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FORORD

Det var mitt intresse for 6l som gjorde att jag valde detta damne for mitt examensarbete. Sedan
nagra ar tillbaka brygger jag 6l hemma och den hobbyn i kombination med min utbildning gor
att jag standigt forsoker utdka mitt vetande kring amnet 6l. Den utbildning som jag l&st &r
livsmedel sagronomprogrammet pa SLU som ska ge en helhetsbild 6ver hur livsmedel
produceras och ge en djup kunskap om kemin och mikrobiologin betréffande livsmedel.
Spendrups bryggeri i Véarby var villiga att hjalpatill med examensarbetet, sa arbetet utférdes
mestadels pa bryggeriet. Under den tid examensarbete har pagatt har jag hunnit [&ra mig
mycket om hur ett bryggeri fungerar i verkligheten. De resultat som jag presenterar i
rapporten, hoppas jag ska bidratill att gora ytterligare forbéttringar pa bryggeriet. Jag vill
passa pa att tacka min handledare pa Spendrups, Monika Oberg och min examinator pa SLU,
Hans Jonsson, f6r den hjélp jag fatt pa vagen. Personalen palaboratoriet i Varby, Anki,
Barbara, Tesfa, Peter och Britt har hjapt mig mycket under den tid jag varit dar. Till sist vill
jag tacka allade som jag varit i kontakt med pa bryggeriet med fragor eller praktiska problem,
UIf, Rickard, Christian med fler, tack!






ABSTRACT
Evaluation of micraobiological sampling methodsin the beer brewing process

The aim of this study was to establish knowledge about the most suitable substrate for
cultivating different kinds of anaerobic beer spoilage bacteriain the brewing industry. During
the study, two other aspects were investigated; if the sample volume affects the results and
which anaerobic beer spoilage bacteria are present in the micro flora at the brewery. The
method used was standard cultivation with four different substrates; Universal Beer Agar,
Nachweismedium Bierschédliche Bakterien, Raka Ray and VLB S7-S. During the
identification of bacteriain the micro flora, a method using PCR was used. None of the
substrates showed a significant advantage over the others. A sample volume of 500 pl shows
only 16-36 % of the colonies obtained with 100 pl sample volume, which shows that the
smaller volume gives a more accurate result. The identified species were: Lactococcus lactis,
Staphylococcus war neri/pasteuri, Pediococcus damnosus, Lactobacillus brevis and
Lactobacillus oligofermentans. The conclusion is that Spendrups brewery should change the
sample volume to 100 pl and in afuture perspective, obtain laboratory equipment using PCR
technology.

Keywords: Brewing, beer, beer spoilage bacteria, Lactococcus lactis, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus oligofermentans, Pediococcus damnosus, Staphylococcus war neri/pasteuri.






SAMMANFATTNING
Utvardering av mikrobiologiska provtagningsmetoder inom 6lbryggningspr ocessen

Malet med studien var undersoka vilket substrat som var mest |ampligt for odling av anaeroba
olskadliga bakterier inom bryggeriindustrin. Under studiens gang undersoktes tva andra
aspekter; om provvolymen paverkar resultaten och vilka anaeroba ol skadliga bakterier som
forekommer i bryggeriets mikroflora. Metoden som anvandes var standardodling av bakterier
med fyra olika substrat: Universal Beer Agar, Nachweismedium Bierschédliche Bakterien,
Raka Ray och VLB S7-S. For identifieringen av bakteriernai mikrofloran, gjordes
sekvensering av 16 Sr DNA. Inget av substraten visade nagra tydliga fordelar framfor négot
av de 6vriga. En provvolym p& 500 pl visar endast 15-36 % av kolonierna som detekteras
med en provvolym pa 100 W, vilket visar att den mindre volymen ger ett béttre resultat. De
identifierade bakteriearterna var: Lactococcus lactis, Saphyl ococcus war neri/pasteuri,
Pediococcus damnosus, Lactobacillus brevis och Lactobacillus oligofermentans. Slutsatsen ar
att Spendrups bryggeri ska andra provvolymen till 100 pl och att man i framtiden borde skaffa
utrustning som anvander PCR-teknik.

Sokord: 6lbryggning, 6l, 6lskadliga bakterier, Lactococcus lactis, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus oligofermentans, Pediococcus damnosus, Saphylococcus warneri/pasteuri.
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INLEDNING
Studiens syfte

|dén fran borjan var att hitta ett substrat for odling av 6lskadliga bakterier som béast skulle
passa de forhallanden som finns pa Spendrups bryggeri i Varby. Genom en jamforelse av
olika substrat och dess |amplighet gentemot den lokala mikrofloran pa bryggeriet, skulle det
bésta substratet véjas. De krav som stélls pa substraten ar att de ska:

Gettillforlitliga svar

Paskynda tillvaxten av 6lskadliga bakterier
Varaenkla att hantera

Effektivt hamma jast

Under arbetets gang utvarderades fyra olika substrat for olskadliga bakterier och dessutom
gjordes forsok med flytande medium samt hur olika provvolymer paverkar resultatet. For att
fa en djupare kunskap om vilka bakteriearter som férekom i forsoken, gjordes DNA-prover pa
fyra utvalda organismer som sedan sekvenserades.

Oletshistoriai korthet

Att brygga 6l & nagot som méanniskan gjort under mycket |ang tid, en del historiker havdar
till och med att 6let & samtida med det forsta brodet som ocksa gjordes pa korn. Denna dryck
kan mer liknas vid en alkoholhaltig vélling, baserad pa olika sédesslag eller bréd som blétts
upp och fatt jasa (Jackson 1998). Det var i omrédet kring de tva floderna Eufrat och Tigris
som de forsta odlingarna av séd uppstod for ungefar 5000 ar sedan. Den dryck som gjordes
var en mer narande dryck an dagens 6l, men hade dven da som nu en social funktion (Glover
1997).

De tidiga bryggarna fannsinte barai tvaflodslandet utan sa snart olikafolk blev mer bofasta
och borjade odla de sadesslag som fanns i omradet, utvecklades samhéllet som de skapade.
Under tiden hittade méanniskorna pa nya sétt att anvanda saden. Generellt s anvandes durra
eller hirsi Afrika, ris var den vanligaste ravaran i alkoholhaltiga drycker i Asien medan i
Europa och Mellandstern anvandes korn, vete eller rag (Jackson 1998).

Detidiga 6len var ofta kryddade; egyptierna anvande enbér, saffran och orter for att smaksatta
olet. PAJylland i Danmark begravdes en kvinna ca 1300 f.Kr. som hade fatt med sig en spann
med 4l i graven. Brygden var gjord pa vete och kryddad med tranbér, blabéar och myrten. Med
tiden sa utvecklades tekniken att brygga ol och det var egyptierna som borjade med méltning
av korn. | Europa 6vergick man allt mer till att anvanda korn som har fleraférdelar jamfort
med vete. Olbryggningen skedde bade i hemmen och i kloster innan det blev en professionell
sysselséttning (Glover 1997).

