner der

Ws 1
untersuchten Stamme war in der Lage ARA 2.0 ——NTC
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€ S
o
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Abbildung 30: Wachstumskurven von W. confusa
4.7. Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentis

Beide Stamme von B. adolescentis konnten wie erwartete alle bereitgestellten
Kohlenhydrate hervorragend verwerten. Stamm Bf68 zeigt jedoch auf ARA, XYL und XOS
ein langsameres Wachstum, nach 48 Stunden war die Keimzahl aber mit jenen in den
anderen Kohlenhydratlosungen vergleichbar. Weiters zeigte B70 nach etwa 6 Stunden
eine kurze Erhéhung der Keimzahl, die dann aber wieder abfiel und zu Versuchsende
wieder auf dem Ausgangswert ankam. Stamm Bf70 zeigte nach 48 Stunden eine
geringfligig hohere OD als zu Beginn der Messung. Abbildung 31 zeigt die

Wachstumskurven aller Stamme von B. adolescentis.
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Abbildung 31: Wachstumskurven von B. adolescentis
4.8. Bacillus
Bacillus coagqulans
B. coagulans zeigte in keinem Medium s Bc48
’ ——— NTC
Wachstum. Nach 48 Stunden war die OD auf oW
. 0,9
LAC, ARA, XYL und XOS sowie in NTC zwar g ——FRU
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3 S
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XYL
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0’0 LI II\\II—I = I/<I LI f XOS
signifikante  Erhéhung der Keimzahl 0 6 12 18 24 30 36 42 48
schlieRen.  Abbildung 32 zeigt die Zeit (Stunden)
Abbildung 32: Wachstumskurven von
Wachstumskurven von B. coagulans. B. coagulans
Bacillus subtilis subsp. inaguosorum
Bc64
B. subtilis subsp. inaquosorum zeigte auf 12 —NTC
GLU, FRU und XOS zu Beginn der £ 0,9 oty
P ——FRU
. . o
Messungen einen kurzen Anstieg. Nach 12 @ 06 o —IAC
. . . 1 R
Stunden begann die Keimzahl in NTC zu = e MAL
[a)]
. . . © 03 Z ARA
steigen, sodass sie nach 48 Stunden mit /7 XYL
0,0 LI T T 1T 1T 17T 1T 1T 1T 1T 171 1 XOS

einem Wert von 0,6 gemeinsam mit jener
auf LAC und XOS die Hoéchste war.
Abbildung 33 zeigt die Wachstumskurven

von B. subtilis subsp. inaquosorum.
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Abbildung 33: Wachstumskurven von
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Bacillus subtilis subsp. spizizenii

B. subtilis subsp. spizizenii zeigte minimales
Wachstum auf GLU und FRU, alle andern
Kohlenhydrate konnten nicht verwertet
werden. Ebenso zeigte sich kein Wachstum
in  NTC. Abbildung 34 zeigt die
Wachstumskurven von B. subtilis subsp.

spizizenii.

Bacillus subtilis subsp. subtilis

B. subtilis subsp. subtilis zeigte ein

ausgezeichnetes Wachstum auf FRU. Die
Keimzahlen in allen anderen
Kohlenhydratlosungen stiegen nur sehr
schwach und waren nach 48 Stunden
niedriger als jene in NTC. Gar kein
Wachstum zeigte sich auf MAL, ARA und
XO0S. Abbildung die

35 zeigt

Wachstumskurven von B. subtilis subsp.

subtilis.

Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis zeigte ein gutes Wachstum
auf GLU, FRU und MAL. Auf XOS zeigte sich
ein schwacheres Wachstum mit einem
anschlieBenden Abfallen. Dasselbe Muster
mit niedrigeren OD Werten zeigte sich in
allen tGbrigen Kohlenhydratquellen, sowie in
NTC. Abbildung die

36 zeigt

Wachstumskurven von B. thuringiensis.
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Abbildung 36: Wachstumskurven von
B. thuringiensis



Bacillus toyonensis

Beide untersuchten Stamme von B. toyonensis wuchsen gut auf GLU, FRU und MAL. Ein
schwacheres Wachstum mit anschlieBendem Abfall der OD zeigten beide Stimme auf
XOS. In NTC stieg die OD ebenfalls zuerst schwach an und fiel anschlieBend wieder ab,
die Wachstumskurven von allen anderen Kohlenhydratlésungen waren mit jener von
NTC ident, was darauf schlieBen lasst, dass LAC, ARA und XYL nicht verwertet wurden.

