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Abtotung bierschiadlicher Mikroorganismen durch

Hochdruckbehandlung

In dieser Arbeit wurde die Inaktivierung von bierschiidlichen Laktobazillen durch hohen hydrostatischen Druck unter-
sucht. Es konnte gezeigt werden, dass die druckinduzierte Abtotung bierverderbender Laktobazillen bei Driicken von 200
bis 600 MPa méglich ist. Diese Druckinaktivierung wurde bei tiefen pH-Werten sowie in Anwesenheit von Hopfenbitterstof-

fen und Alkohol wesentlich beschleunigt. Gelostes CO

2

hat nur eine geringe Wirkung auf L. plantarum, jedoch konnte mit

fliissigem CO, bereits bei 12 MPa eine Sterilisierung von Modellbier erreicht werden. Bereits vor dem Zelltod durch die
Hochdruckbehandlung war eine Inaktivierung der Hopfenresistenz von L. plantarum erkennbar. Dieser druckinduzierte
Verlust der Hopfenresistenz fithrte zu dem Verlust der Fihigkeit von L. plantarum, bei Lagerung in Bier zu iiberleben. Zur
Verhinderung des Bierverderbs ist daher keine Abtétung der Organismen notwendig, es reicht aus, die Zellen subletal zu
schidigen. Durch eine Druckbehandlung und anschliefender Lagerung in Gegenwart von Hopfen konnten aus einem
Gemisch von S. cerevisiae und L. plantarum die Milchsiurebakterien selektiv abgetotet werden.

BC 45 Vermeidung und Unterdriickung von Infektionen

(Deskriptoren: Hochdruck, Bierverderb, Laktobazillen, Hopfen-
resistenz, CO.,.

Descriptors: High pressure, beer spoilage, lactobacilli, hop resi-
stance, CO,).

1 Einleitung

Die Haltbarkeit von Lebensmitteln kann durch eine Hochdruck-
behandlung verlidngert werden, da vegetative Zellen durch hohe
hydrostatische Driicke (200 — 700 MPa) abgetotet werden. Eine
Hochdruckkonservierung von Bier vermindert bei gleichem Ab-
totungseffekt im Vergleich zur thermischen Pasteurisierung nega-
tive Auswirkungen auf die Produktqualitit (1). Eine Hochdruck-
behandlung kann zudem bei vergleichbarem Abtotungseftekt mit
wesentlich geringerem Energieaufwand als eine Pasteurisierung
durchgefiihrt werden. Der Stand der Technik erlaubt bei fliissigen
Lebensmitteln den kontinuierlichen Einsatz von Hochdruck bis
zu 350 MPa.

Das Zusammenwirken der Hochdruckanwendung mit der Lebens-
mittelmatrix ist besonders in Lebensmitteln von Bedeutung, in
welchen Stressfaktoren das Wachstum von Verderbsorganismen
erschweren. Zu diesen Lebensmitteln zdhlt Bier, da in hohem
MaBe Stressfaktoren (tiefer pH-Wert, Ethanol, CO, und anti-
mikrobiell wirksame Hopfeninhaltsstoffe) wirksam sind. Ziel
dieser Arbeit war, die Hochdruckinaktivierung von bierschadli-
chen Mikroorganismen zu beschreiben und die Auswirkungen
von Druck auf die Toleranz gegentiber bierspezifischen Stressfak-
toren zu untersuchen.
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2 Material und Methoden
2.1 Mikroorganismen und Medien

Der bierschidliche Stamm Lactobacillus plantarum TMW 1.460
wurde bei 30 °C in Modellbier kultiviert. Modellbier wurde durch
Fermentation eines 12%igen Malzextraktes mit Saccharomyces
uvarum var. carlsbergensis TMW3.001 bei 10 °C fiir 140 h und
nachfolgender Entfernung von Ethanol und CO, hergestellt. Soweit
nicht anders angegeben, wurde der pH-Wert auf 4.0 eingestellt.