Humlen borjade anvandas pa 1100-talet och kom i allt storre utstréackning bli den
dominerande kryddningen av 6l. En annan egenskap humlen har, forutom att den ger olet
beska och doft, & att den har en bakteriostatisk effekt. Detta upptackte sakert datidens
bryggare och anvande darfér humle istéllet for, eller i kombination, med andra kryddor
(Jackson 1998).
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Utvecklingen ledde sd smaningom till att man forsokte forbéattra olets egenskaper paolika
sétt. Bland annat borjade man lagra 6l i kéllare eller grottor under de varma sommar-
manaderna for att béttre kontrollera jasningen. Har kom man att ta vara pa den jast som
trivdes bast i de svalaforhallandena, vilket var sa kallad underjast.

Under 1800-talet bdrjade stora bryggerier véxa upp, den industriella revolutionen gallde &ven
for bryggeriindustrin. Louis Pasteur visade att jast & en levande organism och att det fanns
bakterier som kunde infektera denna och orsaka de problem som sa manga bryggare hade fétt
erfara. Arbetet fortsatte pa Carlsbergbryggeriets laboratorium av dansken Emil Hansen, som
lyckades renodla stammar av Saccharomyces cerevisiae. Nér detta var gjort, blev det méjligt
att anvénda en viss jaststam for ett visst 6l.

Idag &r &l till stor del en industriell produkt dar bryggerierna framstéler mycket stora
kvantiteter. Under 1900-talet har bryggerierna gatt samman, blivit uppkopta eller lagts ner om
de inte har kunnat fa stora férsaljningsvolymer. Under de senaste artiondena har dock en
annan typ av bryggerier panyttfotts som &r betydligt mindre, har en mer nischad produktion
och & mer hantverksmassiga. Dessa bryggerier kallas ofta for mikrobryggerier pa grund av
deras ringa storlek och omsattning. Mikrobryggerierna erbjuder konsumenten en stor
variation av olika 6l och har inte den modernalagerdlen som sin viktigaste produkt (Glover
1997).

Olbryggningens principer

For att kunna brygga ett modernt 6l behovs fyra grundlaggande ingredienser: vatten, korn,
humle och j&st. Processen visasi sin enkelhet i figur 1.

Vatten

A

Malt »  Maéskpanna

'

Silkar

A

Drav

Vortpanna [ Humle

Trycktank

v

Tappning

Figur 1. Flodesschema for 6l processen pa ett bryggeri.
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Maltning

Processen startar med att fa kornet att gro, vilket gors genom att stopa (bl6ta) kornet i vatten.
Nér kornet fatt en vattenhalt pa 42-46 % avskiljs vattnet och kornet far gro i 4-5 dagar vid
15°C innan groningen avslutas (Bejram 1998). Malet med groningen &r att kornet ska bilda
mycket enzymer men forbruka lite energi i form av stérkelse (Hoseney 1998). For att avbryta
groningsprocessen och fa dnskad farg och smak pa malten, kélnar man kornen. Detta innebar
att man torkar malten i en kdlna med het luft och genom att variera temperaturen och langden
pa kolningen, bestdms maltens egenskaper. Malt som ska varatill ljust 6l kolnas vid 1ag
temperatur, 80-85°C, och kort tid. Malt som ska anvandas till fargmalt torkas i mycket hégre
temperatur, cirka 200°C (Bgjram 1998).

Maskning och vortkokning

Nasta steg i bryggningsprocessen & maskningen, dar maltens stérkel se ska omvandlastil
enklare sockerarter som jasten kan anvanda vid sin fermentering. Enzymerna som utnyttjas ar
a-amylas och B-amylas, som bryter ner starkelsen pa olika sétt och har olika optimal
arbetstemperatur (Fennema 1996). Vid maskningen till sétts vatten (eventuellt med justerat pH
och tillsats av vissa salter) och malt. Blandningen varms upp till de temperaturer dér
enzymerna & som mest aktiva, ca 60°C for B-amylas och ca 70°C fér a-amylas (Hoseney
1998). Stérkelsen i malten gelatiniseras och blir [6slig mellan 52-59°C vilket okar stérkelsens
tillganglighet for enzymerna (Adams och Moss 2000). M askningen pagar ungefar en timme
eller tills det inte finns nagon starkel se kvar att forsockra (Hoseney 1998). Temperaturen hojs
darefter till 100°C for att denaturera enzymerna. Vatskan, kallad sotvort, silas av och malten,
som nu bendmns drav, avskiljs och kan anvéndas som djurfoder. N&r silningen &ger rum, drar
man nytta av kornets skaldelar som gor att draven bildar ett sillager. Detta bidrar till att sila
bort partiklar som kan gora sotvorten grumlig (Bejram 1998).

S6tvorten varms sedan upp i en vortpanna dar den far koka under 1-1,5 timme, varvid humle
tillséttsi fleragivor (Bejram 1998). Humlen ger dlet doft och dess beska smak dessutom
bidrar den aven till att gora 6let mer motstandskraftigt mot bakterier. Anledningen &r att en
del bakterier & kandiga for iso-a-syrorna som uppstar vid kokningen av humle. De bakterier
vars tillvaxt hindras & grampositiva, men det finns en del bakterier i denna grupp som &r
resistenta mot iso-a-syrorna. Kokningen gor aven att vorten blir steril (Sakamoto och Konings
2003).

Jasning och lagring

Vorten kyls ner och forstill en jastank dar jasten tillsétts. Den jéstart som anvéands ar
Saccharomyces cerevisiae och dess underarter. Beroende pa vilken slutprodukt man vill
uppnaanvands S. cerevisiae carlbergensis eller cerevisiae, den forstnamnda anvands framst
till lager6l medan den sistnamnda anvandstill ales. Jasningen fortgar s lange som jasten har
socker att forjasa. Jasten kan atervinnas ett antal ganger, beroende pa bra kvalitet den har,
vilket paverkas av bakterieinfektioner och jastens allmannatillstand (Adams och Moss 2000).

Lagerdl kommer efter jasningen att genomga en mognadsprocess i lagertankar, jasningen
fortsétter |angsamt eftersom temperaturen &r lagre, ca 0°C (Hoseney 1998).
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Olikatyper av dl

Genom att variera mangden av olika maltsorter, humlesorter, jaststammar och
koncentrationen av olika mineraler i vattnet kan man uppna en oandlig variation. En enkel
uppdelning kan dock anvandas for att fa en 6versikt av de vanligaste dltyperna. Man skiljer pa
0l som jases vid olika temperaturer, 6l som jases vid hdg temperatur, det vill sdga 12-18°C,
kallas 6verjasta och ingdr i gruppen ae. Ol som jases vid lagre temperatur, 8-12°C, kallas
underjésta och undergar for det mesta en tids lagring och deingér i gruppen lager (Adams och
Moss 2000). En tredje grupp &r spontanjasta 6l, dar man inte tillsétter en speciell jast utan
|&ter vildjast i luften fatillgang till vorten. Har kommer dven olika bakterier att medverka
under jasningen, deras fermentationsprodukter spelar en stor roll for slutresultatet. Bakterierna
och vildjast & nagot man i de flesta fall forsoker undvikainom de andratva gruppernaav ol.
Spontanjast 6l som produceras smakar mycket annorlunda jamfort med de tidigare namnda
grupperna (Glover 1997).