Abbildung 37 zeigt die Wachstumskurven aller Stamme von B. toyonensis.
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Abbildung 37: Wachstumskurven von B. toyonensis

Bacillus weihenstephanensis BES0
: . . 1,2 ——NTC
B. weihenstephanensis zeigte passables
— GLU
Wachstum auf GLU, sowie schwicheres auf 0,9 FRU
—LAC

FRU, MAL, und XOS. Dieser Organismus war,

OD bei 600nm
o
o

—— MAL
wie aus der Literatur ersichtlich, nicht in der A__& — ARA

0,3
Lage, ARA und XYL zu metabolisieren. Kein XYL
h . .h G . 0,0 rr 1 1rrrr 111 T17rrTi XOS
Wachstum zeigte sich auBerdem in NTC. 0 6 12 18 24 30 36 47 48
Abbildung 38 zeigt die Wachstumskurven Zeit (Stunden)
. . Abbildung 38: Wachstumskurven von
von B. weihenstephanensis. B. weihenstephanensis

51



4.9. Escherichia

Escherichia coli

Die Stamme Ecl1 und Ec21 von E. coli zeigten Wachstum auf allen Kohlenhydratquellen,

ebenso Stamm Ec22 der jedoch deutlich schwacher anwuchs. Weiters zeigte sich, dass

die Stamme Ec21 und Ec22 nach 48 Stunden
die hoéchste Keimzahl auf XOS aufwiesen.
Kein Wachstum zeigten alle 3 untersuchten
Stamme in NTC. Abbildung 39 zeigt die

Wachstumskurven aller Stamme von E. coli.
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Abbildung 39: Wachstumskurven von E. coli

4.10. Saccharomyces

Saccharomyces boulardii

S. boulardii zeigte ausgezeichnetes
Wachstum auf GLU, FRU und MAL. Weiters
zeigte sich ein schwacheres Wachstum in
NTC, wobei das Wachstum auf LAC, ARA,
XYL und XOS schwiacher war als jenes in
NTC. Dies lasst darauf schliefen, dass die
Anwesenheit nichtverwertbarer
Kohlenhydraten das Zellwachstum hemmt.
Abbildung 40 zeigt die Wachstumskurven

von S. boulardii.
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Saccharomyces cerevisiae

Ahnlich wie die sehr nahe verwandte S.

boulardii wuchs auch der untersuchte
Stamm von S. cerevisiae hervorragend auf
GLU, FRU und MAL. Ein deutlich
schwacheres Wachstum zeigte sich in NTC
sowie auf ARA. Genau wie bei S. boulardii
dirfte auch hier die Anwesenheit von LAC,
XYL oder XOS das Zellwachstum negativ

beeinflussen. Abbildung 41 zeigt die

Wachstumskurven von S. cerevisiae.

4.11. Wickerhamomyces

Wickerhamomyces anomalus

W. anomalus wuchs gut auf GLU, FRU und
MAL. Das Wachstum auf ARA war ebenso
starker als jenes in NTC. Das Wachstum in
allen (brigen Kohlenhydratquellen war
nicht von jenem in NTC verschieden, was
bedeutet, dass die Anwesenheit nicht
das

verwertbarer Kohlenhydrate

Wachstum nicht negativ beeinflusst.
Abbildung 42 zeigt die Wachstumskurven

von W. anomalus.
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Abbildung 41: Wachstumskurven von
S. cerevisiae
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4.12. A3X Abbau

Fur diesen weiterfilhrenden Versuch wurden neben den Lactobacillus Arten brevis,
casei, kisonensis und plantarum auch E. malodoratus, L. lactis und P. acidilactici
ausgewahlt, da diese bereits ihm vorhergegangenen Versuchsaufbau Pentosen dhnlich
gut verwerteten wie GLU in der Positivkontrolle. Wie bereits im ersten durchgefiihrten
Versuch im Bioscreen C waren alle untersuchten Stamme in der Lage GLU zu verwerten.
Die Keimzahl in NTC blieb nach einem schwachen Anstieg zu Beginn der Messungen bei
allen untersuchten Mikroorganismen konstant. Der als Negativkontrolle verwendete
Stamm von L. acidophilus war wie erwartet nicht in der Lage, A3X abzubauen. Allein in
der Positivkontrolle B. adolescentis stieg die Keimzahl in A3X starker als in GLU und war
am Ende des Versuches auch deutlich hoher als jene auf GLU. Eine minimal hdhere
Endkeimzahl auf A3X gegeniiber der kohlenhydratfreien Leerkontrolle zeigte sich bei
L. brevis, L. plantarum und L. kisonensis. Abbildung 44 zeigt die Wachstumskurven der
Negativkontrolle, Abbildung 43 jene der Positivkontrolle. Abbildung 46 bis Abbildung 51