2.2 Hochdruckbehandlung von L. plantarum

L. plantarum TMW 1.460 wurde in Modellbier kultiviert, geerntet
und in gleichem Volumen frischen Modellbiers resuspendiert.
Die Hochdruckbehandlung wurde in Druckautoklaven durch-
gefiihrt, die auf 15 °C vortemperiert waren. Die Kinetik der
Inaktivierung von L. plantarum wurde in Modellbier ohne Zusét-
ze bei Driicken von 200, 300, 400, 500 und 600 MPa bestimmt.
Die Kinetik der Inaktivierung von L. plantarum bei 300 MPa
wurde zudem in Modellbier bei folgenden Konzentrationen von
Iso-a-Hopfenextrakt (HE) bzw. Ethanol ermittelt: 0,50 und 100
mg I'' HE, 0%, 5% und 10% (w/w) Ethanol.

Der Einfluss von Gasen auf die Hochdruckinaktivierung von L.
plantarum wurde mit N, O,, oder CO, bqstimmt. Modellbier
wurde mit Luft, N, oder CO, bei 4 bar Uberdruck und 5°C
vorgespannt, so dass sich die Gase in der Fliissigkeit zur Kon-
zentration von 43 mg 1" Sauerstoff, 103 mg I' N, bzw. 13,5 g I
CO, Iosten. AnschlieBend wurde zu den vorgespannten Medien L.
plantarum zugesetzt und bei 200 MPa, 15°C zwischen 0 und 120
min behandelt.

2.3 Uberleben von L. plantarum in Modellbier nach subletaler
Hochdruckbehandlung

Das Verhalten von Zellen ohne Druckbehandlung bzw. nach
Behandlung bei 300 MPa fiir 5 min wihrend der Lagerung bei
10°C in Modellbier wurde bei folgenden Konzentrationen von
Ethanol und HE ermittelt:
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Abb. 1 Inaktivierung von L. plantarum bei Druckbehandlung in
Modellbier (pH 4,0; 15 °C). Dargestellt ist die Lebendkeimzahl
auf MRS bei Behandlung mit 200 MPa (1), 300 MPa (s), 400 MPa
(m), 500 MPa (n) und 600 MPa (o).

0 0% Ethanol, 0 mg I'' HE,
0 0% Ethanol, 50 mg 1" HE,
0 5% Ethanol, 0 mg 1" HE,
[0 5% Ethanol, 50 mg I'! HE.

2.4 Uberleben von S. uvarum und L. plantarum in Modellbier nach
subletaler Hochdruckbehandlung

S. uvarum und L. plantarum wurden in Malzextrakt (pH = 5,6) bei
15 °C fur 180 h inkubiert. Nach der Zellernte durch Zentrifugation
wurden die Zellen der Organismen in Modellbier (pH = 4)
wiederaufgenommen und gemeinsam bei 100 und 200 MPa
(15 °C) fiir 5 oder 10 min behandelt. Die druckbehandelten Zellen
wurden mit 50 mg 1" HE versetzt und fiir 68 Stunden bei 15 °C
gelagert.

2.5 Keimzahlbestimmung

Die Bestimmung der Keimzahl erfolgte durch Ausplattieren ge-
eigneter Verdiinnungen auf MRS-Agar (Merck, Darmstadt). Zur
Bestimmung subletal geschiadigter Zellen wurde MRS-Agar mit
4% NaCl verwendet. Bei Druckinaktivierungskinetiken von ge-
meinsamen Kulturen von L. plantarum und S. uvarum wurde
Chloramphenicol (20 ppm) oder Actidion (75 ppm) zugesetzt, um
die Organismen selektiv auszuzéhlen.

2.6 Physiologische Charakterisierung von hochdruckbehandeltem
L. plantarum

Inaktivierungskinetiken wurden neben der Bestimmung der Keim-
zahlen durch folgende Methoden charakterisiert:

1) Irreversible Schidigung der Zytoplasmamembran,

2) Hemmung der Stoffwechselaktivitdt und

3) HorA-Aktivitit.

Die Versuchsdurchfithrung erfolgte nach Ulmer et al. (2).

