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Im Vergleich zum Menschen und zu anderen 

sogenannten „höheren“ Organismen ist die Anpassungs-

fähigkeit und Vielseitigkeit der Mikroorganismen so 

groß, dass sie zweifellos noch dann die Welt besiedeln 

und deren Gesicht verändern werden, wenn wir längst 

von der Bühne abgetreten sind. Mikroben – und nicht 

„Makroben“ – regieren die Welt. 

 
aus: Der Pilz, der John F. Kennedy zum Präsidenten machte. 
Bernard Dixon, 1994 
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Zusammenfassung 

Bei Studien an Milchsäurebakterien aus Sauergut, Bieren und alkoholfreien 

Getränken unterschiedlichster Herkunft kristallisierten sich einige Laktobazillen-

Stämme heraus, welche auf physiologisch-biochemischer Ebene Abweichungen von 

den bereits bekannten Arten aufwiesen. Der separate Status dieser Stämme als 

eigene Spezies in der bakteriellen Systematik wurde mittels vergleichender 16S und 

falls erforderlich 23S rRNS Gensequenzanalysen (im Folgenden bezeichnet als 

16S und 23S rDNS) und teilweise durch SDS-PAGE whole-cell protein Analyse 

(Proteinpatterns) bestätigt. Dies führte zu den Neubeschreibungen von Lactobacillus 

lindneri (als Revival), L. backii, L. perolens und L. amylolyticus und der Bestimmung 

ihrer phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen. 

Während L. lindneri und L. backii ausschließlich aus verdorbenen Bieren isoliert 

werden und als obligate Bierschädlinge zu betrachten sind, wurde L. perolens 

erstmals aus alkoholfreien Erfrischungsgetränken (AfG) isoliert. In Bierpassagen 

wurde er als bierschädlich erkannt und schließlich in Weißbieren und Bierwürzen 

nachgewiesen, so dass ihm neben seiner Rolle als obligat schädlicher Keim in 

alkoholfreien Getränken auch der Status eines potentiellen Bierschädlings zukommt.  

L. lindneri wurde bisher nahezu ausschließlich im Brauereimilieu gefunden. Er tritt 

zunächst als Primärkontaminant im Gär- und Lagerkellerbereich auf. Aufgrund seiner 

teilweise nahezu kokkoiden Zellmorphologie passiert er unter Umständen die Filter 

und wird dann in abgefüllten Bieren, meist in der Form von Spurenkontaminationen, 

nachgewiesen. Da er hohe bierspezifische Nährstoffansprüche stellt und außerdem 

sehr lange lag-Phasen aufweist, gestaltet sich sein Nachweis auch mit bier-

spezifischen Selektivmedien schwierig. Die Detektion und Identifizierung wird 

deshalb unterstützt durch den Einsatz artspezifischer rDNS Gensonden oder Primer. 

Die Sequenz des Primers für L. lindneri wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt 

und validiert. Die Hinterlegung der 16S rDNS Sequenzen in der EMBL Datenbank 

erfolgte unter den Accession numbers X95421, X95422 und X95423. 

Als weiterer obligater Bierschädling wurde L. backii in Bieren mit 12 bis 32 EBC BU 

in verschiedenen Brauereien Deutschlands und Italiens nachgewiesen und bisher 

fast ausschließlich nur im Biermilieu gefunden. Er führt zu starken Trübungen, 

Bodensätzen und Säurebildung in den betroffenen Bieren. Diese Art bildet 
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homofermentativ DL-Laktat. Zur taxonomischen Zuordnung wurden die 16S rDNS 

Sequenzen von drei Stämmen analysiert und die Sequenzen von zwei Stämmen bei 

GenBank unter den Nummern DQ406860 bis DQ406862 hinterlegt. L. backii wurde 

früher offensichtlich mit seinem nahen Verwandten L. coryniformis verwechselt. 

L. backii und sein phylogenetisch nächster Verwandter L. iwatensis sind der 

L. coryniformis-Gruppe zugeordnet. 

Die potentiell bierschädliche Art Lactobacillus perolens ist fakultativ heterofermentativ 

und zeichnet sich durch die Produktion großer Mengen Diacetyl aus. SDS-PAGE 

whole-cell protein Analysen bestätigten den Status von L. perolens als eigenständige 

Art zunächst innerhalb der L. casei-Pediokokken-Gruppe. Eine Neugruppierung der 

Laktobazillen im phylogenetischen Stammbaum weist nun L. perolens der 

L. perolens-Gruppe zu. Dieser Gruppe am nächsten phylogenetisch verwandt sind 

L. composti, gefolgt von L. dextrinicus (ehemals Pediococcus dextrinicus). 

L. perolens selbst steht in nächster Verwandtschaft zu L. harbinensis und 

L. shenzhenensis. Die 16S rDNS Sequenzen von zwei L. perolens-Stämmen finden 

sich unter den Nummern Y19176 und Y19168 in der EMBL.  

Bei L. amylolyticus handelt es sich um ein homofermentatives Milchsäurebakterium, 

welches originär aus vermälztem Getreide und aus ungehopften Bierwürzen 

(Vorderwürzen) isoliert wurde. Es wird in vielen Brauereien großtechnisch bevorzugt 

als Starterkultur zur biotechnologischen Gewinnung von Milchsäure zur Maische- 

und/oder Würzesäuerung eingesetzt. Diese Bakterienart zeichnet sich dadurch aus, 

dass sie nur im ungehopften Substrat bei einem Temperaturoptimum von 47–48 °C 

wächst und demzufolge keinerlei bierschädigende Eigenschaften aufweist. Sie trägt 

aufgrund ihrer DL-Laktat-Bildung zur qualitativen Stabilisierung des Bieres bei. Für 

die phylogenetische Zuordnung wurden die 16S rDNS und die 23S rDNS des 

Typstamms von L. amylolyticus sequenziert und in der EMBL unter den Nummern 

Y17361 und Y17360 hinterlegt. Diese Sequenzen bilden die Basis für molekulare 

Diagnostiktechniken zur Reinheitskontrolle der als Kulturstämme eingesetzten 

Sauergutstämme. L. amylolyticus ist zusammen mit seinem nächsten Verwandten 

L. intestinalis phylogentisch der L. acidophilus-Gruppe zugeordnet, welche nun einen 

Teil der L. delbrueckii-Gruppe darstellt. 
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Summary 

During the investigation of lactobacilli from acidified mashes or worts, beer, and non-

alcoholic beverages from different sources, new strains of lactobacilli with different 

behavior in respect to physiological-biochemical characteristics compared to already 

known strains, emerged. 

Sequencing und comparison of the ribosomal DNA of the 16S and if necessary the 

23S subunits, and SDS gels of the bacterial whole cell proteins confirmed the notion 

of new lactobacilli strains. The results obtained, using those techniques, led to the 

description of Lactobacillus lindneri, L.backii, L. perolens, and L.amylolyticus as new 

species within the genus Lactobacillus. Furthermore a new insight of their 

phylogenetic relationship was achieved. 

L. lindneri and L. backii could almost exclusively be isolated from spoiled beer and 

can be considered as obligatory beer spoilage microorganisms. In contrast 

L. perolens was first isolated from alcohol free soft drinks, but later on it was shown 

that this bacterium by exposing it to beer during culturing, gets harmful to beer too 

and evidence was provided of its existence in wheat beer und wort. This means 

L.perolens is not only an obligatory spoilage bacterium of alcoholic free beverages, 

but in addition it can be considered to be potentially harmful to beer.  

L. lindneri is almost exclusively rooted in brewery environments. This bacterium at 

first occurs as a primary contamination during the fermentation and maturation 

process, however with its coccoid cell morphology it can pass through filters and may 

be found as trace contamination in bottled beer. The detection of L. lindneri, even by 

the use of selective culture media, is complicated by the facts of its high beer specific 

nutrition requirement and the long lag phase. An exact detection and identification of 

this bacterium can be supported by using geneprobes and/or specific primers. A part 

of this work here was to develop and validate primers for L. lindneri. Their 16S rDNA 

sequences are deposited in the EMBL gene data bank under the accession numbers 

X95421, X95422, and X95423, respectively. 

In addition L. backii was identified as harmful to beers from different breweries in Italy 

and Germany that contained 12 to 32 EBC bitter units. The effected beers became 

very turbid, sediments were formed and the acidity increased. In a homofermentative 
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manner DL-lactate is formed. For the taxonomic classification 16S rDNA of 3 strains 

were sequenced and the sequence of two of them were deposited in the EMBL gene 

data bank under the accession numbers DQ406860 and DQ406862. 

L. backii was obviously earlier confused with its close relative L. coryniformis. 

L  backii and its closest relative from a phylogenetic point of view, L. iwatensis, are 

assigned to the group of L. coryniformis. 

The potentially harmful strains of L. perolens are facultatively heterofermentative and 

show a high production of diacetyl. SDS-PAGE of the cell proteins confirmed first the 

classification of L. perolens as a unique strain to the L. casei-Pediococcus group. A 

new assessment of the phylogenetic tree, however, moved L. perolens to the 

L. perolens group. The next phylogenetic relatives of the L. perolens-group are 

L. composti followed by L. dextrinicus (formerly known as Pediococcus dextrinicus). 

The immediate phylogenetic neighbours are L. harbinensis and L. shenzhenensis. 

The 16S rDNA sequences of two strains can be found in the EMBL gene data bank 

under the accession numbers Y19176 and Y19158, respectively. 

L.amylolyticus is a homofermative lactobacilli strain that was originally isolated from 

malted grain and unhoped wort. This bacterium is preferred in breweries as a starter 

for the production of lactic acid used to acidify mash and/or wort. Its specific trait to 

grow only in unhoped medium at a temperature optimum of 47-48 °C prevents 

therefore spoilage of beer. Evidently the production of lactate is beneficial to the 

qualitative stabilization of beer. For the phylogenetic classification both 16S and 

23S rDNA of L. amylolyticus were sequenced and deposited in the EMBL gene data 

bank under the accession numbers Y17361 and Y17360. These sequences are used 

as a base for the quality control of starter cultures of the biological acidification. 

L. amylolyticus is phylogenetically assigned to the L. acidophilus- group that now is 

part of the L. delbrueckii-group. Its nearest neighbor is L. intestinalis. 
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1 Einleitung  

Milchsäurebakterien der Brauerei beeinflussen die Bierqualität in zweierlei Hinsicht. 

So finden thermophile Laktobazillen bei der biologischen Säuerung von Maischen 

und Würzen Anwendung und zählen damit zu den Nutzorganismen. Alle anderen 

Milchsäurebakterien sind unerwünscht, da sie als Bierschädlinge zum gefürchteten 

„Umschlagen“ der Biere führen. Die industrielle Verwendung der Laktobazillen bei 

der Bierbereitung und deren Fähigkeit zum Bierverderb legten deshalb bereits seit 

Mitte des 19ten Jahrhunderts nahe, sich intensiv mit deren Eigenschaften, Klassifi-

zierung und Diagnostik zu befassen. Diese Forschungen haben bis heute nichts von 

ihrer Relevanz eingebüßt. 