zeigen die Wachstumskurven aller untersuchten Mikroorganismen.
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Abbildung 44: A3X Abbau der Negativkontrolle Abbildung 43: A3X Abbau der Positivkontrolle
(L. acidophilus) (B. adolescentis)
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Abbildung 46: A3X Abbau von L. casei Abbildung 45: A3X Abbau von L. brevis
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Abbildung 48: A3X Abbau von L. plantarum
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Abbildung 49: A3X Abbau von L. lactis
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Abbildung 51: A3X Abbau von E. malodoratus
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Abbildung 47: A3X Abbau von L. kisonensis
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Abbildung 50: A3X Abbau von P. acidilactici
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5. Schlussbetrachtung

Nahezu alle Vertreter der Lactobacillales waren in der Lage, neben GLU auch FRU, MAL
und LAC zu metabolisieren. Die Lactobacillus-Gattungen brevis, casei, hilgardii
kisonensis, reuteri, plantarum sowie sanfranciscensis zeigten zumindest teilweise ein
Wachstum auf Pentose und pentosehaltigen Oligosacchariden. Ebenso waren auch
P. acidilactici und P. pentosacaeus, E. malodoratus, L. lactis und L. pseudomesenteroides
sowie B. adolescentis und E. coli in der Lage Pentosen abzubauen. Mit Ausnahme von
B. adolescentis war jedoch kein untersuchter Stamm in der Lage, das A3X Pradparat
abzubauen.

Die untersuchten Vertreter der Hefen waren ebenfalls nicht in der Lage LAC, XYL und
XOS zu metaboliseren. ARA konnte nur von Wickerhamomyces anomalus, jedoch
schlecht, verwertet werden.

In der gesamten Gattung Bacillus zeigte sich in keinem Medium ein Verhalten das auf
bakterielles Wachstum schlieen lassen wiirde. Die Annahme liegt daher nahe, dass das
Medium, das fir die Bioscreen C Untersuchungen fiir die Gattung Bacillus verwendet
wurde, nicht alle Nahrstoffe bietet, die fiir ein Wachstum benétigt werden. Um
reproduzierbare Ergebnisse zu erzeugen, miisste daher zuerst ein geeignetes Medium
ohne Kohlenhydratquelle gefunden werden. Allerdings ware auch denkbar, dass Bacillus
ssp. mehr als eine Kohlenhydratquelle zum Wachstum bendtigt und daher das
verwendete Versuchsdesign fiir diese Gattung ungeeignet ist.

Ein nachster Schritt in der Kleienutzung in Form eines Fermentationsverfahrens kénnte
beispielsweise die Herstellung eines Extrakts mittels Hitze und Druck sein, der erneuten
Fermentationsversuchen unterzogen wird. Neben B. adolescentis bieten sich auch
Vertreter der heterofermentativen Milchsédurebakterien an. Aus zeitlichen sowie

Kostengriinden wurde hierzu aber kein Versuch auf A3X durchgefiihrt.
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6. Anhang