3 Ergebnisse

3.1 Druckinaktivierung von L. plantarum. Vitalitit und subletale
Schidigung

Die Druckinaktivierungskinetiken von L. plantarum bei 200 bis
600 MPa sind in Abbildung 1 gezeigt. Bereits in Modellbier ohne
Zusatz weiterer Stressfaktoren kann bei Driicken von 200 MPa bis
600 MPa eine Keimzahlreduktion um 6 Zehnerpotenzen nach 60
bzw. 5 min Druckhaltezeit erreicht werden. Ein kleiner Bruchteil
der Gesamtpopulation (ca. 10* %) wies jedoch bei allen Druck-
stufen eine wesentlich langsamere Inaktivierungskinetik auf.

3.2 Einfluss von Hopfen und Alkohol auf die Druckinaktivierung
von L. plantarum

Der spezifische Einfluss der bierrelevanten Stressfaktoren Hop-
fenbitterstoffe und Alkohol auf die Hochdruckinaktivierung wur-
de in Modellbier mit definierten Konzentrationen von Ethanol (5
oder 10% ) oder Hopfenextrakt (50 oder 100 mg I'") ermittelt.
10% Ethanol oder 20 mg 1" HE hemmen das Wachstum von L.
plantarum in Modellbier vollstdndig (Daten nicht gezeigt). Der
Einfluss von Hopfen und Alkohol auf die Druckinaktivierung von
L. plantarum ist in Abbildung 2 gezeigt. Durch Zusatz von 100 mg
I'"HE bzw. 10% Ethanol wurde die Druckinaktivierung von L.
plantarum erheblich beschleunigt. Im Vergleich zu den Konzen-
trationen von Hopfenextrakt bzw. Ethanol, die zur Hemmung des
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Abb. 2 Inaktivierung von L. plantarum bei Druckbehandlung
mit 300 MPa in Modellbier (pH4,0). A: Lebendkeimzahl auf
MRS bei Behandlung in Gegenwart von 0% Ethanol (1), 5%
Ethanol (m) und 10% Ethanol (t). B:. Lebendkeimzahl auf MRS
bei Behandlung in Gegenwart von 0 mg I HE (1), 50 mg I'' HE
(m) und 100 mg I"' HE (¢).
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Abb. 3 Inaktivierung von L. plantarum bei Druckbehandlung
mit 500 MPa fiir 5 min. Dargestellt ist die Lebendkeimzahl auf
MRS (schwarze Balken) und die Keimzahl stressresistenter
Zellen auf MRS mit 4% NaCl (graue Balken).
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Abb. 4 Uberleben von L. plantarum bei Lagerung in Modellbier
bei 10 °C nach einer Druckbehandlung in Modellbier von 300
MPa fiir 5 min. Nach der Druckbehandlung wurden die Zellen
in Modellbier ohne Zusitze (1), in Modellbier mit 5% Ethanol
(s), in Modellbier mit 50 mg I HE (m) oder in Modellbier mit 5%
Ethanol und 50 mg I HE (D) gelagert. Bei unbehandelte Zellen
war unter keiner der Lagerungsbedingungen eine Verringe-
rung der Lebendkeimzahl festzustellen.

Wachstums von L. plantarum notwendig sind, 20 mg 1! bzw. 10%,
tibte Ethanol wéhrend der Hochdruckbehandlung einen gréferen
Einfluss auf die Abtétung aus als Hopfenextrakt. Weder der
Prozentsatz drucktoleranter Zellen in der Gesamtpopulation noch
deren Inaktivierungsgeschwindigkeit wurde durch Zusatz von
Hopfen oder Ethanol beeinflusst.

