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Uber den Abbau

von Grasfruktosanen durch Laktobazillen aus Silage

Decomposition of Grass-Fructosanes by Lactobacilli from Silage
A. Kleeberger und W. Kiihbauch
Mit 3 Abbildungen

Summary

Lactobacilli isolated from grass silage were shown to belong to Lb. plantarum, Lb. casei and Lb.
brevis.

In studies on the degradation of fructosanes significant differences among the three species were
found. While all strains of L. casei were able to degrade fructosanes from Dactylis glomerata or
Phleum pratense regardless of the degree of polymerization, no nember of Lb. plantarum or Lb. brevis
could attack these polysaccharides.

Zusammenfassung

Aus Grassilage wurden 33 Stimme isoliert, welche als Vertreter von Lb. plantarum, Lb. cases
und Lb. brevis identifiziert werden konnten. In der Fiahigkeit, Grasfruktosane abzubauen, unter-
schieden sich diese drei Spezies deutlich.Wihrend sémtliche Vertreter von Lb. casei die aus Knaulgras,
und Lieschgras gewonnenen Fruktosane unabhéngig von deren Polymerisationsgrad vergoren,
zeigten sich die Vertreter von Lb. plantarum und Lb. brevis gegeniiber diesen Polysacchariden inaktiv.

Einleitung

Fruktosane sind die hauptséchlichen Reservekohlenhydrate der Griser in den
gemifligten Klimazonen (Osima u. Isawa 1968). Sie sind bei der Verfutterung an
den Wiederkiauer voll verdaulich (NEHRING 1968), und es ist zu vermuten, dafl der
hohe Polymerisationsgrad dieser Verbindungen fir eine gute Vertriglichkeit ver-
antwortlich ist. Am Beispiel der Stirke wurde ja bereits nachgewiesen, dafl hoher-
polymere Kohlenhydrate in gréferen Mengen besser vertragen werden als entspre-
chende Anteile Monosaccharide (Kaurmanx 1968). Es wire also aus dieser Sicht
wiinschenswert, wenn gerade diese Kohlenhydrate den SilierungsprozeB iiberstehen
und bei der Verfiitterung noch unversehrt zur Verfiigung stehen wiirden. Ander-
seits stellen aber die Fruktosane Géarsubstrate dar, welche im Falle mangelnder Mono-
und Disaccharidmengen eine ausreichende Séurekonservierung in Silage sichern
kénnten. So konnten wir in einer fritheren Arbeit (KtHBAUCH u. KLEEBERGER 1974)
feststellen, dafl Fruktosane unterschiedlichen Polymerisationsgrades und unter-
schiedlicher Herkunft sowohl durch SilagepreBsaft als auch durch aus Silage isolierte
Mischkulturen praktisch vollstindig abgebaut werden. Ungekliart blieb jedoch weiter-
hin die Frage, ob simtliche der iiblicherweise am Silierungsprozefl beteiligten Milch-
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Ergebnisse

Bei allen von uns isolierten Stiémmen handelte es sich um Gram-positive, sporen-
lose, Katalase-negative Stéibchen, welche Glucose unter anaeroben Bedingungen
abbauten. Wir konnten also alle Isolate definitionsgemilBl der Gattung Lactobacillus
zuordnen. Die Feststellung der Zellmorphologie erbrachte im wesentlichen zwei ver-
schiedene Ergebnisse. Entweder waren die Zellen ziemlich plump und dann in der
Regel auch einzeln liegend, oder es handelte sich um grofere linglichere Zellen,
welche dann auch in fast allen Féllen in Ketten angeordnet waren.

Alle von uns isolierten Stdémme wuchsen bei 15 °C. Samtliche Isolate konnten
deshalb den Streptobakterien bzw. den Betabakterien zugeordnet werden.

Die von uns getesteten und zur Feindifferenzierung verwendeten Merkmale sind
in Tabelle 1 angegeben. Zur Differenzierung unserer bei 15 °C vermehrungsfihigen
Laktobazillen benutzten wir den in Abb. 1 wiedergegebenen Bestimmungsschlissel,
der im wesentlichen aus den Angaben von SHARPE, FRYER u. SmiTH (1966) resultiert.