Forbattringspotential i bryggeriindustrin

Idag finns det en mycket stor kunskap om 6lbryggning och problemen som kan uppst i
samband med denna. Det hér arbetet inriktar sig pa de bakterier som kan forstora olet eller
orsaka problem i 6lprocessen. Det finns ett fatal arter bakterier som kan klaraav att levai de
betingelser som finnsi 6l. De maste 6verleva en alkoholkoncentration paca 5 volymprocent,
l&gt pH och sma mangder av néringsamnen. De organismer som vaxer i 6l & inte manga, men
de finns oftast i mikrofloran pa bryggeriet. Laboratoriets uppgift &r att 6vervaka forekomsten
av Olskadliga bakterier s att man kan minska infektionsrisken for Glet.

Olforstérande organismer

De dlforstérande bakterier som &r vanligast inom bryggeriindustrin &r forst och framst olika
arter av mjolksyraproducerande bakterier. De mest forekommande grampositiva arterna ar
Pediococcus, Lactobacillus och Lactococcus (Madigan et.al. 2003). Forutom dessa finns det
ytterligare ndgra arter som kan orsaka problem, bland annat Megasphera och Pectinatus
(Haikara 1984).

Det fanns inga sakra uppgifter om vilka bakterier som finns bland mikrofloran pa Spendrups
bryggeri i Varby. De vanligaste 6lskadliga organismerna som anges (Jespersen och Jakobsen
1998, Haikara 1984, Bascomb, Manafi 1996) visasi tabell 1 och 2. For sjdlva verksamheten
pa bryggeriet & det inte sa viktigt att veta vilken art eller underart bakterierna tillhor, utan
betydelsen ligger i att bakteriernas forekomst kan forstora 6let och forsvara produktionen. Det
& dock intressant att jamfora mikrofloran pa bryggeriet for att se hur val den dverensstammer
med de i litteraturen vanligaste arterna.

Tabell 1. Vanligt forekommande gramnegativa bakterier i 6lprocessen.

Pectinatus Selenomomas Megasphera Zymomonas Zymophilus

P. cerevisiiphilus  S. lacticifex M. cerevisiae Z. mobilis Z. raffinosivorans
P. frisingensis
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Tabell 2. Vanligt férekommande grampositiva bakterier i 6lprocessen.

Lactobacillus Pediococcus Lactococcus Micrococcus
. brevis P. damnosus L. lactis M. kristinae
. linderi P. inopinatus

. curvatus P. dextrinicus

casei

. buchneri

. coryneformis

. plantarum

. brevisimilis

. malefermentans

. parabuchneri

Under arbetets gang utvarderades fyra olika substrat for 6lskadliga bakterier, dessutom
gjordes forsok om hur provvolymen paverkar resultatet. For att fa en djupare kunskap om
vilka bakteriearter som forekom i forsoken, gjordes DNA-prover pafyra utvalda organismer
som sedan sekvenserades.

OLFORSTORARE OCH DERASDETEKTION

Det finns flera olika metoder for att upptécka de olforstérande bakterierna pa bryggeriet, déar
en del metoder drar nytta av selektiva medier medan andra utnyttjar amplifiering av
bakteriernas DNA. Provtagningen foljer en faststélld plan och proverna behandlas enligt
denna. P& Spendrups bryggeri foljer man grundernai European Brewery Convention (EBC).
Vissa variationer forekommer men metoderna bygger pa samma principer som EBC anger.

De metoder som anvéands idag varierar mellan olika bryggerier, vilket dels beror pa hur stort
foretaget & och dels pa hur stora problemen med 6lforstérande mikroorganismer &r.
Dessutom sker det nu en évergang fran mer traditionell odling av bakterier pa olika typer av
agarplattor till att anvanda mer snabba metoder som bygger pd PCR-teknik och DNA-analys.
De metoder som anvands pa Spendrups bryggeri idag baseras pa prover som odlas upp pa
agarplattor och det tar 3 dygn for fa resultat fran aeroba bakterier och 5 dygn for anagroba
bakterier. For att snabbare kunna vidta dtgarder for att hindra spridningen av en infektion,
finns det ett behov att férkorta tiden mellan provtagning och resultat.

Provtagning

Varje steg i 6lbryggningsprocessen dvervakas med mikrobiologisk provtagning.
Provmangden som tas ut beror pa vilken metod som ska anvandas. Vid filtrering genom
membranfilter anvands 200 ml prov medan man inte kan anvanda mer an 1,0 ml prov for
utstryk paagarplattor. Tabell 3 visar var prover tas och hur de behandlas.

Tabell 3. Provtagningsschema och provbehandling.

Provstélle  Provméngd (ml)  Metod Odlingen visar
Vértpanna 1,0 Utstryk Anaeroba bakterier
Jastank 1,0 Utstryk Anaeroba bakterier
Lagertank 1,0 Utstryk Anaeroba bakterier
Trycktank 200 Membranfiltrering Bakterier, jast och mogel
Produkt 200 Membranfiltrering Bakterier, jast och mégel
Jastodling 1,0 Utstryk Anaeroba bakterier
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Anledningen till att alla prover inte filtreras &r att jastceller eller partiklar sétter igen filtret och
forhindrar genomstromningen. En stor provmangd &r annars onskvard.

Traditionell odling

Dennateknik beskrivs utforligt i EBC och ger flera aternativ hur man kan anvanda den.
Spendrups anvander membranfiltrering for de prover déar sa & majligt och membranfiltret
som anvands skars itu och satts pa tva agarplattor med olikainnehall i substratet. Pa detta satt
kan man upptécka bade anaeroba och aeroba bakterier samt mogel och jast. For de prover som
inte filtreras anvands bara en typ av substrat, hdr kommer bara anaeroba bakterier att
upptéckas.

Odlingssubstrat

Det finns ett flertal substrat som passar de bakterier som férekommer i 6l, en del &r
utvecklade specifikt for 6lindustrin. Det substrat som anvands av Spendrups bryggeri ar
Universal Beer Agar (UBA). For de prover som enbart ska visa bakterier anvander man UBA
med en tillsats av cycloheximid (actidion), ett antibiotikum som hdmmar proteinsyntesen hos
eukaryoter, det vill séga organismer med cellkarna. Bakterierna, som &r prokaryoter och
saknar cellkérna, paverkas inte av cycloheximiden medan jasten hindras att tillvaxa.
Resultatet blir agarplattor med enbart kolonier av bakterier och ar mer 1&ttolkat an da jast,
mogel och bakterier véxer samtidigt (Obrig et a 1971).