3.3 Einfluss des pH-Wertes auf die Druckinaktivierung von L.
plantarum

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Druckinaktivierung von
L. plantarum wurde durch Druckbehandlungen bei 500 MPa fiir
5 min bei 15 °C ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3
gezeigt. Bei einem pH Wert zwischen 6 und 7 wurde praktisch
keine Inaktivierung des Organismus festgestellt, jedoch wurden
die Keimzahlen stresstoleranter Zellen (Keimzahl auf MRS-NaCl)
reduziert. Subletal geschidigte Zellen wurden also bei diesen
hohen pH-Werten nicht abgetdtet. Bei pH-Werten unter 5, wie sie
fuir Bier typisch sind, waren sowohl die Lebendkeimzahl als auch
die Keimzahl stresstoleranter Zellen um mehr als 5 Zehner-
potenzen reduziert. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass druck-
induzierte subletale Schiadigung bei hohem pH-Wert toleriert
wird, wihrend diese bei tiefem pH zum Zelltod fiihrt. Eine
subletale Hochdruckbehandlung von L. plantarum beeintréchtigt
dessen Fahigkeit zur Aufrechterhaltung eines transmembranen
pH-Gradienten (3).

3.4 Wirkung von gelosten Gasen auf die Hochdruckinaktivierung
von L. plantarum

Bier enthilt ca. 5 g I! gelostes CO,. Aufgrund von Literaturdaten
(7, 8) konnte ein synergistischer Effekt hydrostatischer Hoch-
druckbehandlung mit geléstem CO, erwartet werden. Daher wur-
de der Einfluss von CO, auf die Hochdruckinaktivierung von

L. plantarum untersucht, zusétzlich wurde die Wirkung von
Stickstoff und Sauerstoff ermittelt. Die Anwendung von O_, N,
oder CO, in Kombination mit der Hochdruckanwendung zeigte
keinen zusitzlichen Effekt auf die Inaktivierung von L. plantarum
in Modellbier (Daten nicht gezeigt). Jedoch fiihrte bereits bei sehr
niedrigen hydrostatischen Driicken fliissiges CO, aufgrund der
Extraktion von Zellbestandteilen an der Phasengrenze CO, (fliissig)
— Wasser zur Inaktivierung von L. plantarum in Modellbier (6).

3.5 Lagerung von hochdruckbehandeltem L. plantarum in Modellbier

Aus den vorhergehenden Experimenten konnte durch Verwen-
dung des Selektivmediums eine subletale Schiadigung von L.
plantarum nach subletaler Druckbehandlung abgeleitet werden.
Um zu tiberpriifen, ob diese subletal geschiddigten Zellen in Bier
tiberleben konnen, wurde L. plantarum bei 300 MPa hochdruck-
behandelt und anschlieBend in Modellbier mit Zusatz von Ethanol
und Hopfenextrakt bei 15 °C gelagert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4 gezeigt. Die Hochdruckbehandlung, die nur einen
Teil der Mikroorganismen direkt abtotete, fiihrte zum Verlust der
Hopfenresistenz der iiberlebenden Zellen von L. plantarum. Bei
Lagerung in Modellbier mit 50 mg 1" HE mit oder ohne Zusatz von
Ethanol starben hochdruckbehandelte Zellen innerhalb von 24 h
vollstindig ab, wihrend nicht druckbehandelte Zellen die Lage-
rung praktisch ohne Reduktion der Keimzahl tolerierten. Nach
Zusatz subletal druckbehandelter Zellen zu handelstiblichem Bier
waren bereits nach 30 Minuten keine tiberlebenden Keime mehr
nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).