Grundlage der vorliegenden Arbeit war die Sichtung und Würdigung der Lakto-

bazillen unter brauereispezifischen Gesichtspunkten und ihre Betrachtung im moder-

nen taxonomischen Kontext. Dazu wurden systematisch Laktobazillen aus Praxis-

proben gesammelt und mit klassischen Methoden charakterisiert. Dies führte zum 

Erkennen von vier Lactobacillus-Spezies, die von den bekannten Identifizierungs-

mustern abwichen. Ihre Neuartigkeit wurde über die Analysen der DNS kodierten 

16S ribosomalen RNS Sequenzen (16S rDNS) als Teil der Standardbeschreibung 

von Spezies bestätigt und findet ihre aktuelle wissenschaftliche Berücksichtigung bei 

der Konstruktion phylogenetischer Stammbäume. Diese Beschreibungen bilden mit 

die Grundlage zur Entwicklung molekularer Diagnostiktechniken zum 

Schnellnachweis von Bierschädlingen bzw. zur Reinheitskontrolle bei 

Kulturstämmen. Besagte Schnelltests sind damit ein wichtiges Instrumentarium zur 

Sicherstellung der Qualität des Produktes Bier. 

1.1 Zur Einteilung der Laktobazillen 

1.1.1 Taxonomie 

Die Taxonomie befasst sich mit der Einordnung von Lebewesen in Kategorien oder 

Klassen. Die Klassifizierung der Milchsäurebakterien beruhte dabei ursprünglich auf 

Methoden zur Beschreibung ihrer phänotypischen Eigenschaften (Mohania et al., 

2008). Der exklusive Einsatz dieser traditionellen Methoden resultiert jedoch in einem 

unklaren Bild über die taxonomische Stellung der Mikroorganismen. Daher wird in 
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der heutigen Bakterientaxonomie ein sogenannter Mehrphasenansatz („polyphasic 

approach“) favorisiert, der die Resultate mehrerer Methoden (genotypische, chemo-

taxonomische und phänotypische) mit unterschiedlicher Aussagekraft und Differen-

zierungsvermögen zur weiteren Abklärung des Status kombiniert, was ein 

zuverlässiges Konzept zur Identifizierung bzw. Charakterisierung von Bakterien 

darstellt (Vandamme et al., 1996; Schleifer, 2009; Vandamme et al., 2014). 

Die taxonomische Beschreibung oder auch Systematik umfasst  

 die Klassifizierung: systematische Gruppeneinteilung von Organismen auf der 

Basis ihrer Ähnlichkeit, 

 die Nomenklatur: standardisierte wissenschaftliche Namensgebung zur Gewähr-

leistung der internationalen Einheitlichkeit,  

 die Identifizierung: der Prozess zur Entscheidungsfindung, ob ein unbekannter 

Organismus einer bereits definierten Gruppe angehört.  

(Vandamme et al., 2014). 

Hierzu sind neben den Angaben von Herkunft und Habitat diverse phänotypische, 

chemotaxonomische und genetische Merkmalsanalysen erforderlich. 

Zu den phänotypischen Bestimmungen zählen z. B. Gramverhalten, Zell- und 

Kolonienmorphologie, Anreicherungsmedium, Verhalten gegenüber Sauerstoff, DL-

Laktatbestimmung, Spektrum der Kohlenhydratverwertung, Bestimmung der Fermen-

tationsprodukte aus Glukose und Voges-Proskauer Test. Chemotaxonomische Kri-

terien sind z. B. der Peptidoglycantyp der Zellwand, das zelluläre Gesamtproteinprofil 

(SDS-PAGE whole cell protein pattern), die elektrophoretische Enzymmobilität, das 

Fettsäuremuster und Analysen mit MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption 

ionization time-of-flight Massenspektrometrie). Zu den genotypischen Kriterien 

zählen in erster Linie die Basenzusammensetzung der DNS (G+C Gehalt in 

Molprozent), DNS-DNS-Homologien und die Bestimmung der Ähnlichkeit phylo-

genetischer Markergene – standardmäßig die 16S rDNA – als Basis für die 

Aufklärung evolutionsbedingter Verwandtschaftsverhältnisse, was als Phylogenetik 

bezeichnet wird. Des Weiteren werden u. a. noch auf Plasmid-Profiling oder 

verschiedene Techniken des genomischen Fingerprinting, wie amplified fragment 

length polymorphism (AFLP), random amplification of polymorphic DNA (RAPD) und 

repetitive element palindromic (REP)-PCR zurückgegriffen (Mattarelli et al., 2014).  
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Taxonomische Gruppen, gleich welcher Kategorie oder Rangstufe, werden Taxa 

(sing. Taxon) genannt. Ein Taxon sollte auf allen Ebenen eine gemeinsame entwick-

lungsgeschichtliche Herkunft beinhalten. Ein solches Taxon wird als monophyletisch 

bezeichnet. Gehören zu einem allgemein anerkannten Taxon zwei oder mehr 

Gruppen, die durch konvergente Evolution viele gemeinsame Eigenschaften haben, 

obwohl sie zu unterschiedlichen Abstammungslinien gehören, spricht man von einem 

polyphyletischen Taxon. In der Regel wird dann versucht das Taxon neu zu 

definieren, so dass es monophyletisch wird. Paraphyletische Taxa schließlich um-

fassen einige, aber nicht alle Abkömmlinge einer einzigen Gruppe, sowie diese 

Gruppe selbst. Diese Art des Taxons wird jedoch mitunter auch nach Aufklärung der 

jeweiligen Verwandtschaftsverhältnisse von Taxonomen beibehalten, um bestimmte 

auffällige Gruppen besonders zu betonen (www.springer.com/cda/-content/docu 

ment/cda_downloaddocument/25-07.pdf?SGWID=0-0-45-753333-0 Polyphyletischer 

Taxon; geladen 01/2015).  

Unter Klassifizierung wird schließlich die geordnete Einordnung definierter taxo-

nomischer Einheiten (z. B. Spezies) in Gruppen (z. B. Genus) verstanden (Ludwig 

und Schleifer, 1994). 

Milchsäurebakterien (MSB) werden als grampositive, Katalase-negative, fakultativ 

anaerobe, nicht-sporulierende, meist unbewegliche und säuretolerante Mikroorganis-

men definiert. Als Hauptstoffwechselprodukt aus der Fermentation von Zuckern 

entsteht Laktat (Fuchs, 2007). Taxonomisch gesehen gehören sie zur Klasse der 

Bacilli, welche im bakteriellen Phylum der Firmicutes, deren Vertreter G+C-Gehalte 

der DNS von 55 mol% und weniger aufweisen, angesiedelt sind. Den Bacilli gehört 

die Ordnung Lactobacillales mit sechs Familien an. Eine davon ist die Familie 

Lactobacillaceae, welche wiederum drei Gattungen enthält, nämlich die Gattung 

Pediococcus (MSB mit kokkoider Zellform), sowie die Gattungen Paralactobacillus 

und Lactobacillus (MSB mit stäbchenförmiger Zellausbildung), wobei die letztere 

Gattung die meisten Spezies aufweist (Holzapfel und Wood, 2014a). Für 

Paralactobacillus, der nur aus der Art Paralactobacillus selangorensis besteht, wurde 

aufgrund naher phylogenetischer Verwandtschaft ein Transfer in die Gattung 

Lactobacillus vorgeschlagen (Haakensen et al., 2011). Eine Validierung dieses Vor-

schlags erfolgte bereits auf der offiziellen Webseite der LPSN (http://www.bacterio. 

net/paralactobacillus.html; abgerufen 01/2015), so dass die Familie Lactobacillaceae 
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nach endgültiger Revision der Gattung Lactobacillus nur noch aus den Gattungen 

Lactobacillus und Pediococcus bestehen wird. Diese Änderung findet bereits bei der 

Konstruktion phylogenetischer Stammbäume allgemeine Berücksichtigung. 

Die Mitglieder der Familie Lactobacillaceae sind sehr anspruchsvolle Mikro-

organismen und in kohlenhydrathaltigen nährstoffreichen Substraten, z. B. Milch-

produkten, Sauerteig, Bier, Wein und Fruchtsaft, in der Erde, im Abwasser, aber 

auch z. B. im Mund oder Intestinalbereich von Menschen und einigen Tieren 

anzutreffen (Hammes und Hertel, 2006 und 2009). Ihr G+C-Gehalt der DNS liegt 

zwischen 32 bis 59,2 mol% und das Zellwandpeptidoglycan kann Lys-D-Asp, Orn-D-

Asp, meso-Diaminopimelinsäure und Lys-Ala und manchmal auch L-Lys-L-Ser-L-Ala2 

enthalten (Felis und Pot, 2014). Wie das Dendrogramm in Abb. 1 zeigt, bildet die 

Gattung Pediococcus ein Cluster inmitten der Laktobazillen und zeigt zu den ihr am 

nächsten verwandten Lactobacillus-Arten 85 bis 94 % 16S rDNS Sequenzähnlichkeit 

(Felis und Pot, 2014). 
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Abb. 1: 16S rDNS Sequenz-basierter phylogenetischer Stammbaum für die Familie Lacto-
bacillaceae: Darstellung der phylogenetischen Verwandschaftsverhältnisse zwischen den 
Arten der Gattung Lactobacillus (17 Gruppen) und Pediococcus. „Paralactobacillus“ ist in die 
L. perolens-Gruppe integriert (aus Felis und Pot, 2014). 
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Die Mitglieder der für die vorliegende Arbeit relevanten Gattung Lactobacillus 

werden als fakultativ anaerob oder aerotolerant, nicht-sporulierend, meist unbeweg-

lich und im Allgemeinen stäbchenförmig, wobei manchmal auch kokkoide Formen 

auftreten, beschrieben. Die Zellen liegen häufig in Ketten vor. Die optimale Wachs-

tumstemperatur beträgt 30 bis 40 °C. Generell kann Wachstum zwischen 2 bis 53 °C 

in pH-Wert-Bereichen von 3 bis 8 stattfinden, wobei da pH-Optimum bei 5,5 bis 6,2 

liegt (Hammes und Hertel, 2009). 

Eine grundlegende phänotypische Gruppeneinteilung der Laktobazillen basiert auf 

den von ihnen genutzten Stoffwechselwegen als Schlüsselmerkmale. So sind in der 

Gruppe A) obligat homofermentative, in B) fakultativ heterofermentative und in C) 

obligat heterofermentative Laktobazillen zusammengefasst (Hammes und Vogel, 

1995). Die Schlüsselmerkmale für diese Gruppierungen sind in Tabelle  1 dargestellt. 