6.1. Liste verwendeter Mikroorganismen

Tabelle 14: Ubersicht der verwendeten Mikroorganismen

Kurzbezei Type
Art chnung Synonyme Strain
1 Lb 180 ATCC 4356 X
2 Lactobacillus acidophilus Lb 213 LMG 11469, ATCC 4355
3 Lb 214 LMG 18178
4 Lb 215 LMG 18239, ATCC 53545
5 Lb182 LMG 6906, ATCC 14869 X
6 Lactobacillus brevis Lb183 LMG 7934, ATCC 27305
7 Lb278
8 Lb279
13 Lactobacillus casei tzi;
E Lactobacillus hilgardii ::E333345 DSM 20176, ATCC 8250 X
13 | Lactobacillus kisonensis Lb346 DSM 19906 X
14 | Lactobacillus otakiensis Lb347 DSM 19908
15 Lb195 ATCC 14917 X
16 | Lactobacillus plantarum Lb342
17 Lb344
18 Lb196 LMG 9213, ATCC 23272 X
19 | Lactobacillus reuteri Lb162 LMG 13046, DSM 20053
20 Lb164 LMG 18238, ATCC 55148
21 Lactobacillus sanfrancisciensis Lb244 LMG 16002, ATCC 27651 X
22 Lb352 DSM 20663, ATCC 43332
23| Pediococcus acidilactici Pd1 LMG 11384, DSM 20284 X
24 | Pediococcus parvulus Pd24 DSM 20332, ATCC 19371 X
25 | Pediococcus pentosaceus Pd6 DSM 20336, ATCC 33316 X
26 | Enterococcus casseliflavus En19 DSM 20680, ATCC 25788 X
27 | Enterococcus faecalis En2 DSM 20478, ATCC 19433 X
28 | Enterococcus faecium En4d DSM 20477, ATCC 19434 X
29 | Enterococcus malodoratus En21 DSM 20681, ATCC 43197 X
30 | Lactococcus raffinolactis Lc24 LMG 13095, ATCC 43920 X
31 | Leuconostoc lactis Le7 ATCC 19256 X
Leuconostoc mesenteroides
32 | mesenteroides Le3
Leuconostoc mesenteroides
33 | mesenteroides Le6
Leuconostoc mesenteroides
34 | cremoris Le2 ATCC 19254 X
Leuconostoc
35 | pseudomesenteroides Le8 ATCC 49371 X
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Kurzbezei Type
Art chnung Synonyme Strain
1 Lb 180 ATCC 4356
2 bacill dophil Lb 213 LMG 11469, ATCC 4355
3 Lactobacillus acidophilus b 214 LMG 18178
4 Lb 215 LMG 18239, ATCC 53545
5 Lb182 LMG 6906, ATCC 14869 X
6 . . Lb183 LMG 7934, ATCC 27305
Lactobacillus brevis
7 Lb278
8 Lb279
9 . . Lb22
10 Lactobacillus casei Lb184
11 . . .. Lb334 DSM 20176, ATCC 8290 X
12 Lactobacillus hilgardii Lb 335
13 | Lactobacillus kisonensis Lb346 DSM 19906 X
14 | Lactobacillus otakiensis Lb347 DSM 19908
15 Lb195 ATCC 14917 X
16 | Lactobacillus plantarum Lb342
17 Lb344
18 Lb196 LMG 9213, ATCC 23272 X
19 | Lactobacillus reuteri Lb162 LMG 13046, DSM 20053
20 Lb164 LMG 18238, ATCC 55148
21 Lactobacillus sanfrancisciensis Lb244 LMG 16002, ATCC 27651 X
22 Lb352 DSM 20663, ATCC 43332
23| Pediococcus acidilactici Pd1 LMG 11384, DSM 20284 X
24 | Pediococcus parvulus Pd24 DSM 20332, ATCC 19371 X
25 | Pediococcus pentosaceus Pd6 DSM 20336, ATCC 33316 X
26 | Enterococcus casseliflavus En19 DSM 20680, ATCC 25788 X
27 | Enterococcus faecalis En2 DSM 20478, ATCC 19433 X
28 | Enterococcus faecium En4d DSM 20477, ATCC 19434 X
29 | Enterococcus malodoratus En21 DSM 20681, ATCC 43197 X
30 | Lactococcus raffinolactis Lc24 LMG 13095, ATCC 43920 X
31| Leuconostoc lactis Le7 ATCC 19256 X
Leuconostoc mesenteroides
32 | mesenteroides Le3
Leuconostoc mesenteroides
33| mesenteroides Le6
34 Leuconostoc mesenteroides cremoris Le2
35 Leuconostoc pseudomesenteroides Le8 ATCC 49371 X
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Kurzbezei Type

Art chnung Synonyme Strain
36 WS1 ATCC 10881 X
37 | Weissella confusa WS2
38 WS3
39 Bifidobacterium adolescentis Bi68 LMG 11579
40 Bf70 LMG 10502 X
41 Ecl DSM 613, ATCC 11303
42 | Escherichia coli Ec21 DSM 498, ATCC 23716
43 Ec 22 DSM 11250
44 | Bacillus coagulans Bc 48 ATCC 7050 X
45 | Bacillus subtilis inaquosorum Bc 64 DSM 22148
46 | Bacillus subtilis spizizenii Bc 65 DSM 15029 X
47 | Bacillus subtilis subtilis Bc 7 LMG 7135, ATCC 6051 X
48 | Bacillus thuringiensis Bc 56 LMG 7138, ATCC 10792 X
49 . . Bc 2