Det finns andra substrat som ar lampliga for detektering av 6lskadliga bakterier, flerandmnsii
EBC och bland dessa finns Raka-Ray, NBB och VLB-S7-S. De har olika positiva egenskaper,
till exempel visar NBB och VLB fargomslag nar bakterier som producerar syravéxer pa dem
och NBB kan anvandas som flytande medium.

I dentifiering av bakterier

For att sarskilja de olika organismerna anvands mikroskopering, enzymtest och ett test for att
avgora om organismen & grampositiv eller gramnegativ. Mikroskoperingen anvands for att
snabbt skilja p& organismernas morfologi och avgora om de &r bakterier, jast eller mogel om
man inte redan avgjort detta med en visuell inspektion av koloniernas utseende pa agarplattan.
| enzymtesten provas forekomsten av tva enzymer, katalas och cytokromoxidas.

Vid katalastest anvands en droppe 3 %-véteperoxid till en liten méangd av en bakteriekoloni.
Vid ett positivt resultat bildas bubblor i vétskan da enzymet spjalkar molekylen till syrgas och
vatten. Oxidastestet, pavisandet av cytokromoxidas, gors med fardigpreparerade teststickor.
For att avgora vilken typ av cellvégg organismerna har, gors ett gramtest med
3%-kaliumhydroxid pa samma sétt som med katal astestet. Blandningen rérs om med en
tandpetare och om det bildas segatradar &r bakterierna gramnegativa.

Forutom dessa tester, blir erfarenheten en viktig del av identifieringen av organismerna. Efter
en tid upptacks sma skillnader i koloniernas utseende och utifran dessa kan man snabbt dra en
slutsats. Tveksamma fall testas givetvis for att fa ett definitivt resultat, erfarenheten &r svér att
overfora men bidrar till att jobbet kan goras snabbt.
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PCR-teknik

Polymerase chain reaction, PCR, & en annan teknik som kan anvéndas fér att identifiera
bakterier. Metoden gar ut pa att utnyttja ett enzym: DNA-polymeras. Enzymet har egenskapen
att det kan kopiera DNA och darfor kan en ytterst liten mangd DNA gora det mgjligt att
identifiera organismen som bar pa arvsmassan.

Genom att utnyttja enzym fran bakterier som &r termofila kan man fa reaktionen att fungera.
Enzymet som anvands kommer ursprungligen fran bakterierna Ther mofilus aquaticus (Tag
polymerase) eller Pyrococcus furiosus (Pfu polymerase). Dessa bakterier lever i mycket
varmamiljoer och har darfér proteiner som inte denatureras vid héga temperaturer.

Pfu polymerase tal nagot hogre temperaturer 8n Tag polymerase, som &r stabilt till 95°C.
Dessutom har Pfu polymerase en funktion som gor att det DNA som bildas kan kontrolleras
och eventuella felaktiga kopplingar mellan basparen kan repareras av enzymet. For att kunna
utvinnatillrackligt mycket av de tva enzymerna har generna som kodar for dessa klonatsin i
Escherichia coli.

For att reaktionen ska fungera behdvs en liten mangd DNA, primers, DNA-polymeras och
byggstenarnafor DNA. Forst delas DNA-strangen med varme, darefter sénks temperaturen
och primers (som finnsi stort 6verskott i forhallande till DNA-materialet) faster vid DNA-
strangarnas andar. Primers behtvs for att DNA-polymeraset ska kunna hitta en startpunkt.
Temperaturen justeras till 72°C déar kopieringen sker. DNA-polymeraset faster pa primers och
kompletterar de befintliga strangarna s att det till sist bildas tva kopior av den ursprungliga
DNA-strangen. Genom att repetera cykeln ett antal ganger, bildas en stor méngd kopior som
sedan kan anvandas vid sekvensering eller smdtanalys (figur 2). PCR-teknik anvénds idag
inom manga olika omraden, fran olika forskningslaboratorier till undersokningar av mumier
eller pa brottsplatser (Madigan et. al. 2003).

For bryggeriindustrin finns analysinstrument som anvander sig av PCR-teknik. Instrumenten
kraver en snabb uppodling av bakteriernai provet, vilket kan skei NBB-buljong. Efter gélva
PCR-reaktionen varms provet langsamt upp och vid en viss temperatur kommer DNA-
strangarna att separera. Denna smalttemperatur beror pa fordelningen av baspar, kopplingen
mellan adenin och thymin har tva vétebindningar och &r svagare én kopplingen mellan cytosin
och guanin, som har tre vatebindnigar. Genom att anvanda tva fluorescerande &mnen som kan
bindatill DNA-materialet kan instrumentet registrera fordelningen av baspar (Kiehne et.al.
2005). Ultraviolett Ijus kan ocksa anvandas for att avgora néar DNA-strangarna separerar,
eftersom absorptionen av UV-ljus férandras (Madigan et. al.2003). Resultatet jAmfors sedan
med en resultatsmall som finns inprogrammerat i instrumentet. Ett tjugotal vanligt
forekommande bakterier inom bryggeriindustrin kan identifieras med denna metod (Kiehne
et.al. 2005).

= ® "
Figur 2. Principen for kopiering av en gen (A). -E c U/

Efter uppvarmning (1) separerar stréngarna och :
primers (B) kan fasta vid dessa. DNA-polymeraset __"

(C) kan da bygga pa strangen med nukleotider (2).
Efter att DNA-polymeraset kompletterat hela :  —m=
stréangen sldpper den taget och kvar aterstar tva \U/

kopior av den férsta genen (3).
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METODER
Jamforelse mellan substrat

De fyra substraten forbereddes pa olika sétt, men alla behandlades likadant efterét.
Agarplattor gjots och pa dessa spreds 100 pl prov fran jas- och lagertankar och racklades ut.
Vid varje provomgang anvandes 10 plattor av varje substrat. Plattorna inkuberades anaerobt i
28°C och observerades efter 3, 4 och 5 dygn. For att fa en syrefri atmosfar anvandes Oxoid
AnaeroGen. Efter 5 dygn gjordes katalas- och oxidastest, gramtest och mikroskopering for att
avgoravilken typ av bakterier som fannsi provet.

Substratberedning

Universal Beer Agar (UBA)

500 g med UBA-pulver (Oxoid, CM0651, Universal Beer Agar) blandas med 6 liter
destillerat vatten, kokas sedan upp och far kokai 5 minuter. Darefter tillsétts 2 liter 6l (ljust
starkél) med 5,3 volymprocent alkohol (Norrlands Guld Export). Vétskan halls sedan 6ver till
flaskor for att autoklaveras, 121°C, 15 minuter (Varioklav, H+P Labortechnik GmbH,
Deutschland).