Wie hier zu sehen ist, hängt die Klassifikation nach homo- und heterofermentativ mit 

dem Vorhandensein der Schlüsselenzyme 1,6-Biphosphat-Aldolase und Phosphoke-

tolase zusammen. Das Potenzial zur CO2-Bildung aus Glukose und/oder Gluconat 

wird nicht nur für taxonomische Zwecke genutzt, sondern ermöglicht zudem jedem 

Routinelabor eine erste Charakterisierung der nachgewiesenen MSB durch die 

einfach durchzuführende Überprüfung der Kohlensäurebildung aus Glukose und 

Gluconat. Bei Gasbildung aus Glukose und meist Gluconat handelt es sich um 

obligat heterofermentative Mikroorganismen. Wird nur das Gluconat unter Gas-

bildung verwertet, liegen fakultativ heterofermentative MO vor. Fehlt die Gasbildung 

gänzlich, wurde ausschließlich der Weg der Glycolyse beschritten. Es handelt sich 

dann um obligat homofermentative MO (Dicks und Endo, 2009; Dittrich et al., 2008).  
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Tab. 1: Gruppeneinteilung der Milchsäurebakterien nach ihren metabolischen Eigenschaften 
der Hexosen- und Pentosenverwertung (Hammes und Vogel, 1995; Dittrich et al., 2008; 
Hammes und Hertel, 2009) 

Gruppe A: 

obligat 

homofermentativ 

 Hexosenverwertung über den Embden-Meyerhof-Parnas 
(EMP)-Weg (Glycolyse) zu > 85 % Laktat 

 1,6 Biphosphat-Aldolase ist verhanden, 
Phosphoketolase fehlt  keine Gluconat- und 
Pentosenverwertung 

 Keine Gasbildung 

 Beispiele: L. amylovorus, L. amylolyticus, L. acidophilus  

Gruppe B: 

fakultativ 

heterofermentativ 

 Hexosenverwertung wie Gruppe A  

 Bei Glukosemangel: heterofermentative Bildung von Laktat, 
Acetat, Ethanol und Ameisensäure durch manche Stämme  

 Neben Aldolase auch Phosphoketolase vorhanden 
 zusätzliche Fermentation von Pentosen und häufig Gluconat 
im 6-Phosphogluconat-Weg (1. Phase des Pentosephosphat-
Weges)  

 CO2-Bildung oft aus Gluconat (London, 1990), aber nicht aus 
Hexosen 

 Bei Anwesenheit von Glukose 
 Repression der Enzyme des 6-Phosphogluconat-Weges 

 Beispiele: L. casei, L. plantarum, L. perolens 

Gruppe C: 

obligat 

heterofermentativ 

 Hexosenverwertung (und ähnliche Verbindungen) über den 6-
Phosphogluconat-Weg 

 Laktat, Acetat und/oder Ethanol, CO2 aus Hexosen 

 Pentosenfermentation zu Laktat und Acetat über den 
Pentosephosphatweg 

 meist Gas aus Gluconat 

 Phosphoketolase vorhanden, keine Aldolase  

 Beispiele: L. brevis, L. fermentum 

Phylogenetische Verwandschaftbeziehungen von Laktobazillen werden 

standardgerecht über den Ähnlichkeitsvergleich ihrer 16 S rDNS Sequenzen ermittelt 

und in Form von Dendrogrammen dargestellt. Das von Felis und Pot erstellte 

Dendrogramm (Abb. 1) weist insgesamt 14 große Gruppen mit insgesamt 167 

Lactobacillus-Arten aus, nämlich die L. reuteri-, L. delbrueckii-, L. vaccinostercus-, 

L. sakei-, L. alimentarius-, L. plantarum-, L. brevis-, L. collinoides-, L. casei-, 

L. fructivorans-, L. buchneri, L. coryniformis-, L. perolens- und L. salivarius-Gruppe. 

Drei kleinere Cluster werden durch L. siliginis – L. rossiae, L. kunkeei – L. ozensis 

und L. floricola – L. composti gebildet. Die Gruppenbenennung erfolgt nach den 

jeweils erstbeschriebenen Spezies. L. selangorensis ist hier in der L. perolens-

Gruppe zu finden (Felis und Pot, 2014). Die L. acidophilus-Gruppe (Schleifer und 

Ludwig, 1995a und b) ist jetzt ein Teil der L. delbrueckii-Gruppe. Die Lactobacillus-
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Spezies der sehr heterogenen L. casei-Pediokken-Gruppe (Schleifer und Ludwig, 

1995a und b) sind jetzt auf die L. buchneri-, L. casei-, L. plantarum-, L. reuteri- und 

die L. salivarius-Gruppe verteilt (Pot et al., 2014). Ein aktueller phylogenetischer 

Stammbaum wird auch von Sun et al. (2014) wiedergegeben, der aus dem 

Datenvergleich von 169 bekannten Lactobacillus-Spezies errechnet wurde. Es 

ergeben sich hier 15 große phylogenetische Gruppen (Bezeichnungen wie oben; 

zusätzlich die L. manihotivorans-Gruppe), sieben Paargruppen mit je zwei Spezies 

und sieben einzelne Spezies mit einzelständigen Abstammungslinien. Diese 

Stammbaumkonstruktion weist zwar kleine Unterschiede zu Felis und Pots (2014) 

Dendrogramm auf, aber prinzipiell besteht eine gute Übereinstimmung. Abwei-

chungen bei der Gruppeneinteilung könnten mit Unterschieden bei der Erkennung 

des Anfangs oder des Endes der analysierten rRNS-Gene erklärt werden (Wasse-

naar und Lukjancenko, 2014). 

Die sich auf den Metabolismus der Milchsäurebakterien beziehende Gruppen-

einteilung (Tab. 1) spiegelt nicht unbedingt deren auf Basis der 16S rDNS errech-

neten phylogenetischen Verwandtschaftsverhältnisse wieder (Hammes und Hertel, 

2009). So sind in der eher homofermentativen L. delbrueckii-Gruppe mit beispiels-

weise L. acetotolerans und L. hamsteri auch fakultative heterofermentative 

Laktobazillen vorhanden, oder umgekehrt in der vornehmlich fakultativ heterofermen-

tativen L. casei-Gruppe auch homofermentative Vetreter, wie L. manihotivorans oder 

L. sharpeae zu finden (Pot et al., 2014). Die Laktobazillen bilden also phänotypisch 

eine sehr heterogene Gruppe. Zur weiteren Abklärung ihrer evolutionären Verkettung 

könnte möglicherweise das Studium der für die maßgebenden Stoffwechselwege der 

Glycolyse und des Pentosephospatweges zuständigen Gene einen Beitrag leisten, 

wie Salvetti et al. (2013) vorschlagen. 

1.1.2 Einteilung nach brauereispezifischen Gesichtspunkten 

Die Taxonomie von Mikroorganismen ist für den Brauer zunächst von untergeord-

neter Bedeutung. Im Brauereibereich erfolgt die Einteilung – eher nach praktischen 

Aspekten – zum einen nach der Herkunft der Mikroorganismen (primär/sekundär) 

und zum anderen nach ihrem Schädigungspotenzial für das fertige Produkt (Schäd-

lichkeitskategorien). Die Einteilung nach Primär- und Sekundärkontamination 

erleichtert die Auffindung des Kontaminationsherdes, so dass gezielte Gegenmaß-
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nahmen ergriffen und damit eine Keimverschleppung vermieden werden kann. Bei 

der Forderung nach der Lokalisation der Gefahrenquelle erweist sich die Identifi-

zierung des Kontaminanten als hilfreich. Dasselbe gilt auch für die Schädlich-

keitsbeurteilung.  

Einteilung in Primär- und Sekundärkontamination 

Unter Primärkontaminanten werden Mikroorganismen verstanden, welche haupt-

sächlich über die Brauereirohstoffe (Hefe, Wasser, Würze, Hopfen) und Produktions-

hilfssmittel (z. B. Kieselgur, Polyvinylpolypyrrolidon, Kieselgel) ins Bier gelangen. 

Bierschädliche Mikroorganismen setzen sich dann im Prozessbereich vor den Filtern, 

d. h. im Hefe-, Lager- und Gärkellerbereich, oder in den Filtern selbst fest. Hier findet 

bei tiefen Temperaturen gewöhnlich kein Wachstum statt. Die Keime können aber 

sehr lange überdauern und sich dabei an das Biermilieu adaptieren. Eine Ver-

schleppung in die abgefüllten Gebinde kann bei Unregelmäßigkeiten auf dem 

Prozessweg (z. B. Druckstöße am Filter, mangelhafte Reinigung und Desinfektion) 

jederzeit stattfinden. 

Sekundärkomtaminationskeime sind im Abfüllbereich beheimatet. Bierschädliche 

Laktobazillen und gramnegative Mikroorganismen (Pectinatus spp., 

Megasphaera spp.) bilden hier mit harmlosen Begleitorganismen und Indikator-

keimen in Schmutznischen Biofilme. Sie werden über Luftströmungen und rotierende 

Anlagenteile über Aerosole in einzelne Flaschen geschleudert, wo sie Spurenkonta-

minationen verursachen (Back, 1994b). 

Eine Übersicht über die Entwicklung von Primär- und Sekundärkontaminationen im 

Zeitraum 1992 bis 2008 zeigt Abb. 2 (interne Erhebung basierend auf Isolaten aus 

reklamierten Bieren). 
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Abb. 2: Verlauf der durch bierschädliche Mikroorganismen verursachten Kundenreklama-
tionen von 1992 bis 2008. Prozentuale Gegenüberstellung von Primär- und Sekundärkonta-
minationen. Interne Erhebung basierend auf Isolaten aus reklamierten Bieren. 

Die ab 1992 beobachtete Abnahme der Sekundärbefunde von über 70 % auf 

annähernd 30 % im Jahr 1996 im Vergleich zu den Primärbefunden ist vermutlich 

dem Umstand geschuldet, dass die Sensibilität der Brauer hinsichtlich der Bedeutung 

der Kontrolle der Umfeldhygiene im Abfüllbereich zunächst zunahm. Ab 1999 

pendelte sich das Verhältnis Primär- zu Sekundärkontamination auf etwa 1:1 ein, mit 

einem leichten Überhang seitens der Sekundärkontaminationen. 