3.6 Druckinaktivierung von L. plantarum: Verlust der Hopfen-
resistenz

Die Resistenz gegen Hopfenbitterstoffe ist notwendige Voraus-
setzung fiir das Uberleben von Milchsdurebakterien in Bier (7, 8).
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Das membrangebundene Transportprotein HorA tragt zur Hop-
fenresistenz bierschidlicher Stimme von L. brevis und L. plan-
tarum bei (8, 9 ). Dieses Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch
den Transport von Hopfenbitterstoffen aus der Zytoplasmamem-
bran nach aulen und wirkt damit der toxischen Wirkung der
Humulone und Lupulone entgegen. Um die Mechanismen des
Verlustes der Hopfenresistenz aufzukliren, wurden druckbehan-
delte Zellen in Bezug auf Stoffwechselaktivitit, Membranintegri-
tdt und HorA Aktivitdt charakterisiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 5 dargestellt. Eine Schiadigung der Zytoplasmamem-
bran durch Druck konnte erst bei Reduktion der Lebendkeimzahl
von 4 Zehnerpotenzen oder mehr nachgewiesen werden, irrever-
sible Anderungen der Membran kénnen also nicht fiir den Verlust
der Hopfenresistenz verantwortlich gemacht werden. Der Verlust
der Stoffwechselaktivitit korrelierte mit der Abhnahme der Le-
bendkeimzahl. Bereits in den ersten 12 Minuten der Druck-
behandlung, also bevor signifikante Anderungen der Lebend-
keimzahl ermittelt wurden, war jedoch bereits eine Abnahme der
HorA-Aktivitit festzustellen. Der Verlust der Hopfenresistenz
bierschadlicher Laktobazillen nach subletaler Hochdruck-
behandlung ist demnach auf die Inaktivierung von HorA zuriick-
zuftihren.

3.7 Druckresistenz von S. uvarum im Vergleich zu L. plantarum

Eine Hochdruckinaktivierung bierschiadlicher Mikroorganismen
wihrend der Hefefiihrung konnte den Kontaminationsdruck im
Brauprozess erheblich reduzieren. In Modellbier wurde die Druck-
toleranz von S. uvarum mit der von L. plantarum verglichen. L.
plantarum TMW 1.460 erwies sich drucktoleranter als S. uvarum
(Daten nicht gezeigt). In einem weiteren Experiment wurde daher
eine gemeinsame Kultur von S. uvarum und L. plantarum bei 100
und 200 MPa hochdruckbehandelt und bei 15 °C in Modellbier in
Gegenwart von 50 mg I HE gelagert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 6 gezeigt. Durch die Hochdruckbehandlung wurden
die Keimzahlen der Organismen nur unwesentlich reduziert.
Wihrend jedoch die Keimzahlen von S. uvarum im Verlauf der
anschlieBenden Lagerung stabil blieben, wurden hochdruckbe-
handelte L. plantarum in Gegenwart von Hopfen abgetotet.
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Abb. 6 Uberleben von L. plantarum und S. uvarum in Modell-
bier bei 15 °C in Gegenwart von 50 mg I"' HE. Weisse Symbole:
S. uvarum, schwarze Symbole: Lebendkeimzahl L. plantarum,
graue Symbole: Keimzahl stressresistenter Zellen von L. plan-
tarum. Vor der Lagerung wurden die Zellen folgenden Druckbe-
handlungen unterworfen: keine Druckbehandlung (1), 200 MPa,
10 Minuten (n) und 200 MPa, 5 Minuten (t).

4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Hochdrucktechnologie ist grundsétzlich als energiesparende
und produktschonende Alternative zur thermischen Pasteurisie-
rung geeignet. Die druckinduzierte Abtétung von L. plantarum als
Modellkeim fiir bierverderbende Mikroorganismen ist bei Drii-
cken von 200 bis 600 MPa moglich. Diese Druckinaktivierung
wird in Anwesenheit von Hopfenbitterstoffen und Alkohol in
Konzentrationen, die typischerweise in Bier vorliegen, wesent-
lich beschleunigt. Tiefe pH-Werte fithren ebenfalls zur beschleu-
nigten Druckinaktivierung. Gelostes CO, hat nur eine geringe
Wirkung auf die Hochdruckinaktivierung von L. plantarum.
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Die physiologische Charakterisierung von druckbehandelten L.
plantarum ergab, dass bereits vor dem Zelltod eine subletale
Schidigung und eine Inaktivierung spezifischer Hopfenresistenz-
mechanismen erkennbar war. Im Lagerversuch konnte bestétigt
werden, dass druckinduzierter Verlust der Hopfenresistenz mit
dem Verlust der Fihigkeit von L. plantarum zum Uberleben in
Bier tibereinstimmt. Aus dem Ergebnis des Lagerungsversuches
ist ersichtlich, dass zur Verhinderung des Bierverderbs keine
vollstindige Abtétung der Organismen notwendig ist, es reicht
aus, die Zellen subletal zu schiadigen. Dies bedeutet, dass die
Kapital- und Energiekosten fiir eine Hochdruckbehandlung von
Bier erheblich reduziert werden. Die Kosten fiir eine Druckbe-
handlung von Lebensmitteln sind linear mit der Druckhdhe und
der Druckhaltezeit korreliert (10). Die Kosten zur Verhinderung
von Bierverderb durch Milchsdurebakterien (200 MPa, 20 min)
betragen demnach weniger als die Hilfte der Kosten zur vollstén-
digen Abtotung bierschidlicher Mikroorganismen (400 — 600
MPa, 20 min). In weiteren Versuchen sollte sichergestellt werden,
dass dhnliche Abhingigkeiten auch fur andere bierschidliche
Mikroorganismen gelten.