UBA med actidion/cycloheximid (UBA+a): cycloheximid (Sigma, C-7698, Cycloheximide)
tillsétts vatskan, samtidigt som 6len tillsétts. Koncentrationen av cycloheximidldsningen ar 1
mg cycloheximid/ml, slutkoncentrationen i substratet blir 10 pg cycloheximid/ml.

Nachweismedium Bierschédliche Bakterien (NBB)

300 g med NBB-pulver (Dohler, NBB-P, 2.04716.462) blandas med 2,5 liter destillerat vatten
och 37,5 g bakteriologisk agar (Oxoid, LP0011, Agar bacteriological (Agar No.1)) och kokas
i 5 minuter. Déarefter tillsétts 2,5 liter 6l (ljust starkél) med 5,3 volymprocent alkohol
(Norrlands Guld Export). Vétskan hélls 6ver i flaskor for att autoklaveras, 115°C, 10 minuter.

For att blandatill NBB i flytande form utférs samma procedur som ovan, med undantaget att
agar utesluts. Autoklavering sker pa samma sitt som ovan.

Raka Ray
150 g Raka Ray-pulver (Difco, 218671, Raka-Ray No. 3 Medium) blandas med 2 liter

destillerat vatten, 20 ml polysorbate 80 (Vendico Chemical, Montanox 80 VG DF) tillséttsi
vatskan som varms upp. Under uppvarmningen tillsédtts 14 ml cycloheximidldsning (Sigma,
C-7698, Cycloheximide) med koncentrationen 1 mg cycloheximid/ml, slutkoncentrationen
blir 7ug cycloheximid/ml. Vétskan kokas 1 minut och halls sedan over till flaskor for att
autoklaveras, 121°C, 15 minuter.

VLB S7-S

Substratet levereras pa flaskor och behdver bara varmas upp tills det smélter. VLB S7-S
tillverkas av Versuchs- und Lehreranstalt fir Brauerei in Berlin.
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Jamforelse av provvolymer

Universal Beer Agar anvandes for att undersoka om provvolymen paverkade
odlingsresultatet. Substratet bereddes som vanligt och pa plattorna spreds tva provvolymer,
100 il eller 500 pl. Vid varje provomgang anvandes 20 plattor till varje volym. Till proverna
anvandes en liten méngd laktobakterier fran en renodlad koloni av Lactobacillus brevis, dessa
spaddes med sterilt vatten till olika koncentrationer som skulle motsvara 10-1000 CFU/ml.
Plattornainkuberades anaerobt | 28°C i 5 dygn, darefter réknades kolonierna och katalas- och
oxidastest, gramtest och mikroskopering gjordes for att sakerstélla att det var ssmmatyp av
bakterier som fannsi provet fran borjan.

Forekommande bakteriearter

Fem olika bakterier insamlade under forsoken med olika substrat isolerades med renstryk pa
NBB, renstryken upprepades tva ganger. Plattornainkuberades anaerobt i 28°C i 4-6 dygn,
darefter testades bakterierna med katalas- oxidas- och gramtest, samt observeradesi
mikroskop. Tolv provror fylldes med NBB-agar, varje bakterie ympades i tva provrér som
djupstick. Tva provrér ympades inte och var nollprover. Proceduren med djupstick
upprepades en manad senare. Provroren inkuberades anaerobt i 28°C i 3-4 dygn. Déarefter
forvarades de morkt i normal atmosfar i 20°C.

Bakterierna odlades upp pa agarplattor med NBB-agar. Bakterier fran djupsticken togs upp
och ympades pa 20 plattor. Dessa inkuberades anaerobt i tva olika temperaturer, hélften i
30°C och hélfteni 37°C i tvadygn.

En koloni frén vardera av de odlade bakterierna plockades upp och sedan foljdes
instruktionerna DNeasy® Tissue Handbook (Qiagen group 2004). Bakteriernas DNA gjordes
tillgangligt och renades infor foljande PCR. Till reaktionen anvands Ready-To-Go PCR
Beads, som & PCR-provror som innehdller de flesta komponenter for PCR. Till provréren
tillsattes: 0,5 Wl DNA-material, 1 pl 16 ssprimer, 1 pl 16 sr primer (bada med
koncentrationen 10 pmol/pl) och 22,5 pl H,0. PCR-programmet som anvandes var foljande:
30*(94°C, 30 s, 49°C, 30°s; 72°C, 4 min); 72°C, 10 min. Dérefter kyldes provrdren ner till
4°C och forvarades i kylskap. Sekvenseringen skedde pa Rudbeckslaboratoriet i Uppsala.
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RESULTAT
Jamforelse mellan substrat

Utvéarderingen av substraten gjordes genom att ta prover fran jas- och lagertankar efter 3-5,
respektive 5-8 dygn efter att dlet hade fyllts pai respektive tank. De tankar som anvéandes var
sa kallade Combitankar, som anvands bade for jasning och for lagring. Provkranarna gar att
gorarent med CIP (Cleaning In Place) och skdljs kontinuerligt med vatten. Risken for att fa
felaktiga resultat pa grund av eventuellainfektioner i rér, kranar och andra detaljer minskas
darmed. Omséttningen av 6l i tankarna ar stor och ger majlighet till manga provtillfallen.

Totalt gjordes 7 forsok med jasttanksprover och 9 forsok med prover fran lagertankar. Pa
grund av en altfor stor provvolym andrades metoden under forsoket, fran att anvanda 500
prov till 100 pl prov. Dettainnebér att 1 jastanksprov och 2 lagertanksprover faller bort.
Eftersom det inte altid finnsinfektioner i Olet saknas det data for de kvarvarande férsoken, 3
jastanksprover och 2 lagertanksprover visade inga kolonier. Totalt finns data fran 8 forsok
som har behandlats. Vissa varden fran dessa forsok avviker avsevéart och bor darfor undantas.
Nedan i tabell 4, visas odlingsresultaten fran forsoken efter 5 dygns inkubation.

Tabell 4. Resultat av prover frén jas- och lagertankar, CFU/ml, véarden inom parentes &r starkt
avvikande.