Einteilung in Schädlichkeitskategorien 

Der Schädlichkeitsbeurteilung der relevanten Mikroorganismen liegt deren mehr oder 

weniger ausgeprägte Fähigkeit des Bierverderbes zugrunde und erlaubt nach Back 

(1994a) die Einteilung in die Schädlichkeitskategorien I: obligat bierschädlich (bs), II: 

potentiell bs, III: indirekt bs, IV: Indikatorkeime und V: Latenzkeime (Tab. 2). Ein 

Vorkommen der Keime der Kategorie I zieht immer einen Bierverderb nach sich, das 

der Kategorie II hingegen nur in Bieren mit verminderter Selektivität. Die Symptome 

des Bierverderbs sind Trübung, Bodensatzbildung, mehr oder wenig ausgeprägter 
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Säuerung, in selteneren Fällen Schleimbildung, sowie je nach Keimart auch 

Geschmacksfehler. Eigene Beobachtungen zeigten, dass aus dem Brauereiumfeld 

isolierte L. brevis-Stämme nach kurzem Adaptationsprozess im Weißbier, jedoch 

nicht in normal gehopftem untergärigen Bier wuchsen, weshalb der Kategorie I-Keim 

L. brevis auch in der Katergorie II vermerkt wurde. Über ähnliche Erfahrungen 

berichten auch Preissler et al. (2010). Schädigungen der Vorsubstrate, wie sie von 

Mikroorganismen der Kategorie III verursacht werden, sind in den letzten Jahren 

selten anzutreffen. Dies ist der fortschrittlichen Anstelltechnologie geschuldet, die 

verhindert, dass die empfindlichen nährstoffreichen Würzen und die Hefe-

suspensionen vor dem Anstellen über längere Zeiträume gelagert werden und damit 

dem Verderb durch latent vorliegende Mikroorganismen ausgesetzt sind. Die vielfach 

praktizierte Technik der Würzesäuerung trägt überdies zur Stabilisierung bei. Die 

Mikroorganismen der Kategorien IV und V haben keine Bedeutung für die Bier-

qualität. Jedoch dienen insbesondere die schnell wachsenden und damit schnell 

nachweisbaren Essigsäurebakterien mit Kontaktmöglichkeiten zu Bier oder anderen 

sauren Getränken als Indikatoren für Schmutznischen im Produktionsprozess. Ihre 

Detektion ist deshalb ein wichtiges Hilfsmittel der Betriebskontrolle zur Einschätzung 

der hygienischen Situation, insbesondere da sie häufig mit bierschädlichen Mikro-

organismen vergesellschaftet sind. Den Latenzkeimen (ubiquitär verbreitete Keime) 

schließlich ist nur bei massivem Auftreten über längere Zeiträume Beachtung zu 

schenken, da dies ein allgemeines Anzeichen für eine Verschlechterung der 

Umfeldsituation sein könnte. 
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Tab. 2: Kategorien der Bierschädlichkeit und Spezifikationen (nach Back, 1994a; modifiziert) 

Kategorie Beschreibung 

I 

Obligat 

bierschädlich 

 hohe Toleranz gegenüber den selektiven Biereigenschaften 

 hohe Kältetoleranz 

 keine Adaptationszeiten 

 spontanes Wachstum in Bier 

 Vertreter: z. B. Lactobacillus brevis, L. lindneri, Pediococcus 
damnosus, Megasphaera spp., Pectinatus spp., Saccharomyces 
diastaticus 

II 

Potentiell 

bierschädlich 

 Wachstum im Bier und Annahme eines bierschädlichen Charakters 
nur bei verminderter Selektivität: 
niedriger Alkoholgehalt, geringe Hopfengabe, erhöhter pH-Wert, 
hoher Sauerstoffgehalt, niedriger Vergärungsgrad 

 meist Adaptationsphase erforderlich 

 Vergesellschaftung mit obligaten Bierschädlingen 

 Vertreter: z. B. Lactobacillus brevis, L. plantarum, L. casei, 
L. perolens, Micrococcus kristinae, Zymomonas mobilis (nur in 
gezuckerten Bieren), Saccharomyces pastorianus (Fremdhefe) 

III 

Indirekt 

beirschädlich 

 kein Wachstum in Bier 

 Vermehrung in Würze und während des 1. Stadiums der 
Angärphase; in Hefe bei ungünstiger Lagerung 

 Irreversible Vorschädigungen: Phenole, DMS, Acetoin, Proteinasen; 
evtl. Gärstörungen 

 Vertreter: z. B. Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae, 
Serratia marcescens, Obesumbacterium proteus, Bacillus subtilis, 
Candida kefyr, Pichia anomala 

IV 

Indikatorkeime 

 keine Beeinträchtigung der mikrobiologischen Haltbarkeit 

 Auftreten bei mangelhaften Reinigungs- und 
Desinfektionsmaßnahmen 

 Indikation schlechter hygienischer Zustände 

 leichter Nachweis, deshalb wichtig für die Betriebskontrolle 

 häufig Vergesellschaftung mit Bierschädlingen 

 Vertreter: z. B. Essigsäurebakterien (Acetobacter pasteurianus, 
Gluconobacter frateurii), Klebsiella pneumoniae, Panthoea 
agglomerans, Pseudomonas spp., Debaryomyces hansenii, Sacch.-
Fremdhefen 

V 

Latenzkeime 

 zufälliger, sporadischer Auftritt, nur von kurzer Dauer 

 gelangen über verschiedene Produktionswege ins Bier 

 in der Natur weit verbreitet 

 keine Bedeutung im Bier, aber relativ robust  lange nachweisbar 
(unspezifische Kulturverfahren) 

 Vertreter: z. B. Bazillen, Mikrokokken, Schimmelpilze 
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1.2 Bakterien im Brauereibereich 

Bier weist aufgrund seiner selektiven Eigenschaften (Hopfeninhaltsstoffe, tiefe pH-

Werte, Alkohol, Anaerobiose aufgrund des CO2-Gehalts bzw. geringer O2-Anteil, 

Mangel an Wuchsstoffen nach Hefegärung), ähnlich wie Wein oder auch viele 

alkoholfreie Erfrischungsgetränke, einen sehr guten Eigenschutz vor mikrobiellem 

Verderb auf. Insbesonders pathogene Keime (z. B. Salmonellen oder Shigellen) 

überleben im Biermilieu nicht, wie eine gemeinsame unveröffentlichte Studie mit der 

Süddeutschen Versuchs- und Forschungsanstalt für Milchwirtschaft, Freising-

Weihenstephan, ergab und auch durch Menz et al. (2009) bestätigt wird. Lediglich 

acidophile oder acidotolerante und fakultativ anaerobe, mikroaerophile oder 

anaerobe Mikroorganismen können als Verderborganismen in Erscheinung treten. 

Die Anzahl der bierschädlichen Mikroorganismen beschränkt sich demnach auf 

einige wenige Gattungen und Arten. Dies sind zum einen übervergärende Hefen 

(z. B. Saccharomyces-Fremdhefen, Dekkera/Brettanomyces-Hefen) und zum 

anderen Bakterien. Hier spielen neben den gramnegativen Keimen Pectinatus spp., 

Megasphaera spp., Selenomonas lacticifex und Zymomonas mobilis (nur in 

Saccharose haltigen Bieren) besonders Milchsäurebakterien (Lactobacillus spp., 

Pediocococcus spp.) die Hauptrolle. 

Statistische Erhebungen durch Koob et al. (2014) über Kontaminationsfälle in Praxis-

proben aus unterschiedlichen Bereichen der Brauereiumgebung zeigen die anteils-

mäßige Beteiligung der jeweiligen Bakterien in den Jahren 2012 und 2013 (Tab. 3). 

Wieder sind, wie schon vorher berichtet (Hutzler, 2011; Hutzler et al., 2013), auch 

2012 und 2013 von allen Mikroorganismen L. brevis-Stämme am häufigsten ver-

treten (ca. 45 % der Kontaminationsfälle). Leider geben die Daten in der Tabelle  3 

keinen weiteren Aufschluss über den jeweils tatsächlich stattgefundenen Bier-

verderb. 



1 Einleitung 

- 18 - 

Tab. 3: Absolute Werte und prozentuale Verteilung der einzelnen, in der Brauerei 
nachgewiesenen, Bakterienspezies und -gruppen in den Jahren 2012 und 2013 (aus: Koob 
et al., 2014) 

 

Prinzipiell führen mikrobiologisch bedingte Bierfehler häufiger zu Kunden-

reklamationen als chemisch-physikalische Probleme oder technologische Fehler. Die 

Verbraucher neigen meist zu Überreaktionen, lassen sich ärztlich behandeln oder 

schalten im schlimmsten Fall Gesundheitsämter ein. Dadurch können solche Fälle 

nicht nur zu verschärften Kontrollen durch die Untersuchungsämter führen, sondern 

auch an die Presse gelangen und nachhaltige Imageverluste bewirken. Dies ist in 

jedem Fall verbunden mit entsprechenden wirtschaftlichen Folgen. Deshalb ist es für 

die Qualitätssicherung außerordentlich wichtig, mikrobiologische Kontaminanten 

schnell und sicher zu erkennen, sie zu klassifizieren und, vor allen Dingen, deren 

Schädlichkeitspotenzial richtig zu beurteilen. Die genaue Bestimmung des 

Verderbnis erregenden Mikroorganismus lässt häufig bereits Rückschlüsse darauf 

zu, in welchen Produktionsbereichen er zu suchen ist, d. h., ob die 

Kontaminationsquelle eher im Primärbereich oder im Sekundärbereich lokalisiert ist.  
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In der Brauerei nehmen Laktobazillen, neben ihrer Rolle als häufigste bierschädliche 

Gruppe (Tab. 3), auch als Nutz-(Kultur-)Organismen eine zentrale Bedeutung ein 

und werden gezielt als Starterkulturen eingesetzt. So sind z. B. bei der Herstellung 

der Berliner Weisse L. brevis, L. casei und L. delbrueckii beteiligt (Wackerbauer und 

Methner, 1988). Die weitaus bedeutendere Funktion kommt jedoch den Laktobazillen 

der biologischen Säuerung zu. Diese dem Reinheitsgebot konformen thermophilen 

Bakterien der Säuerung von Maische und Würze können meist homofermentativ 

Stärke fermentieren. Sie führen zu technologischen Verbesserungen und 

beeinflussen die Bierqualitäten positiv im Hinblick auf Produktstabilisierung (pH-

Erniedrigung, Bacteriozine), ernährungsphysiologische Aspekte sowie Image und 

Sensorik (Back, 1988, 1994a, 2008; Lowe und Arendt, 2004; Vaughan et al., 2005; 

Kern et al., 2008). Diese positiven, durch Laktobazillen erzielten Effekte finden sich 

übrigens auch in vielen anderen Lebensmitteln, wie z. B. in probiotischen Produkten, 

Bäckereiprodukten, alkoholfreien Erfrischungsgetränken und Mayonnaisen, aber 

auch in Produkten anderer Branchen, wie z. B. in Kosmetika, wieder (Leroy und De 

Vuist, 2004; Reddy et al., 2008). 

Die möglichst vollständige Kenntnis der Merkmale und Taxonomie, sowohl der 

Starterkulturen (Ehrmann und Pavlovic, 2010a) als auch der bierschädlichen Milch-

säurebakterien, ist als Grundvoraussetzung für effiziente praxistaugliche Nachweis- 

und Identifizierungsmethoden zu sehen. Sie ist darüber hinaus essentiell für die 

Garantie einer konstanten Produktqualität.  

In den folgenden Abschnitten soll ein chronologischer Überblick über die Kenntnisse 

zu den Laktobazillen der biologischen Maische- und Würzesäuerung und zu schäd-

lichen Laktobazillen in der Brauerei gegeben werden, angefangen bei Pasteur 1857 

bis zum Jahr 2014. 

1.2.1 Laktobazillen der biologischen Säuerung  

Damals wie heute spielen die thermophilen Laktobazillen der biologischen Säuerung 

von Maische und Würze eine große Rolle in der Brauereipraxis (Narziß und Heiden, 

1971; Narziß und Kieninger, 1973; Narziß et al., 1989; Back, 1988, 1994a; Bohak 

und Back, 2008; Vriesekoop et al., 2012). 
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Unter den thermophilen Bakterien sind diejenigen zu verstehen, welche oberhalb von 

40 °C mit maximaler Rate wachsen können (Fuchs, 2007), im Gegensatz zu den 

schädlichen Milchsäurebakterien, die im Bereich zwischen 20 °C und 30 °C ihr 

Optimum haben und damit zu den mesophilen Bakterien zählen. 