Die Drucktoleranz von L. plantarum wurde mit der von S. uvarum
verglichen, um zu tiberpriifen, ob durch eine Druckbehandlung
wihrend der Hefefiihrung der Kontaminationsdruck vermindert
werden kann. S. uvarum ist druckempfindlicher als der bierschéd-
liche Organismus. Jedoch fiihrt eine Druckbehandlung mit an-
schlieBender Lagerung in Gegenwart selektiv wirkender Zusétze,
wie z.B. Hopfen, zur selektiven Abtétung der Verderbskeime.
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5 Summary

Ulmer, H.M., Giinzle, M.G., and Vogel, R.F.: Destruction of micro-
organisms harmful to beer by high pressure treatment — Monats-
schrift fiir Brauwissenschaft 55, No. 1/2, 4 -9, 2002

BC 45 Infection avoidance and suppression

Studied in this paper are the inactivation of lactobacillii harmful to beer
by high hydrostatic pressure. It could be shown that the pressure-induced
destruction of lactobacillii causing beer to perish is possible at pressures
from 200 to 600 MPa. This pressure inactivation was considerably
accelerated with low pH-values and in the presence of bitter hop sub-
stances and alcohol. Dissolved CO, only had a slight effect on L.
plantarum, but sterilisation of model beer could be achieved with liquid
CO, at a pressure of 12 MPa. Inactivation of the hop resistant of L.
plantarum, could be seen before the death of the cell caused by the high
pressure treatment. The pressure-induced loss of hop resistance leads to
the loss of the ability of L. plantarum to survive during the storage of beer.
Sublittoral damage to the beer cells is sufficient because, as a result, no
destruction of the organisms is necessary. The lactic acid bacteria could
be destroyed selectively in a mixture of S. cerevisiae and L. plantarum by
pressure treatment and storage in the presence of hops.

Ulmer, H.M., Génzle, M.G., et Vogel, R.F.: Destruction de microor-
ganismes nuisibles en brasserie par le traitement a haute pression —
Monatsschrift fiir Brauwissenschaft 55, No. 1/2, 4 — 9, 2002

BC 45 Empéchement et suppression de contaminations

Dans ce travail on a examiné I’inactivation de lactobacilles nuisibles en
brasserie par une pression hydrostatique élevée. Il a pu étre démontré
qu’il était possible de détruire des lactobacilles nuisibles en brasserie par
des pressions de 200 a 600 MPa. Cette inactivation par la pression est
sensiblement accélérée par un pH bas, en présence de matiéres ameéres de
houblon et de I’alcool. Le CO, soluble a peu d’action sur L. plantarum,
toutefois on a pu obtenir une stérilisation avec du CO, liquide vers 12 Mpa
sur de la biere « modele ». Une inactivation par les matiéres ameres de L.
plantarum a été observée bien avant la mort de la cellule par traitement
a haute pression. Cette perte induite par la pression et des matieres ameres
conduit a la destruction de L. plantarum pendant le stockage de la biére.
Afin d’¢éviter I’altération de la bicre, il n’est pas nécessaire de détruire les
organismes, il suftit d’endommager les cellules sublétales. Par le traite-
ment a la pression, suivi d’une garde en présence de houblon, on pu
détruire sélectivement les bactéries lactiques parun mélange de S.cerevisiae
et L. plantarum.
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