Provkalla Tanknr. UBA+a NBB Raka Ray VLB S7-S
CT6 4 (75) 1 0
Jastankar  CT9 18 12 18 7
CT8 2 2 6 1
CT3 49 67 (200) 45
CT2 15 12 12 14
Lagertankar CT3 20 45 29 19
CT12 1 (65) 6 9
CT14 50 54 28 35

Dock &r standardavvikelsernainom varje férsok sa stora, att en jamforelse & svar att gora.
Variationskoefficienten (CV) ar ett matt pa hur stor standardavvikelsen & av medelvardet. Ett
litet vérde pa CV betyder att spridningen av provernarunt medelvéardet &r liten. For att
jamfora forstken visas medelvardet for varje forssksomgang i figur 3. Vid vissa punkter
sammanfaller medelvardena for de olika substraten, men det finns ocksa stora variationer.
Figur 4 visar hur variationskoefficienten ser ut hos de fyra substraten vid varje provomgang.
Hoga varden indikerar att spridningen runt medelvardet & stor. Detta betyder att det finns en
stor osdkerhet om hur val medelvardet representerar den verkliga forekomsten av
Olférstorande bakterier i proverna.
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Figur 3. Jamforel se av medelvérdena hos de fyra substraten vid forsoken, de tre forsta resultaten &r
fran jastanksprover, dvriga ar lagertanksprover.
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Figur 4. Jamforelse av variationskoefficienten hos de fyra substraten vid férsoken, de tre forsta

resultaten &r fran jastanksprover, 6vriga ar lagertanksprover.
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Jamforelse av provvolymer

De inledande forsoken visade en stor variation inom proverna, for att undersoka detta nérmare
och for att se om sjdva provvolymen paverkade resultatet gjordes en noggrannare studie av
detta. Totalt gjordes fem serier med bakteriel Gsningar av olika koncentration. Data som
insamlades under forsdken har behandlats statistiskt med Minitab 14. FOr att undersdoka om
det fanns ndgon signifikant skillnad mellan provvolymerna gjordes ett dubbelsidigt t-test for
var och en av de fem provgrupperna. Signifikansnivan sattes till 99 %, det betyder att det
finns en statistiskt signifikant skillnad om sannolikhetsvérdet (p-vardet) & mindre an 0,01. |
tabell 5 nedan visas resultaten fran den stati stiska analysen.

Tabell 5. Jamforelse mellan tva olika provvolymer, t-testet provar om det finns nagon sannolikhet att
de olika resultaten anda kan harroéra ur ett prov med samma koncentration (CFU/ml). P-varden mindre
an 0,01 visar att provvolymen paverkar resultatet.

Koncentration av bakterier i prover
Provgrupp 100 pl-prov (CFU/ml) 500 pl-prov (CFU/ml)  p-vérde Frihetsgrader (n-1)

1 42 11 0,00 38
2 3486 750 0,00 38
3 506 156 0,00 38
4 254 40 0,00 38
5 47 17 0,001 38

Eftersom den ursprungliga koncentrationen av bakterier var densamma for bada
provvolymernai varje provomgang, visar resultaten att provvolymen paverkar de uppmaétta
vardena. Forsoken med en provvolym pa 500 pl visar endast 16-36 % av kolonierna jamfort
med motsvarande férsok med 100 pl provvolym, setabell 6 nedan.

Tabell 6. Andel av beréknat medelvérde for 500 pl-prov jamfort med 100 pl-prov i provgrupperna.

Medelvarde (CFU/ml)
Provgrupp 100 pl-prov 500 pl-prov Andel (%)

1 42 11 26
2 3486 750 22
3 506 156 31
4 254 40 16
5 47 17 36

V ariationskoefficienten (CV) for proverna varierar till viss del beroende pavilken
koncentration bakteriel Gsningen har. En hdg koncentration (provgrupp 2, 3 och 4) gor att CV
blir mindre fér 100 pl-proverna an for 500 pl-proverna. L aga bakteriekoncentrationer
(provgrupp 1 och 5) gor att 500 pl-provernafar ett béttre CV-varde. Dock &r allavérden pa
CV hoga, vilket visar att det finns en stor spridning av resultatet inom varje grupp. Tabell 7
visar standardavvikelse och variationskoefficient.
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Tabell 7. Medelvéarde, standardavvikelse och variationskoefficient for provvolymernai samtliga
provgrupper.

Provgrupp Provwwolym Medelvarde (CFU/ml)  Standardavvikelse CV (%)

1 100 42 23,75 56,6
1 500 pl 10,9 4,33 39,7
2 100 3486 301,30 8,6
2 500 pl 749,5 215,05 28,7
3 100 pl 506 117,22 23,2
3 500 pl 156,1 47,81 30,6
4 100 pl 253,5 66,12 26,1
4 500 pl 40,1 16,70 41,6
5 100 47 35,26 75,0
5 500 pl 16,5 7,28 44,1

Forekommande bakteriearter

Under férsoken med de fyra olika substraten, isolerades fem till synes olika bakteriearter.
Skillnaden hos de olika bakterierna var framst deras morfologi och hur de reagerade vid

katal astestet. Efter att ha observerat bakteriernas morfologi och ovan ndmndatester, renstroks
bakteriernatva ganger pa NBB. Organismernas egenskaper visasi tabell 8. Darefter
forbereddes djupstick i provror med NBB for att kunna forvara organismerna en langre tid,
for att senare transporterastill Genetikcentrum pa SLU, Uppsala

Tabell 8. Ursprung och egenskaper hos fem renodlade bakterier fran olprocessen.

Organism Ursprung  Morfologi Katalas Oxidas Gram
1 Jastank Kocker, klumpar - - +
2 Jastank Kocker, kedjor, parvis + - +
3 Jastank Kocker, parvis - - +
4 Lagertank Stavar, mest korta - - +
5 Jastank Stavar, krokiga, smala - - +

Av de fem olika bakterierna kunde fyra odlas upp pa NBB-plattorna, medan den femte inte
vaxte. Denna kompletterades med samma metod vi ett senaretillfélle. De Ovriga bakterierna
vaxte allavid 28°C men Lb. oligofermentans vaxte inte vid 37°C. DNA-material fran
organismernaisolerades och sekvenserades pa Rudbeckslaboratoriet. Sekvenserna prévades
paNational Center of Biotechnology Information (NCBI) pa Internet, resultaten visas i
tabell 9.

Tabell 9. Identifierade organismer och derastillvéaxt vid olikatemperaturer.

Organism Trolig bakterie Véaxt vid 28°C  Vaxt vid 37°C
1 Pediococcus damnosus Ja -
2 Staphylococcus pasteuri eller warneri Ja Ja
3 Lactococcus lactis Ja Ja
4 Lactobacillus brevis Ja Ja
5 Lactobacillus oligofermentans Ja Nej
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Bakterierna fotograferades genom ett mikroskop, bilderna presenterasi figur 5-8. Bilderna har
nagot olika skala for att kunna visa satydliga bilder av bakterierna som mgjligt, for mer
exakta storleksforhallanden, se stycket ”Forekommande bakteriearter” i diskussionsdelen.

Figur 5. Lactococcus lactis, pa bilden syns den
typiska korta kedjan, samt parvisa celler.
Figur 6. Saphylococcus war neri/pasteuri,
cellernafinns enskilda, i par och i klumpar.

Figur 7. Lactobacillus brevis. Cellernas langd
varierar, nagra stavar sitter ihop.
Figur 8. Lactobacillus oligofer mentans.
Stavarna a mer krokiga jamfort med
L. brevis.
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DISKUSSION

Dennadiskussion &r, liksom resultatdelen, indelad i tre delar d&r metoderna och resultaten,
samt betydelsen av dessa, granskas och diskuteras. | slutet av diskussion finns synpunkter
som kan anvéndas vid framtida studier eller som grund for &ndringar vid provtagning och
hantering av mikrobiol ogiska prover.