Die biologische Säuerung von Biermaischen und/oder Bierwürzen wird in der Praxis 

noch heute, unter Verwendung thermophiler Laktobazillen, technologisch ähnlich 

durchgeführt, wie es Joergensen 1909, allerdings für die Brennerei, beschrieb. Die 

zur Säuerung in der Brennerei eingesetzte Kulturmilchsäurebakterie war „Bacillus 

Delbrücki“ [Leichmann 1896]. Dieses Bakterium ist schon 1896 von Lafar und 

Leichmann fast gleichzeitig als Reinzucht erhalten worden. Lafar nannte ihn „Bacillus 

acidificans longissimus“, Leichmann „Bacillus Delbrücki“. Beide Bakterienarten 

wurden schließlich als eine Art erkannt (Henneberg, 1901 und 1905) und im weiteren 

„Bacillus Delbrücki“ genannt. Nach seiner Isolierung und Reinkultivierung wurde 

„B. Delbrücki“ seit 1896 gezielt als säuerndes Bakterium den Brennereimaischen 

zugesetzt, um das Wachstum schädlicher Bakterien auszuschließen (Maerker, 

1898). Die Brauer hingegen hatten gegenüber dem Einsatz von Milchsäure 

Vorbehalte. Es war zwar bekannt, dass die Milchsäure der Maische im Verlauf der 

Gärung verschwindet. Ob sie aber auch zu Alkohol vergoren wird, war noch nicht klar 

(Utz, 1870). Man hatte auch festgestellt, dass der Säuregehalt bei längerem 

Verweilen des Maischgutes bei Temperaturen bis 40 °C stark zunahm. Dies war 

hauptsächlich deswegen gefürchtet, weil man der Milchsäure, vor allem in höherer 

Konzentration, einen negativen Einfluss auf die Diastase zuschrieb (o. V., 1880). 

„ … Für die Praxis dürfte ein Hauptnachteil vermehrten Säuregehaltes der Maische in 

der dadurch bedingten Herabsetzung der vergärbaren Substanz liegen. … “(o. V., 

1880, S. 639). Dies steht allerdings im Widerspruch zu den Angaben in einer Tabelle 

in einer Mitteilung der Wissenschaftlichen Station für Brauerei in München, nämlich 

dass bei mittleren Milchsäurekonzentrationen und hellen Malzen die Extrakt- und 

Maltoseausbeute erhöht waren und der gelöste Stickstoff sogar deutlich erhöht war 

(o. V., 1880). Prior beschrieb als einen Zweck des Maischprozesses: „ ... einen Theil 

der extrahirten gelösten Stoffe durch Enzyme (Glukase und Peptase) und Mikro-

organismen (Säurebakterien) umzuwandeln. … “ (Prior, 1896, S. 273). Er hatte auch 

erkannt, dass geringe Mengen Säure die Wirkung der Enzyme begünstigten, indem 

die unlöslichen Phosphate in primäre umgewandelt wurden, und dass die Säure in 

gewisser Menge die Haltbarkeit des Bieres erhöhte, da die nachträgliche Entwicklung 
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von Bakterien in Würze und Bier bis zu einem gewissen Grad gehemmt wurde (Prior, 

1896). Es war bekannt, dass die Peptidasen ihre Optima im sauren Bereich bei einer 

Temperatur von 45 bis 50 °C haben. Prior nannte sie „Peptase“. Über ihre genaue 

Wirkung war man sich jedoch noch im Unklaren. Man nahm an, dass durch sie „ … 

beim Maischprozeß Eiweißmoleküle abgebaut und hierdurch in Peptone und 

Amidverbindungen überführt werden. … “ (Prior, 1896, S. 280). 

Allgemein wurden die Milchsäurebakterien in der Brauerei weiterhin als schädlich 

eingestuft und Maischesäuerung fand nur zufällig, keinesfalls aber gezielt, statt. 

Sämtliche Autoren der damaligen Zeit bezogen ihre Arbeiten über den Lactobacillus 

delbrueckii, der unter dem Namen „Bacillus Delbrücki“ bekannt war, nur auf die 

Brennerei und die Presshefefabrikation. Erst Windisch, der sich ab 1910 mit dem 

Problem der Azidität von Brauwässern, in Verbindung mit der damals konstatierten 

Abnahme der Azidität von hellen Malzen, beschäftigte, erkannte in der Verwendung 

von Milchsäurebakterien ein Mittel zur Erhöhung und Regulierung des Säuregehaltes 

der Würze (Windisch und Klein, 1913). Um nähere Auskünfte über den Einfluss der 

Säuerung auf die Zusammensetzung der Würze, auf den in der Brennerei noch nicht 

näher eingegangen worden war, zu erhalten, stellte er mehrere Versuchsreihen auf. 

Deren Ergebnisse waren: Die Verzuckerung wurde nur relativ unbedeutend 

beeinflusst, die Ausbeute stieg um bis zu zwei Prozentpunkte, die Stickstofflösung 

stieg ebenfalls, je nach Länge der Säuerung, deutlich an, der Endvergärungsgrad 

blieb bei mäßiger Säuerung unverändert. Diese positiven Effekte waren nur bei 

Säuerung vor der Verzuckerung festzustellen. Windisch schloss aus seinen 

Versuchen, dass sich der „Bacillus Delbrücki“ in der Brauerei zur Maischesäuerung 

sehr gut verwenden ließe. Als Mengenangabe gibt er „ ... einen Liter Sauergut auf 

den Zentner Malz … “ (Windisch und Klein, 1913, S. 504) an. Er erwähnte auch noch 

die Problemlosigkeit der Weiterzüchtung der Bakterien und veröffentlichte diese 

Ergebnisse 1913 (Windisch und Klein, 1913). Später im gleichen Jahr beschäftigte er 

sich in einem weiteren Artikel mit der geschmacklichen Problematik. Er betrachtete 

vier weitere Möglichkeiten, den Säuregehalt des Brauwassers zu heben (Das 

Wasser zu kochen, um die Karbonate auszuscheiden; Zusatz von Kalk oder Gips 

zum Brauwasser; die Neutralisation der Karbonate durch Mineralsäuren). Die vier 

Möglichkeiten waren entweder zu zeitraubend und kostenintensiv, nicht ausreichend 

oder gesetzlich nicht gestattet, wie z. B. die Neutralisation der Karbonate. Bei diesem 

Verfahren sah Windisch zwar deutliche Verbesserungen im Verlauf der Bier-
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bereitung, aber geschmacklich ließen die Biere zu wünschen übrig. Er führte dies auf 

den erhöhten Gehalt an „mineralsauren Salzen“ zurück (Windisch, 1913). Da der 

Gesetzgeber dem direkten Einsatz von technischer Milchsäure auch damals schon 

einen Riegel vorschob, war die Erzeugung der Milchsäure auf bakteriologischem 

Weg die logische Konsequenz seiner Versuche. Auch lag die Verwendung von 

„Bacillus Delbrücki“ nahe, welcher sich in der Brennerei ja schon zu diesem Zweck 

durchgesetzt hatte und in Reinzuchten angewandt wurde. Für die Brauerei schien er 

ihm auch deswegen sehr geeignet, weil er ein starker Säurebildner ist und auch noch 

bei Temperaturen arbeitet, bei denen die übrigen Malzbakterien absterben, und weil 

die gesäuerten Maischen von großer geschmacklicher Reinheit waren. Als Ergebnis 

der praxisbezogenen Versuche legte er dar, dass „ ... man nach dem Säuerungs-

verfahren arbeiten kann, ohne große Änderungen in der üblichen Arbeitsweise und 

den Einrichtungen zu treffen und daß, was die Hauptsache ist, bezüglich des 

Endproduktes Ergebnisse erzielt werden, die das Interesse unserer Praxis 

entschieden in Anspruch nehmen müssen. … “ (Windisch, 1913, S. 524). 

1920 veröffentlichte Lüers, verzögert durch den 1. Weltkrieg, die Ergebnisse seiner 

1913 angestellten praktischen Studien. Er bestätigte hierin die Ergebnisse von 

Windisch, insbesondere die Mehrlösung von Eiweiß, legte aber Wert auf möglichst 

eiweißarme Würzen und Biere. Er stellte also Versuche an, die hauptsächlich die 

Würzesäuerung zum Inhalt hatten, im Gegensatz zu Windisch, der sein Haupt-

augenmerk auf die Maischesäuerung gelegt hatte. Zuerst beschrieb er die 

technische Einrichtung. Sie bestand aus zwei gut isolierten Bottichen im Sudhaus 

von jeweils 12 hl Inhalt, versehen mit einer Dampfschlange und einem Thermometer. 

In dem einen Bottich versetzte er 8 hl Vorderwürze bei 50 °C mit einer Reinkultur von 

„Bacillus Delbrücki“ zur Säuerung. Weitergeführt wurde die Säuerung, indem er 30–

50 l Sauergut im Bottich ließ und dazu frische Vorderwürze gab. Der zweite Bottich 

diente nur als Reserve. Also entstand eine kontinuierliche Kultur. Mit der Würze-

säuerung bezweckte er eine möglichst vollständige Ausscheidung des koagulier-

baren Eiweißes, um nachträglichen Trübungen vorzubeugen. Er stellte pH-Ver-

hältnisse fest, die den heutigen durchaus vergleichbar waren. Außerdem kam er zu 

dem Schluss, dass die mit Würzesäuerung hergestellten Biere denen geschmacklich 

weit überlegen waren, die ohne Säuerung hergestellt worden waren. Am Schluss 

seines Artikels nannte er aber zwei Gründe, die gegen das Verfahren sprechen: „ … 

Einmal ist es von der Steuerbehörde verboten worden, ... und zum anderen ist es mit 



1 Einleitung 

- 23 - 

namhaften Kosten verbunden. Bedenkt man, daß zur Säuerung von etwa 200 hl 12 

proz. Würze 8 hl Vorderwürze nötig sind, von denen etwa 5 bis 6 % Extrakt bei 

Bildung der Milchsäure verbraucht werden, so kann man sich daraus die jährlichen 

Kosten leicht berechnen. … “ (Lüers, 1920, S. 61) Außerdem war mittlerweile die 

billigere Wasserenthärtung mit Kalk gestattet und wegen des gerade beendeten 

Krieges waren die Rohstoffe teuer (Lüers, 1920). Schnegg (1922) berichtete über 

verschiedene Milchsäurestäbchen in natürlich gesäuerten Biermaischen und 

vermutete, dass ihr Eintrag in die Maischen über Gersten- und Malzstaub erfolgte. 