Dabei erhielten wir drei Gruppen von Laktobazillen, welche wir als Vertreter von
Lb. plantarum, Lb. casei und Lb. brevis identifizieren konnten. Unsere Ergebnisse
stimmen damit gut mit den Angaben in der Literatur iiberein, wonach hauptsichlich
diese Gruppen fir die Silierung bedeutsam sind (ReEEM 1967, Bupzier 1964, EicH-
HoLTZ 1960). Abweichend von den Angaben in der Literatur (SHARPE, FRYER u.
Smrra 1966) konnten die von uns isolierten Vertreter der Lb. brevis-Gruppe Arabinose
nicht vergiren. Auf Grund der iibrigen von uns gepriiften Merkmale halten wir dennoch
die Zuordnung zu dieser Gruppe fiir gerechtfertigt. Auch unsere Ergebnisse zur Zell-
morphologie bestérkten uns in dieser Annahme, da es sich bei den von uns als Lb.
brevis identifizierten Stémmen iiberwiegend um einzeln liegende, sehr plumpe Stéib-
chen handelte.

Innerhalb der von uns gefundenen Gruppierungen verhielten sich die verschie-
denen Stimme in ihren physmloulschen Eigenschaften sehr einheitlich. Einzelne
abweichende Ergebnisse konnten von uns auf Grund der Ubereinstimmung in den
tibrigen Eloenschaften vernachlissigt werden.

Hinsichtlieh der Fahigkeit, Grasfruktosane abzubauen, unterschieden sich diese
drei Spezies sehr deutlich. Wihrend die Vertreter von Lb. plantarum und Lb. brevis
die beiden von uns gepriiften Fruktosane praktisch nicht abbauten, konnten die
Stamme der Lb. casei-Gruppe beide Fruktosane bis auf einen geringen Rest spalten

- Sorbit +
+ COy aus Glucose -
BETA:BACTERIUM STREF’TOBIACTERIUM
- NHj aus Arginin  + - Wachstumin4*sTeepol +
Lb. viridescens | - Melibiose +
- Trehalose + - Raffinose +
= Cellobiose +
+ Arabinose )
Lb. casei
- Melezitose  + |}, cellobiosus L. plantarum
- affinose +
Lb. brevis Lb. buchneri

Abb. 1. Bestimmungsschliissel fiir bei 15 °C vermehrungsfihige Laktobazillen.
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siurebakterien die Fahigkeit besitzen, Fruktosane abzubauen. Die Kenntnis tiber
diese Fihigkeit wére aber eine der Voraussetzungen, hochwertige Silage durch Zugabe
von Starterkulturen zu erhalten. An Versuchen in dieser Richtung hat es nicht
gefehlt. Derartige Steuerungen des Silierungsprozesses lieferten jedoch nicht immer
positive Ergebnisse. Dennoch diirften Versuche in dieser Richtung auch in Zukunft
von Bedeutung sein. Fiir den gezielten Einsatz von Reinkulturen wire es jedoch
wiinschenswert, einige definierte fiir einen giinstigen Silierungsverlauf bedeutsame
Eigenschaften der verwendeten Milchsdaurebakterien zu kennen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die aus den obengenannten Misch-
kulturen isolierten Stimme zu differenzieren und festzustellen, ob sich die einzelnen
Reinkulturen in bezug auf den Fruktosanabbau unterscheiden.

Material und Methoden

Isolierung der Reinkulturen

Die von uns im Rahmen einer fritheren Arbeit (KttnBAUCH u. KLEEBERGER 1974) isolierten Misch-
kulturen wurden auf MRS-Agar (DE MAN, Rocosa u. SHARPE 1960) fraktioniert ausgestrichen und
anaerob bei 30 °C bebriitet. Weiterhin wurden die Mischkulturen in flissiges MRS-Medium geimpft
und bei 7, 15, 20 und 30 °C bebriitet. Auch von diesen Fliissigkulturen wurden fraktionierte Reini-
gungsausstriche auf MRS-Agar angelegt und bei 30 °C anaerob bebriitet. Die abgestuften Bebriitungs-
temperaturen sollten Stiimme mit verschiedenen Temperaturanspriichen unterschiedlich bevorzugen
und zu einer méglichst groflen Anzahl von einzelnen Reinkulturen fithren.

Nach erfolgter Bebriittung wurden von allen Ausstrichen Kolonien isoliert, welche sich morpho-
logisch unterschieden. Diese Kolonien wurden daraufhin noch zweimal auf MRS-Agar gereinigt und
die so erhaltenen Reinkulturen in stichbeimpftem MRS-Agar aufbewahrt.