Jamfor else mellan substrat
Metod och resultat

Resultaten frén forsoken i dennadel av studien har inte kunnat anvandas pa ett
tilIfredsstéllande sétt. Detta beror pa att proverna som anvandes inte gér att jamfora pa nagot
praktiskt sitt. Metoden gick ut pa att ta prover fran produktionen, darmed skulle de bakterier
som fanns pa bryggeriet, det vill séga mikrofloran, kunna observeras pa de olika substraten.
Samtidigt sdinnebar en sddan provtagning stora variationer i antalet bakterier/ml och av
vilken bakterieart som finns just da Problem uppstod aven darfor att alla prover inte innehdll
nagra bakterier utan var friafran infektioner, ndgot som i sig &r positivt. Ovanstéende
nackdelar gjorde att metoden blev ineffektiv och att jamforelser blev svara att gora.

Figur 3 och 4 ger en bild 6ver skillnaderna hos de olika substraten, och &ven fast olikheter
finns, s & det formodligen p& grund av de stora variationernainom varje provgrupp. Aven
om extremvarden inom varje grupp tas bort, kvarstar att spridningen & mycket stor. Darfor
kan inget av substraten sagas vara battre an nagot av de andra. Det som aterstar ar att jamfora
andra aspekter, som ekonomiska eller arbetsmassiga fordelar.

Det substrat som kravde minst arbete var VLB S7-S, som levererades fardigt i flaskor, dock ar
priset relativt hdgt for detta substrat. Substratet gav dessutom fargomslag, vilket underl dttar
upptackten av mjolksyrabakterier. Raka Ray behtver dels entillsats av cycloheximid, dels en
tillsats av polysorbat 80 samtidigt som det & dyrare &n UBA. NBB har vissafordelar i och
med att det visar ett f&rgomslag och endast agar behdver tillséttas for att gora fast medium,
samtidigt & det dyrare &n UBA. Det substrat som anvandsidag a UBA, som liksom de
ovriga substraten bade har for- och nackdelar. Nackdelen &r framst att man behover hantera
cyckloheximid (som &r cancerogent), samtidigt har det fordelen att kunna fungera som ett bra
universalmedium pa laboratoriet, till skillnad fran NBB, som bara skulle kunna anvandas for
bakterieodlingar. Eftersom UBA &r enkelt och beprovat, & ocksa priset 1agre an for de dvriga
substraten. Substraten hammade foérekomsten av jast lika bra, det fanns aldrig négra kolonier
med j&st pa agarplattorna.

Som en sammanfattning kan sagas att samtliga ovanstaende substrat skulle fungera bra att
anvanda. For att valjandgot av dem maste en avvégning goras om de fordelar som finns &r
tillrackliga for att beréttiga det hogre priset. Darfor anser jag att man bor behdlla UBA tills det
visar sig att det finns ett klart béttre alternativ.

Fordag till forandringar
For att gora en béttre jamforel se mellan substraten behdvs en mer standardiserad metod som
fortfarande anvander bryggeriets mikroflora. En sddan metod kan ga ut pa att gora renodlingar

av forekommande bakterier, som man misstanker vara av olika arter. Sedan kan spadningar
med bakterier goras for att sedan spridas pa plattor med olika substrat. Genom att testa en art i
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taget pa samtliga substrat skulle man kunna jamfora hur bra varje substrat passar och sedan
vélja det substrat som antingen ar béast eller ger den basta kompromissen.

Jamforelse av provvolymer
Metod och resultat

Resultaten som framkom under forsoken var |étta att tolka och de var entydiga, provvolymen
har en stor paverkan av det resultat (CFU/ml) som fas nér plattan |ases av. Det & framst
mediets formaga att absorbera vétskan i provet som utgdr problemet. En liten mangd vétska
(100 ) absorberas snabbt och samtliga mikrober far en fast yta att fasta vid. En stérre méngd
vétska (>500 pl) kan inte absorberas snabbt, om plattorna far sta och torka kan problemet
overbryggas, men tiden for ett sadant forfarande finns inte alltid. Den stora skillnaden mellan
de tva provserierna, dar en provvolym pa 500 pl visar 16-35 % av koloniernajamfort med en
provvolym pa 100 pl, gor att en férandring & nodvandig.

Jag anser att forandringarna bor innebéra att man anvander en provvolym pa 100 Wl for de
prover som sprids pa medium i petriplattor. Gransvarden for dessa prover maste revideras for
att béttre passa metodens kénslighet.

Ytterligare studier

En litet prov ger storre osakerhet kring hur ndra det egentliga vérdet man ligger, darfor & en
stor provvolym onskvard. For att ga djupare in i frégan, kan man undersoka hur stor
provvolym som & mgjlig. Resultatet visar att 500 pl & fér mycket, men séger inget om 200
eller 300 I skulle vara genomforbart. Samtidigt skulle man kunna experimentera med
medium dér extra agar tillsats fOr att se om vétskan i provet absorberas snabbare.

Forekommande bakteriearter
Metod och resultat

De resultat som uppnaddes genom PCR-teknik och féljande sekvensering visar att det relativt
l&tt gar att identifiera flera olika arter av bakterier pa bryggeriet. Metoden som anvandes ar
anpassad for forskning och laborativt arbete i mindre skala, darfér kan man identifiera vadigt
manga olika arter. De instrument for realtids-PCR som finns pa marknaden & begransade i
och med de baraidentifierar de vanligaste 6lforstorande bakterierna. Samtidigt & deras syfte
att arbeta med hog kapacitet och snabbt ge ett korrekt svar.

Resultaten av detta forsok aterspeglar till viss del bryggeriets mikroflora, det férekommer tre
bakteriearter som brukar omndmnasi litteraturen som vanliga 6lforstorare. Samtidigt finns det
tva andra bakteriearter som inte har namnts allsi samband med detta. Anledningen till att de
inte omndmns kan vara att inte sarskilt mycket forskning har utforts for att finna alla bakterier
som kan finnas pa bryggerier. Samtidigt s & mikrofloran annorlunda pa varje bryggeri, det ar
darfor svart att fa en samlad bild av de bakterier som skulle kunna finnas. | f6ljande stycken
beskrivs de fem bakteriearterna kortfattat for att ge en liten inblick i mikrofloran pa
bryggeriet.
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Lactobacillus brevis

Denna bakterie ndmnsii flera studier och den & bland de vanligast férekommande arterna av
Lactobacillus pa bryggerier. Problemen som den orsakar &r, liksom 6vriga 6lforstérande
bakterier, en forsurning av produkten i samband med att den fermenterar sockerarter.
Dessutom kan namnas att den kan fermentera bade dextrin och stérkelse, ndgot som
ytterligare forvarrar skadorna pa produkten (Jespersen och Jakobsen 1996). Bakterien
anvands &ven inom mejeriindustrin, dar dess egenskaper utnyttjas vid tillverkning av syrade
mj6lkprodukter som exempelvis kefir (Walstra et. a. 2006).