Als wichtigste Arten nannte er den „Bacillus Delbrücki“ und den „Bacillus lactis acidi“, 

welche sehr lange Zellen ausbildeten. Daneben war auch der kurzzellige „Bacillus 

acidi lacti“ anzutreffen, welcher jedoch im Gegensatz zu den Langstäbchen nur 

schwach säuerte. Außerdem war festzustellen, dass sich die Milchsäurebakterien der 

Maische in Bierwürze „ … wenigstens in der gewöhnlichen gehopften Würze ...“ nur 

schlecht vermehrten, jedoch in ungehopfter Würze besser gediehen (Schnegg, 1922, 

S. 411). 1925 publizierte Poulsen seinen 1924 in Kopenhagen gehaltenen Vortrag 

„Über die Säuerung der Maische“, in dem er zu den gleichen Ergebnissen wie die 

beiden vorgenannten Autoren kam. Bei karbonatreichen Wässern verbesserte die 

biologische Säuerung Geschmack, Farbe und Viskosität. Er erwähnte auch, dass 

das Verfahren in den Carlsberger Brauereien seit 1912 dauerhaft mit großem Erfolg 

angewandt wurde. Er ging ebenso auf die Übertragbarkeit dieses Verfahrens in 

andere Brauereien ein und kam zu dem Schluss, dass es überall da, wo helles Bier 

aus karbonatreichen Wässern hergestellt werden soll, kein einfacheres und billigeres 

Verfahren gäbe (Poulsen, 1925). 

1935 beleuchtete Schütza die theoretischen Hintergründe der biologischen 

Säuerung, um sie auch in damit unerfahrenen Betrieben einführen zu können, und 

berichtete hierin, dass die biologische Säuerung in den Brauereien Deutschlands ein 

bekannter Begriff geworden sei. Im selben Jahr berichteten auch Kolbach und 

Mitarbeiter von ihren Versuchen, die auf die Unterschiede zwischen Maische-

säuerung, Würzesäuerung und gemeinsame Anwendung beider Säuerungen 

eingingen (Kolbach et al., 1935). In Hennebergs „Handbuch der Gärungs-

bakteriologie“ (1926), sowie Lindners „Mikroskopische und biologische Betriebs-

kontrolle in den Gärungsgewerben“ (1930) ist davon allerdings noch nichts erwähnt, 

obwohl diese Werke als Standardliteratur des damaligen Fachmannes gelten 

müssen. Allerdings beschrieb Henneberg (1926) für Hefemaischen und Brennerei-
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maischen sehr ausführlich das Verhalten des „Milchsäurepilzes“ „Bacillus Delbrücki“ 

gegenüber Temperaturen und erkannte dessen Adaptationsfähigkeit an Säure. 

Joergensen erwähnte schließlich in „Die Mikroorganismen der Gärungsindustrie“ 

(1940) nützliche Milchsäurebakterien in der Brauerei und den „Bacillus Delbrücki“. Ab 

diesem Zeitpunkt wird über die Keime der biologischen Säuerung in der Brauerei-

literatur nur noch sporadisch berichtet. 

Erst ab Anfang der 60er Jahre wird das Thema wieder verstärkt aufgegriffen. So 

berichtet z. B. Vaitl über „L. delbrückii“: „ … Die Anreicherung erfolgt in ungehopfter 

Würze bei ca. 47 °C. Das eigentliche Temperaturoptimum liegt etwas darunter, doch 

wählt man die höhere Temperatur, um das Wachstum fremder Organismen, vor 

allem von Buttersäurebakterien, auszuschalten. … “ (Vaitl, 1961, S. 285). Ault 

lokalisierte „L. delbrückii“ in Biermaischen. Er betonte seine Hopfenempfindlichkeit, 

sein unglaublich schnelles Säuerungsvermögen und seine Temperaturtoleranz bis 

54 °C (Ault, 1965). Eschenbecher fand in L. delbrueckii Betriebskulturen immer 

Mischungen mit anderen, teils bierschädlichen, Bakterien. Tatsächlich konnte er aus 

keiner der untersuchten Kulturen L. delbrueckii isolieren, sondern er fand stattdessen 

L. casei. Er mahnt deshalb „ … zur besonderen Vorsicht bei der Auswahl der 

Säuerung dienenden delbrueckii-Stämme, sowie bei der Temperaturwahl und der 

biologischen Sammlungskultur Überwachung. Denn einmal kann es nicht gleichgültig 

sein, mit welchen Stoffwechselprodukten die Würze und dadurch möglicherweise das 

Bier infolge der Verwendung ungeeigneter Bakterienarten belastet ist. … “ 

(Eschenbecher, 1969, S. 15). Eher als Infektionskeim denn als nutzbringend, wird 

L. delbrueckii von McMurrough und Palmer betrachtet, die ihn zusammen mit 

Bacillus coagulans in der Guiness Brauerei in Dublin als säuerndes Bakterium aus 

„süßer“ Würze (Vorderwürze; Anm. d. Verf.) isolierten. Allerdings stuften sie die 

Schädlichkeit des Lactobacillus aufgrund seiner Hopfenempfindlichkeit, zu der sie 

eine Reihe von Versuchen durchführten, als gering ein (McMurrough und Palmer, 

1978). 

Als für die biologische Säuerung am besten geeignete Art nennt Back zunächst 

L. delbrueckii subsp. delbrueckii. Allerdings ergab seine Untersuchung zahlreicher 

„Delbrueckii-Kulturstämme“, dass es sich noch um andere Arten oder um Misch-

kulturen handelte. Am häufigsten fand er hier L. delbrueckii subsp. lactis (Weiss 

et al., 1983 [L. leichmannii]), L. casei subsp. rhamnosus, L. fermentum, 



1 Einleitung 

- 25 - 

L. amylovorus und gelegentlich auch L. helveticus (Back, 1988). Im Farbatlas und 

Handbuch der Getränkebiologie wird L. amylovorus als am häufigsten vorkommende 

Art genannt. L. fermentum und L. delbrueckii finden sich eher seltener (Back, 1994a). 

Nummer (1996) gibt als häufigste Lactobacillus-Arten der biologischen Säuerung 

ebenfalls L. delbrueckii und L. amylovorus an, und Bokulich und Bamforth (2013) 

nennen L. delbrueckii, L. fermentum und L. buchneri als häufigste Arten in 

gesäuerten Biermaischen. 

Physiologisch-biochemische und darauf folgende genotypische Untersuchungen 

einer Auswahl von Starterkulturen aus verschiedensten Brauereien zeigten schließ-

lich, dass fast 80 % alle Stämme nicht mit den genannten Arten übereinstimmen, und 

führten zur Neubeschreibung von L. amylolyticus (Bohak et al., 1998), einer in 

hohem Grade stärkeverwertende Art und damit prädestiniert für die industrielle 

Sauergutherstellung.  

Mittlerweile wurde L. amylolyticus auch in anderen Habitaten detektiert. So wurde er 

z. B. in Schnapsbrennereien in Weizenschlempen mittels Gensonden neben 

L. pontis als am häufigsten anzutreffender fermentierender Mikroorganismus nach-

gewiesen. Eine Überprüfung auf probiotische Eigenschaften (zur Verwendung bei 

Schweinemasten) blieb negativ (Pedersen et al., 2004). Des Weiteren erfolgte der 

Nachweis von L. amylolyticus als dominierende Spezies neben drei weiteren Arten, 

mittels REP-PCR, auch in französischen Sauerteigen. Im Besonderen wird auch hier 

die Fähigkeit der Stärkeverwertung vermerkt, die L. amylolyticus einen ökologischen 

Wettbewerbsvorteil gegenüber anderen Laktobazillen verschaffen könnte (Vera 

et al., 2012).  

1.2.2 Laktobazillen mit bierschädlichem Charakter 

Milchsäurestäbchen stellen die gefährlichste Gruppe von Kontaminanten in der 

Brauerei dar. Sie sind mikroaerophil oder fakultativ anaerob, weshalb eine Konta-

mination während des gesamten Produktionsweges auftreten kann. Sie trüben das 

Bier, bilden teilweise unerwünschte Stoffwechselprodukte und führen durch die 

Bildung von Milchsäure zum sogenannten Umschlagen, welches bereits im Jahr 

1857 von Pasteur in „Mémoire sur la fermentation appelée lactique“ behandelt 

wurde. Hierin bezeichnete er die gefundenen Bakterien als „Milchsäure-Hefe“. 1878 
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(„Études sur la bière“) veröffentlichte er dann die ersten Zeichnungen der stäbchen-

förmigen Bakterien (Joergensen, 1909). 

Die erste Reinzucht eines Lactobacillus-Stammes gelang Henry van Laer 1892 aus 

belgischem obergärigem Bier. Er nannte ihn „Saccharobacillus pastorianus“ (van 

Laer, 1892). Dieser Name wurde von den ihm folgenden Wissenschaftlern 

übernommen. Henneberg untersuchte diesen Organismus ab 1901 eingehender, 

nannte ihn „S. pastorianus [van Laer]“ und glaubte im Berliner Weißbier eine 

Variation gefunden zu haben, die er „S. pastorianus var. berolinensis“ nannte, welche 

im Weißbier erwünscht sei. Sie sei u. a. für den charakteristischen säuerlichen 

Geschmack verantwortlich. Aus belgischem Bier isolierte er auch Kulturen, die sich 

morphologisch von dem ersten unterschieden. Sie bestanden nur aus Kurzstäbchen. 

Er nannte sie „S. pastorianus var. “. Die erstere der beiden Bakterien und deren 

kleinere Form sind laut Henneberg dem Hopfen gegenüber recht unempfindlich, die 

zweite entwickelte sich z. B. in stark gehopftem Bier gar nicht (Henneberg, 1901). 

Diese und weitere Untersuchungen in seiner 1903 veröffentlichten, ausführlicheren 

Arbeit über die Milchsäurebakterien ließen Henneberg annehmen, es mit zwei 

wirklich verschiedenen Subspezies zu tun zu haben (Henneberg, 1903). 

Schönfeld und Rommel (1902) beschrieben einen im (gehopften) Lagerbier vorkom-

menden „Bacillus fasciformis“. Dieser ist laut Henneberg wiederum eine Varietät des 

Bazillus des Berliner Weißbieres: „S. pastorianus var. berolinensis fasciformis“. Er 

erwähnte aber auch, dass Stämme existieren, die gegen Hopfen empfindlich seien 

(Henneberg, 1909). Diese Erwähnung deutet darauf hin, es generell mit nur einer 

Spezies zu tun zu haben, die in verschiedenen Stämmen auftritt und je nach 

Kulturmedium unterschiedliche Gestalt besitzt. Die Unterscheidung fand damals ja 

hauptsächlich nach morphologischen und physiologischen Gesichtspunkten statt. So 

ist laut Rogosa und Hansen (1971) auch „Betabacterium breve“ [Orla-Jensen 1916], 

welches nach Henneberg (1926) in Sauerteig und altem Käse vorkommt, mit den 

oben genannten Bakterien identisch. Die von van Laer 1892 als „Saccharobacillus 

pastorianus“ beschriebene und laut Bergey et al. (1923) in „Lactobacillus 

pastorianus“ umbenannte Art galt lange als die fast ausschließlich vorkommende 

bierverderbende Stäbchenform. Dies wurde so auch von Shimwell angenommen. 

Jedoch vertrat dieser gleichzeitig die Meinung, dass auch andere Milchsäure-

bakterien im Bier wachsen könnten, welche noch zu klassifizieren wären (Shimwell, 
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1948). Eine Bestätigung dieser Annahme erfolgte durch den Nachweis von 

L. malefermentans und „L. parvus“ (Russell und Walker, 1953a und 1953b), 

„L. frigidus“ (Bhandari und Walker, 1953), und später dann L. brevis (Moore und 

Rainbow, 1955). „L. frigidus“, ein Isolat aus Hefe, zeigte optimales Wachstum bei 22 

bis 23 °C, erwies sich jedoch als sehr hopfenempfindlich. Bhandari und Walker 

(1953) konstatierten, dass van Laers „L. pastorianus“ „L. frigidus“ am nächsten käme. 