Differenzierung der Stimme

Die auf die angegebene Weise isolierten 33 Stéimme wurden im Phasenkontrastmikroskop auf
ihre Zellmorphologie gepriuft. AuBerdem wurde nach Gram gefiirbt und auf Katalasereaktion ge-
testet. Zur Feststellung des anaeroben Wachstums in Glucosemedium wurden die stichbeimpften
MRS-Kulturen herangezogen. Und schliellich wurden jeweils Ausstriche auf MRS-Agar angelegt,
welche sowohl acrob als auch anaerob bebriitet wurden.

Die in dieser Weise grobdifferenzierten Stiimme wurden anschlieSend auf folgende Eigenschaften
gepriift: Wachstum bei 15 °C, Wachstum in 0,4 9, Teepol, Bildung von NH; aus Arginin, Gasbildung
aus Glucose sowie Vergiirung von Arabinose, Galaktose, Trehalose, Cellobiose, Maltose, Melibiose,
Saccharose, Raffinose, Melezitose, Sorbit, Salicin und Amygdalin.

Die Wachstumsversuche wurden in MRS-Bouillon durchgefiihrt. IBbenso wurde auf Gasbildung
aus Glucose in MRS-Bouillon mit Durhamréhrehen gepriift. Der Test auf NHy-Produktion aus Argi-
nin wurde nach den Angaben von Cowan (1965) durchgefiihrt, und zu den Gérversuchen wurde ein
modifiziertes MRS-Medium (SHARPE, FRYER u. SmiTH 1966) benutzt, dem die einzelnen IKohlen-
hydrate in einer Endkonzentration von 0,59, sterilfiltriert zugegeben wurden. Die Bebriitungszeit
betrug beim Test auf Argininhydrolyse 24 Std., bei allen tibrigen Tests 7 Tage. Als Bebriitungs-
temperatur withlten wir abgesehen von den Temperaturversuchen 30 °C.

Die Differenzierung der Stémme erfolgte nach den Angaben von SHARPE, FRYER u. SMITH
(1966).

Bakterieller Abbau von Grasfruktosanen

Zur Bestimmung des Abbaus von Grasfruktosanen wurde modifiziertem MRS-Medium alternativ
Fruktosan aus Lieschgras mit einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad (DP) von 155 oder
Fruktosan aus Knaulgras mit einem DP von 52 in einer Endkonzentration von 0,19, sterilfiltriert
zugegeben. Diese Medien wurden jeweils mit den von uns isolierten 33 Stimmen beimpft und bei
30 °C 48 Std. bebriitet. Als Kontrollen dienten uns unbeimpfte Réhrchen, welche ebenfalls 48 Std.
bei 30 °C bebriitet wurden. Der Kohlenhydratabbau wurde im enteiweif3ten Medium mit Hilfe eines
kolorimetrischen Verfahrens mit Arsenmolybdat (Somoayr 1952) in der bereits beschriebenen Weise
bestimmt (KituBavcnH 1973).
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Abb. 2. Bakterieller Abbau von Fruktosan aus Knaulgras (DP = 52).

Lb. plantarum Lb. casei Lb. brevis
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Abb. 3. Bakterieller Abbau von Fruktosan aus Lieschgras (DP = 155).

(Abb. 2 und 3). Grasfruktosan mit einem DP von 155 wurde dabei noch besser ab-
gebaut als Grasfruktosan mit einem DP von 52. Wihrend letzteres bis auf einen
mittleren. Rest von 10,369, der Ausgangsmenge vergoren wurde, verblieb von
Fruktosan mit einem DP von 155 lediglich ein mittlerer Rest von 4,57 %,. In friitheren
Untersuchungen (KtuBAUCH u. KLEEBERGER 1974) konnten wir nachweisen, daB
Fruktosan mit einem DP von 52 wesentlich schneller abgebaut wird als Fruktosan
mit einem DP von 155. Damals arbeiteten wir jedoch ausschlieBlich mit Misch-
kulturen, und auBlerdem 1ifBt die im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewendete
Bebriitungszeit von 48 Std. keinen SchluBl auf die Abbaukinetik wahrend dieses
Zeitraums zu.