Det &r inte forvanande att Lactobacillus brevis hittas pa bryggeriet, dess forméaga att
fermentera starkel se och dextrin utéver de vanliga sockerarterna, gor att den trivs bra pa ett
bryggeri. Just den har bakterien hittadesi provet fran en lagertank, men férmodligen
forekommer den dverallt dar det finns néring som den kan utnyttja.

Lactobacillus oligofermentans

De forsta fynden av denna bakterie gjordes s sent som i augusti 2005 i samband med en finsk
studie av farsk och marinerad kyckling, forpackad i modifierad atmosfar. Lactobacillus
oligofermentans hittades dai marinerad kyckling. Den ingdr i en grupp av bakterier inom
sléktet Lactobacillus som i huvudsak fermenterar pentoser. Den anvénder sig framst av
sockerarterna ribos, L-arabinos och D-xylos, medan glukos och maltos inte fermenterasi lika
stor utstrackning. Bakterien & stavformad med rundade andar, langden varierade mellan 5
och 27 um, bredden var mellan 0,8 och 3,1 pm. Vid forstken sag man tillvaxt vid 4°C och
god tillvaxt vid 15°C. Vid 37°C syntes ingen tillvéxt av bakterien (Koort et. al. 2005).

Lactobacillus oligofermentans hittades i prover fran en jastank, den verkar trivas bra pa bade
UBA och NBB och visar god tillvéxt vid 28°C. Den morfologi som observerades, var
annorlunda jamfért med andra Lactobacillus da stavarna var smalare och krokigare.
Bakteriens krav pa naringsamnen kan uppfyllasi miljon pa bryggeriet, dessutom kan den
utnyttja andra sockerarter an de favoriserade och kan darmed dverleva.

Lactococcus lactis

Den hér arten utgor en viktig del inom tillverkning av fermenterade mjolkprodukter. Dér vill
man utnyttja bakteriens formaga att fermentera laktos till mjolksyra (laktat) for att pa sa satt
andra mj6lkens egenskaper. Forandringarnaleder till &ndrad konsistens, smak och ger langre
hallbarhet, da andra mikroorganismer har svart att levai den suramiljon. Vid tillverkningen
av messmor anvands flera underarter av Lactococcus lactis, varav en kan producera diacetyl
(Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis).

Bakterien vaxer bra dven vid sa laga temperaturer som 10°C, darfor kan den tillvaxa under
bade jasning och lagring pa bryggeriet (Walstra et. al. 2006). De véaxer som kocker i kortare
kedjor och kan darfor sarskiljas fran Pediococcus och Saphylococcus (Madigan et. al. 2003).
Dess positiva effekter inom mejeriindustrin far motsatt verkan pa bryggeriet. Bakteriernas
fermentation av enklare sockerarter gor att dlet forsuras och forsamras.
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Pediococcus damnosus

Av arterna i déktet Pediococcus, finns det tre potentiella olforstérare. Av dessa &r
Pediococcus damnosus den som orsakar storst problem. Den kan 6verleva under svérare
forhallanden an de 6vriga arterna i slaktet, tillvaxten kan ske &en om pH-vardet understiger
4,2 eller om alkoholhalten &r relativt hdg. Dessutom visar P. damnosus resistens mot humlens
iso-a-syror (Jespersen och Jakobsen 1996).

P. damnosus vaxer som kocker i par eller i klumpar om fyra celler (Madigan et. al. 2003).
Den vaxer anaerobt och producerar diacetyl som kan férandra dlets smak (Sakamoto och
Konings 2003). Arterna inom sléktet Pediococcus anvands inom livsmedelsindustrin for
framstélining av olika fermenterade produkter (Adams och Moss 2000).

Staphylococcus pasteuri eller warneri

Metoden som anvandes kunde inte ge tillréckligt mycket information for att kunna separera
de hér tva arterna. En forskargrupp har daremot testat flera snarlika arter ur slaktet
Saphylococcus och funnit en metod fér att identifiera dem (Chesneau et. al. 1993).
Fenotypiskt kan de tva arternainte sérskiljas pa ett sakert sétt, istéllet utnyttjas DNA-teknik
for andamalet. Saphylococcus pasteuri och warneri & formade som kocker, 0,5-1,5 pm i
diameter, de vaxer som enskilda celler, i par, tetrader eller i storre klumpar. Vissa underarter
kan bilda ett gult pigment som syns pa kolonierna. De tva arterna vaxer brai temperaturer
mellan 15-45°C och &r katalaspositiva. Under anaeroba forhdllanden fermenterar bakterierna
framst glukostill L- och D-laktat (Chesneau et. a. 1993).

Arter inom Staphylocococcus kan vara patogena for manniskor (Staphylococcus aureus) men
det finns &ven gott om arter som inte har ndgon negativ effekt for ménniskan. De tva arternai
det hér fallet verkar utnyttja forekomsten av glukos inom bryggeriets olika delar och eftersom
de &r fakultativt aeroba, kan de klarasig i miljoer utan tillgang till syre (Madigan et. a. 2003).

Ytterligare studier

Eftersom selekteringen av organismer var rent subjektiv och de organismer som férekom ofta
eller som verkade annorlunda valdes ut, kan man inte vara saker pa hur va fynden
representerar mikrofloran pa bryggeriet. For att fa en mer detaljerad bild av hur denna ser ut,
maste en stor mangd bakterier testas for att skaffa en tydlig bild av mikroflorans
sammansattning. Dock & en sadan studie bade tidskravande och av mer akademiskt vérde &n
nyttig for den vanliga produktionen pa bryggeriet.
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Slutsats

Som avslutning kan sagas att tva saker kan forandras, som kan kommatill nytta for det
laborativa arbetet och for bryggeriet som helhet. Jag anser att foljande férandringar ska géras:

e Andra provvolymen frén 500 i till 100 p.
e Inforskaffa ett instrument for realtids-PCR.

Av dessatva atgarder &r den férstnamnda viktigast, detta har motiveratsi diskussion och
resultaten ar entydiga, en alltfor stor provvolym ar inte énskvard.

Den andra forandringen & mer langsiktig. For att kunna minska tiden fran provtagning till
avl&sning av resultatet finns det inget annat praktiskt alternativ. Idag tar det cirka 5 dygn
innan provsvaren finns till hands och &tgéarder kan vidtas. Med ett instrument som klarar av
realtids-PCR tar det endast 2 dygn. Darmed kan man spara bade arbetsborda for laboratoriet
och inom 6l processen som helhet. Genom snabbare beslut gér man aven ekonomiska vinster
som kommer till gagn for helaforetaget. Instrumentet &r inte en |Gsning eller ett motmedel
mot bakterieinfektioner, utan ett verktyg for att fa en béttre bild av situationen.
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