„L. pastorianus“ besitze jedoch ein deutlich höheres Temperaturoptimum und 

fermentiere andere Zucker. Bhandari gibt 1954 einen guten Überblick über die bis zu 

diesem Zeitpunkt als Kontaminanten in Würze, Bier und Hefe aufgefundenen 

Laktobazillen: Die Arten L. delbrueckii, „L. leichmannii“, „L. pastorianus“ (und Varie-

täten von diesem [ebenda, S. 29]), „L. bifidus“, L. buchneri, „L. parvus“, 

L. malefermentans, „L. frigidus“ und L. plantarum wurden als bierschädlich eingestuft, 

wobei „L. leichmannii“ und L. plantarum auch in Würze wuchsen. Außerdem wurde 

vermerkt, dass „L. brassicae fermentatae“, L. helveticus, L. casei und 

„L. pentoaceticus“ sich an ungehopftes Bier gewöhnen ließen (Bhandari et al., 1954).  

Viele der oben genannten Bakterien wurden später schließlich von Rogosa und 

Hansen (1971) in ihrer „Nomenclatural Considerations of Certain Species of 

Lactobacillus Beijerinck“ L. brevis zugeordnet. 

Ob „L. pastorianus“ überhaupt als Bierschädling einzustufen ist, wurde durch 

Arbeiten von Carriere (1959) angezweifelt, der feststellte, dass alle von ihm unter-

suchten Stämme zu zwei Drittel L. brevis und der Rest L. plantarum zuzuordnen 

waren. Dies wurde auch durch Rogosa und Sharpe (1959) bestätigt, die 

„L. pastorianus“ niemals nachweisen konnten, jedoch L. brevis und gelegentlich 

L. buchneri fanden. 

Eschenbecher berichtet 1966: „ … Als Ergebnis der kritischen jüngsten Entwicklung 

ist festzustellen, daß die Biermilchsäurestäbchen im wesentlichen denselben 

Lactobacillus-Arten angehören wie die Weinschädlinge: L. brevis (dominierend), 

L. buchneri und L. plantarum (ebenfalls häufig). … “ (Eschenbecher, 1966, S. 244). 

Zusammenfassend kam Eschenbecher 1968 und 1969 zu folgenden Schlüssen:  
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1) „L. pastorianus“ soll nicht länger als existent betrachtet werden, da diese Art aus 

keiner einzigen Bierprobe isoliert werden konnte. 

2) Die bierschädlichen Milchsäurestäbchen gehören folgenden Arten an: 

 L. casei (42,7 % der untersuchten Mikroorganismen) mit den Subspezies 

casei und „fusiformis“ 

 L. coryniformis (9,1 %) mit den Subspezies coryniformis und torquens 

 L. plantarum (0,9 %) 

 L. buchneri (7,3 %) 

 L. brevis (37,9 %) 

 „L. brevis var. lindneri“ (2,1 %). 

Interessant ist ein Blick auf den Stand der Forschung über die bierschädliche Flora in 

Großbritannien bis zur Mitte der 60er Jahre. In seinem Review bemängelt Ault, dass 

die letzten 10 bis 15 Jahre kaum ein Fortschritt bei der Kenntnis der Bierschädlinge 

zu vermerken sei, und stellt fest: „ … It would be a very great mistake to assume, 

however, because little further work is apparently being carried out on spoilage 

bacteria, that they no longer present any problems. ... “ (Ault, 1965, S. 377). Nach 

Ault handelt es sich bei den Hauptverderborganismen in englischen Bieren um 

„L. pastorianus“ [van Laer] und dessen Varietät „L. pastorianus var. braunii“, eine 

schleimbildende „Mutante“. Beide treten bereits in der Anstellhefe und im 

Lagerkellerbier auf. Außerdem wird von einem hopfen- und alkoholtoleranten 

„L. diastaticus“ berichtet, der sich nur in seiner Fähigkeit der Stärkeverwertung von 

„L. pastorianus“ unterscheidet. Schließlich finden noch zwei nicht näher identifizierte 

homofermentative Lactobacillus-Stämme sowie ein Diacetyl bildender Laktobazillen-

Stamm Erwähnung. (Ault, 1965) 

Neuere Untersuchungen zu van Laers Stamm „Lactobacillus pastorianus“, der als 

Lactobacillus sp. DSM 20197, L. brevis ATCC 8291, „L. pastorianus’’ CECT5926, 

L. brevis JCM 1113 und „L. pastorianus’’ LMG 11990 hinterlegt ist, belegen, dass 

dieser Stamm Lactobacillus paracollinoides entspricht (Ehrmann und Vogel, 2005). 

Lactobacillus casei war bis in die 30er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts noch 

nicht als Bierschädling identifiziert worden. Entdeckt wurde er, wie viele Milchsäure-

bakterien, von Orla-Jensen 1916. Er nannte ihn „Bacterium casei “, reihte ihn 1919 

unter die Gattung „Streptobacterium“ ein und nannte ihn von da ab „Streptobacterium 
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casei“ (LPSN, abgerufen Dez. 2014). Sein Fundort war Käse und Kefir (Henneberg, 

1926). Ähnlich verhält es sich bei L. plantarum. Orla-Jensen nannte ihn 1919 

„Streptobacterium plantarum“ (LPSN, abgerufen 12/2014), sein Fundort war Milch 

und Sauerkohl (Henneberg, 1926). L. plantarum wurde von Shimwell 1948 als 

Bierbakterium aus Würze oder Maische erkannt, aber nicht als bierschädlich 

angesehen. Die Erstnennung von Lactobacillus coryniformis erfolgte im Jahr 1965 

(Abo-Elnaga und Kandler). Die von Eschenbecher 1969 als „L. casei  ssp. fusiformis“ 

bezeichnete Art findet übrigens keinerlei Erwähnung mehr in der weiteren Literatur. 

Die erstmalige Beschreibung von Lactobacillus lindneri erfolgte durch Henneberg 

1901 als „Bacillus lindneri“. Diese Art wurde aus hellem Lagerbier isoliert, wo sie 

Trübungen hervorrief und das Umschlagen bewirkte. Auch im Berliner Weißbier 

wurde sie, vergesellschaftet mit „Saccharobacillus pastorianus var. berolinensis“, 

gefunden. „Bacillus lindneri“ wurde hier aber nicht als Schädling betrachtet (Henne-

berg, 1901). Lindner beschrieb das Temperaturoptimum (21 °C) und das 

Temperaturmaximum (35 °C) (Lindner, 1905, 1909). L. lindneri kann in den unter-

schiedlichsten Formen auftreten, was auch Henneberg schon 1926 vermerkte. In 

Hefeextraktlösungen fand er z. B. fast runde, kokkoide Formen, in Bier hingegen 

langgestreckte Zellen oder Zellfäden. Henneberg nannte Lactobacillus lindneri 

allerdings „Bacterium lindneri“ (Henneberg, 1926). Gute Übereinstimmung besteht zu 

den von Eschenbecher unter dem Namen „Lactobacillus brevis var. lindneri“ 

(Eschenbecher, 1968) beschriebenen bierschädlichen Isolaten. Kulturen aus 

Sauerteig, die von Spicher als L. lindneri bezeichnet wurden (Spicher et al., 1978), 

sind „L. sanfrancisco“ zuzuordnen (Weiss et al., 1984), der zu L. sanfranciscensis 

korrigiert wurde (Trüper et al., 1997). Auch Schillinger (1985) erkannte L. lindneri als 

eigenständige Art und beschrieb ihn sowohl aufgrund seiner physiologisch-

biochemischer Merkmale als auch mit DNS-DNS-Hybridisierungsstudien, als eine in 

sich homogene Gruppe von Bierisolaten. Die valide Beschreibung von L. lindneri als 

Revival erfolgte durch Back et al. (1996) und stellt einen Teil dieser Arbeit dar. 

Eine weitere obligat bierschädliche Art wird von Back „L. brevisimilis“ genannt (Back, 

1987), wobei aber keine Validierung erfolgte. Diese Art ist aufgrund hoher Nährstoff-

ansprüche nur schwer kultivierbar und wächst langsam (Back, 1987). In der DSMZ 

ist sie unter der Nr. 6265 als Lactobacillus sp. L215 hinterlegt. Eine Wiederbelebung 

von L. malefermentans (Russell und Walker, 1953a), mit gleichzeitiger Zuordnung 
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von „L. parvus“ (Russell und Walker, 1953b) zu L. malefermentans, erfolgte durch 

Farrow et al. (1988). In derselben Veröffentlichung beschreiben diese Autoren auch 

die neue Art L. parabuchneri, der sie nunmehr auch „L. frigidus“ (Bhandari und 

Walker, 1953) zuordneten. L. malefermentans hat in der Brauerei nur eine 

untergeordnete Bedeutung (Hutzler et al., 2013) und es lassen sich auch keine 

neueren Berichte über sein Vorkommen im Bier finden. 

Laut Back sind bis 1994 nur insgesamt sieben Lactobacillus-Arten als Bierschädlinge 

relevant: L. brevis als häufigster Bierverderber, „L. brevisimilis“, „L. frigidus“, 

L  lindneri, L. casei, L. coryniformis und L. plantarum, wobei letztere drei Arten als 

potentiell bierschädlich gelten (Back, 1994a). Damit wird L  curvatus, der von Back 

1981 noch als Bierschädling eingestuft wurde, nicht mehr als solcher berücksichtigt. 