Tabelle 1. Merkmalstabelle fiir die aus Silage isolierten Laktobazillen
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Wir betrachten unsere Ergebnisse als einen weiteren Schritt, die Verwendung von
Starterkulturen in der Silagebereitung zu verbessern. Dabei plidieren wir fiir bio-
topeigene Stidmme, welche dariiber hinaus definierte, fiir den Silierungsprozel3 giinstige
stoffwechselphysiologische Eigenschaften besitzen.
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Diskussion

Die von uns aus Grassilage isolierten Milchsdurebakterien konnten wir als Ver-
treter von Lb. plantarum, Lb. cases und Lb. brevis identifizieren. Damit stimmen
unsere Ergebnisse gut mit den Angaben in der einschligigen Literatur iiberein, nach
denen im wesentlichen diese Gruppen fiir den Silierungsablauf bedeutsam sind (REaM
1967, Bupzier 1964, Eicauorrz 1960). Wihrend Lb. plantarum und Lb. caser den
homofermentativen Streptobakterien zuzuordnen sind, reprisentiert Lb. brevis die
heterofermentative Untergruppe der Betabakterien. Nach Ercumorrz (1960) greifen
nacheinander Lb. plantarum, Lb. casei und Vertreter der Betabakterien in den Si-
lierungsprozel ein. Die Starterfunktion fir die Milchséiuregirung iitbernehmen also
die Vertreter von Lb. plantarum.

In bezug auf die Fihigkeit, Fruktosane abzubauen, erwiesen sich die drei von
uns identifizierten Gruppen als sehr homogen. Wihrend simtliche Stamme der
Lb. casei-Gruppe beide von uns untersuchten Fruktosane praktisch vollstandig ab-
bauten, erwiesen sich alle Vertreter von Lb. plantarum und Lb. brevis gegeniiber
diesen Polysacchariden als inaktiv.

Dieses derart scharf abgrenzende Merkmal konnte durchaus als weitere Eigenschaft
zur taxonomischen Untergliederung der Laktobazillen Verwendung finden. Von
besonderem Interesse wire es dabei festzustellen, ob die fiir Milch so typischen Ver-
treter von Lb. caser ebenfalls diese Fihigkeit besitzen.

Fir die Auswahl von Starterkulturen kénnen unsere Ergebnisse zum Fruktosan-
abbau ebenfalls von Bedeutung sein. Wenn man bestrebt ist, héherpolymere gut-
vertrigliche Kohlenhydrate, wie sie die Fruktosane darstellen, wihrend des Silierungs-
prozesses zu erhalten, scheidet also Lb. caser als Impforganismus von vornherein
aus. Vermutlich wiirden sich auf Grund des frithen Eingreifens in die Milchsdure-
garung Vertreter von Lb. plantarum am ehesten fir diesen Zweck eignen.

Selbstverstindlich miilite geklirt werden, ob Grasfruktosane wihrend der Silierung
nicht ohnehin durch saure Hydrolyse oder durch pflanzeneigene bzw. bakterielle
Carbohydrasen in niedermolekulare Bestandteile zerlegt werden, welche dann auch
von Lb. plantarum vergoren werden koénnen. Derartige Carbohydrasen spielen nach
Rypin (1957) vor allem bei angewelktem Siliergut eine Rolle.

Eine ausreichende Sduerung diirfte durch die in den Grisern vorhandenen nieder-
molekularen Kohlenhydrate gewihrleistet sein. Derartige Kohlenhydrate sind in
der sog. Siloreife der Griser in ziemlich groBer Menge vorhanden.

Ein rasches Einsetzen der Milchsduregirung ist ja fir einen erfolgreichen Ablauf
des Silierungsprozesses von entscheidender Bedeutung. Da Laktobazillen jedoch auf
den zur Silierung benutzten Pflanzen in der Regel deutlich unterreprisentiert sind
(BEok 1966, NiLssoN u. Ninsson 1956), erscheint eine Beimpfung des Silierguts
auch aus dieser Sicht in Zukunft erfolgversprechend zu sein. Fiir diesen Zweck ist
jedoch in jedem Fall die Verwendung von biotopeigenen Stimmen zu fordern. Die
Auswahl von biotopfremden Laktobazillen ist wohl fiir die zum Teil bis jetzt un-
befriedigenden Ergebnisse mitverantwortlich.

Die von uns im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten Stémme miiiten sich
jedoch nach unserem Dafiirhalten fiir eine kiinstliche Beimpfung eignen. Von Be-
deutung kénnte dabei auch die Tatsache sein, dal abgesehen von den Stammen 35
und 36, also zwei Vertretern der Lb. casei-Gruppe, alle Isolate unter aeroben Verhalt.
nissen gutes Wachstum zeigten (Tabelle 1). Diese Eigenschaft kénnte fiir ein rasches
Einsetzen der Milchsduregdrung sorgen. Wihrend der anfinglich im Siliergut ent-
haltene Restsauerstoff fiir mikroaerophile Laktobazillen ungiinstige Verhéltnisse
bietet, konnten die von uns isolierten Stimme vermutlich sofort aktiv werden.