Bacillus toyonensis
50 Bc 15
51 | Bacillus weihensthephanensis Bc 50 DSM 11821 X
52 | Saccharomyces boulardii ATCC 74012 X
53| Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 X
54 | Wickerhamomyces anomalus ATCC 8168 X
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7. Zusammenfassung

Weizenkleie ist ein Beiprodukt der Mehlproduktion, das bisher nur in geringem Mal3e
kommerzielle Nutzung findet. Um eine hohere Wertschopfung durch Fermentation zu
ermoglichen, wird im Zuge dieser Arbeit der Kohlenhydratmetabolismus von
54 Mikroorganismenstamme gescreent, um zu ermitteln, welche Stamme in der Lage
sind, Pentosen und daraus aufgebaute Mehrfachzucker, wie zum Beispiel Arabinoxylan,
die in der Weizenkleie vorliegen, zu verwerten. Zuerst wurden die einzelnen Stamme
aus Kryokulturen auf Agarplatten ausgestrichen und angeziichtet. AnschlieBend wurden
sie in ein flissiges Medium Uberimpft und erneut bebritet. Danach wurde eine
Verdiinnungsreihe von 1:2 bis 1:108 mit frischem Medium erstellt und die optische
Dichte bei 600 nm als Wachstumsindikator photometrisch bestimmt. Gleichzeitig
wurden die Suspensionen auf Agarplatten ausgestrichen und die mittlere Keimzahl
bestimmt.

Die jeweiligen Stamme wurden anschlieBend entweder in zuckerfreier Bouillon oder in
derselben Nahrlésung mit jeweils 1% GLU, FRU, LAC, MAL, ARA, XYL und XOS in
Mikrotiterplatten inkubiert und im Bioscreen C Analyser in regelmaRigen Abstanden die
optische Dichte bei 600 nm mit dem jeweiligen Medium als Leerwert gemessen sowie
Wachstumskurven fir jeden Stamm in jeder Bouillon erstellt. Mit in den Vorversuchen
vielversprechenden Stammen wurde der Versuch mit einem hochreinen AXOS Praparat
wiederholt.

L. brevis, L. sanfrancicsiensis, L. reuteri, L. casei, L. plantarum, L kisonensis, B.
adolescentis, P. parvulus, P. pentosacaeus sowie L. lactis und L. pseudomesenteroides
zeigten zwar Pentoseabbau, allerdings war B. adolescentis als einziger Stamm in der Lage
das AXOS Pradparat abzubauen. Neben B. adolescentis konnten dennoch auch
heterofermentative  Milchsdurebakterien fiir weiterflhrende Versuche, wie
beispielsweise die Fermentation von Weizenkleieextrakt oder eine Solid State
Fermentation auf Weizenkleie, herangezogen werden. Weiters zeigte sich, dass der

gewadhlte Versuchsaufbau fiir die Gattung Bacillus offensichtlich ungeeignet ist.
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8. Abstract

Wheat bran is a milling byproduct of low commercial interest. To create additional value,
microorganisms were screened for their ability to ferment pentose and pentose
containing oligo- and polysaccharides, such as arabinoxlan, which can be found in the
bran matrix. Starting with cryo cultures, each strain of interest was grown on agar plates,
then inoculated into liquid media and incubated again. Subsequently, a serial dilution of
the suspension from 1:2 to 1:10% was done with sterile broth and the optical density at
600 nm was measured via photometry using the broth as blank sample. Simultaneously,
the cell suspensions were streaked onto agar plates and after incubation the cultivated
plate count was determined.

Strains of interest were then incubated in micro well plates with either 300 plL
carbohydrate free broth or with the same broth containing either 1% GLU, FRU, LAC,
MAL, ARA, XYL or XOS and the optical density at 600nm was measured using a
Bioscreen C analyser with pure broth as blank sample. Growth curves for each strain in
each carbohydrate solution were created. With strains indicating pentose utilisation
based on the pre trials, a second run with an Arabinoxylanoligosaccharide source of high
purity was performed.

L. brevis, L. sanfrancicsiensis, L. reuteri, L. casei, b. plantarum, L kisonensis, B.
adolescentis, P. parvulus, P. pentosacaeus, L. lactis and L. pseudomesenteroides showed
promising results for Pentose degradation, but all strains except B. adolescentis failed to
metabolize AXOS. Nevertheless, further tests with B. adolescentis and
heterofermentative Lactobacillales are encouraged, for example also fermentation trials
with wheat bran extract or a solid state fermentation on wheat bran as the next steps.
Lastly, it was shown that the chosen design was not suitable for cultivation and

maintaining growth of Bacillus ssp.
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