Backs „L. frigidus“ steht in keinem direkten Bezug zu dem 1953 durch Bhandari et al. 

beschriebenen „L. frigidus“. Nach Back ist „L. frigidus“ obligat heterofermentativ und 

unterscheidet sich von L. brevis insbesondere durch Kapselbildung (Schleimbildung) 

und positiver Melezitose-Vergärung (Back, 1994a). „L. frigidus“ findet sich wieder als 

Synonym für L. parabuchneri (Farrow et al., 1998) mit der DSM Nr. 5707T, wird aber 

auch in der Historie von L. brevis DSM Nr. 6235 als von Back hinterlegter 

„L. frigidus“-Stamm D13 aufgeführt. Die aus dem Brauereiumfeld isolierte und schwer 

kultivierbare Art L. paracollinoides wird im Gegensatz zu L. collinoides von Suzuki als 

obligat bierschädlich gewertet (Suzuki et al., 2004a und b) und ergänzt damit die 

Liste der bierverderbenden Laktobazillen. Des Weiteren wurde auch die aus 

Sauerteig isolierte und von Corsetti et al. (2005) als „L. rossii“, dann im gleichen Jahr 

korrigiert zu L. rossiae, beschriebene Laktobazillen-Art in Weißbieren als 

schleimbildender Schadorganismus detektiert. Diese Spezies ist dem „Bacillus 

viscosus I und II“ [van Laer] nicht unähnlich, welcher schwach gehopfte, obergärige 

belgische Biere „Langwerden“ ließ (Lindner, 1930). Aus chinesischen Bieren wurden 

erstmals von Qian Stämme von L. acetotolerans mit bierschädlichem Charakter 

isoliert (Qian, 2009) und später von Deng et al. (2014) als solche bestätigt. Hutzler 

findet L. acetotolerans auch in deutschem, normalem und alkoholfreiem Weizenbier 

als potentiellen, langsam wachsenden Bierschädling (Hutzler, 2011). L. paucivorans 

wurde von Ehrmann et al. im Lagerkellerbier gefunden. Sie stuften dessen Bier-

schädlichkeit als ziemlich schwach ein (Ehrmann et al., 2010b). Im Gegensatz dazu 

befindet Hutzler L. paucivorans als obligat bierschädlich (Hutzler et al., 2013). Zu den 

bierschädlichen Laktobazillen zählen außerdem die im Rahmen dieser Dissertation 
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neu beschriebenen Arten L. perolens (Back et al., 1999) und L. backii (Bohak et al., 

2006; Tohno et al., 2013). Ersterer wurde zuerst als obligater Verderborganismus in 

alkoholfreien Getränken entdeckt und dann als potentieller Bierschädling in 

Weißbieren wiedergefunden. Die Erstbeschreibung von L. backii erfolgte durch die 

Promovendin als „L. backi“ (Bohak et al., 2006), der später unter Namenskorrektur 

als L. backii validiert wurde (Tohno et al., 2013). L. backii wächst als obligater 

Bierschädling ohne längere Adaptationsphase auch in stark gehopften Bieren. 

Schließlich wird noch vom Auffinden von L. parabrevis (Vancanneyt et al., 2006) in 

einer untergärigen Lagertankprobe sowie einer abgefüllten Flasche berichtet. 

L. parabrevis verursachte hier leichte Trübungen (Hutzler, 2014). Nähere Angaben 

zum Schädlichkeitspotenzial dieser Art werden jedoch nicht getroffen. 

Die aktuell als bierschädlich bekannten Lactobacillus-Arten, unter Angaben ihres 

Bierschädlichkeitpotenzials bei Berücksichtigung der Hopfen- und Alkoholtoleranz, 

sowie die Einstufung als Primär- oder Sekundärkontamination sind der Tabelle 4 zu 

entnehmen.  

Tab. 4: Aktuelle Übersicht über bierschädliche Laktobazillen und ihre Eigenschaften 
(Ausschnitt aus: Hutzler et al., 2013). Die durch die Promovendin beschriebenen Arten sind 
mit einem Stern gekennzeichnet. 

 

Abkürzungserklärungen zur Tabelle 4:  
++ = sehr hoch/stark, + = stark/hoch oder positiv, +/– = positive Tendenz oder die über-
wiegende Anzahl der Stämme oder Adaptation erforderlich, v = variabel, –/+ = negative 
Tendenz oder wenige Stämme oder starke Adaptation erforderlich, – = negativ oder kein 
Wachstum, p = Primärkontamination, s = Sekundärkontamination, s>p = mehr Fälle als 
Sekundärkontamination beobachtet, p>s = mehr Fälle als Primärkontamination beobachtet 
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1.3 Nachweis- und Identifizierungsmethoden in der Brauerei 

Nachweismethoden für Mikroorganismen müssen je nach Anwendungsbereich 

verschiedenen Anforderungen gerecht werden. Dazu gehört neben der Über-

wachung der Reinheit und des Wachstums von Produktionsstämmen (Nutz-/Kultur-

stämmen) auch eine gezielte Detektion und Identifizierung unerwünschter Mikro-

organismen. Dies stellt eine besondere Herausforderung dar, da zum einen meist 

zunächst nur eine Spurenverkeimung vorhanden ist, und zum anderen bier-

schädliche Mikroorganismen im hefehaltigen Bereich mit Kulturhefen in direkter 

Konkurrenz um Nährstoffe und Suppline stehen. Für die Qualitätssicherung im 

Getränkebetrieb ist es zunächst wichtig, dass Aussagen über die mikrobielle 

Belastung der Rohstoffe und des Produktes während der einzelnen Prozessschritte 

sicher getroffen werden können, da hier im Befundfall vor der Abfüllung auf Flaschen 

oder Kegs noch relativ leicht Einfluss auf das Produkt genommen werden kann. Der 

Zeitfaktor spielt in diesen Stadien der Produktion keine große Rolle und die Nach-

weismethoden basieren im Allgemeinen auf qualitativen Anreicherungen. Ab dem 

Prozess der Bierfiltration oder Zentrifugation, über die Zwischenlagerung in Druck-

tanks, bis hin zur Getränkeabfüllung muss allerdings ein Nachweis im Spurenbereich 

und eine Keimidentifizierung sehr rasch erfolgen, da vor der Getränkeauslieferung 

kaum mehr Zeit für effektives Agieren bleibt. Deshalb ist hier der Einsatz von 

Schnellnachweismethoden sinnvoll, ebenso wie hier eine Quantifizierung der vor-

handenen Keime für die Einschätzung der Dauer der Produktstabilität hilfreich sein 

kann.  

Neben der Produktkontrolle spielt unter dem Aspekt von Sekundärkontaminationen, 

die meist von Biofilmen ausgehen (Back, 1994b), die Kontrolle der Betriebshygiene, 

insbesondere im Abfüllbereich, eine große Rolle und gehört ebenso wie erstere im 

Rahmen von HACCP-Konzepten zu den Sorgfaltspflichten jedes Getränkebetriebes. 

Biofilme stellen im natürlichen Milieu die bei weitem wichtigste Lebensweise vieler 

Mikroorganismen dar. Durch die oft enge räumliche Nähe bestimmter Bakterien 

können sich Gemeinschaften entwickeln, die in komplexer Weise kooperieren und 

interagieren (Szewzyk und Szewzyk, 2003). Ein Beispiel für die Interaktion von 

Bakterien in Biofilmen ist die Entwicklung der streng anaeroben Bierschädlinge 

Pectinatus und Megasphaera in Schmutznischen im Abfüllbereich von Brauereien 

(Back, 1994b und 1994c; Mamvura et al., 2011; Beckmann, 2012). Die in Biofilmen 
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vorliegenden Mikroorganismen bilden Mikrokonsortien und geben sich gegenseitig 

Schutz vor ungünstigen Umweltbedingungen. Sie sind dadurch um ein Vielfaches 

schwieriger abzutöten als planktonisch vorliegende Keime (Hall-Stoodley et al., 

2004). Daher gilt der Überwachung bez. der Entstehung und der Bekämpfung von 

Biofilmen im Betrieb besondere Aufmerksamkeit (Back et al.; 1998a und 1999a; 

O’Rouke, 2000; Storgårds, 2000; Back, 2003; Storgårds und Priha, 2009; Bohak 

et al., 2011a; Bohak und Back, 2011b; Schropp et al., 2013; Mortensen, 2014; 

Schnick et al., 2014). In diesem sekundärkontaminationsgefährdeten offenen 

Brauereibereich reicht gewöhnlich die Erfassung unspezifischer Verkeimungen, wie 

z. B. Essigsäurebakterien, oder organischer Ablagerungen als Hinweis auf 

mangelnde Hygiene und auf das Vorhandensein potentieller Schwachstellen. Hier 

spielt neben der Anwendung von Abstrichtupfern (Back, 2003) auch die ATP-

Messung eine gewisse Rolle (s. Kap. 1.3.2.1). 

Für einen getränkeproduzierenden Betrieb dient der Nachweis von relevanten Mikro-

organismen letztlich der Aufrechterhaltung der Produktqualität. Dazu sind zum einen 

die Dauer der Nachweisverfahren und die Nachweiszuverlässigkeit von großer 

Bedeutung und zum anderen die Beurteilung der Schädlichkeit der nachgewiesenen 

Keime, die meist Keimidentifizierungen erforderlich macht. 

Im Folgenden wird ein Überblick über Verfahren zur Keimdetektion und Keim-

identifizierung mit Fokus auf bierspezifische Mikroorganismen gegeben. 

1.3.1 Kulturelle Methoden 

Klassische Nachweisverfahren finden in Verbindung mit einer mikroskopischen End-

kontrolle, aufgrund der einfachen Handhabung und umfangreicher Erfahrungen, in 

der Brauereipraxis weiterhin verbreitet Anwendung. Als kulturelle Methoden kommen 

am häufigsten Plattenkulturen (Guss-, Ausguss- und Membranfilterkulturen) zum 

quantitativen und Flüssiganreicherungen (Produktproben, Wischproben) zum qualita-

tiven Keimnachweis zum Einsatz, wobei im Brauereibereich vor allem NBB-Medien 

verwendet werden (Back, 1994a, 2005). Die Wahl geeigneter Anreicherungsmedien 

bzw. deren Optimierung/Modifizierung sowohl im Hinblick auf die Evaluierung des 

bierschädlichen Charakters der Bakterien als auch auf die notwendigen Voranrei-

cherungen für molekularbiologische Schnellnachweismethoden, beeinflussen dabei 



1 Einleitung 

- 34 - 

den Nachweis von bierschädlichen Mikroorganismen bedeutend. Diesbezüglich 

wurde und wird regelmäßig referiert (Nishikawa und Kohgo, 1985; Jespersen und 

Jacobsen, 1996; Storgårds et al., 1998; Suzuki et al., 2008; Haakensen et al., 2009b; 

Hutzler, 2010; Taskila et al., 2010 und 2011; Bohak et al., 2012; Deng et al., 2014). 

Um die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von Mikroorganismen im Spurenbereich 

zu verbessern (Birkenstock, 2010), ist im Vorfeld der Probenverarbeitung auch eine 

Erhöhung der zu untersuchenden Probenvolumina sinnvoll (Strachotta, 2004; Kötke, 

2012). Hierzu haben sich in der Brauerei- und im Getränkebetrieb Dauerprobe-

nahmesysteme etabliert, die, kontinuierlich oder getaktet, über komplette Chargen 

einen Probendurchschnitt aus den produktführenden Rohrleitungen entnehmen 

(Molzahn und Portno, 1975; Birkenstock, 1980; Back und Pöschl, 1998b und 1999b; 

Pöschl, 2000; GEA-Tuchenhagen, 2014; Schütt, 2014). Eine mechanische Auf-

konzentrierung von Keimen wird bei klaren Bierproben vor der Anreicherung im 

Normalfall über Membranfiltrationen (0,45 µm) erzielt. Da diese Möglichkeit im 

Hefebereich und bei trüben Bieren nicht gegeben ist, werden diese gewöhnlich mit 

Flüssigmedien versetzt, wobei machmal im Vorfeld eine Sedimentation oder 

Zentrifugation erfolgt (Back, 1994a). 

Nach dem kulturellen Nachweis stehen zur Identifizierung bestimmter Keimgruppen 

kommerzielle Test-Sets (z. B. API-Systeme, BioMerieux, Frankreich) zur Verfügung, 

in denen Schlüsseltests kombiniert vorliegen. Zur Vermeidung von Fehldiagnosen 

sollte eine Identifizierung auf mindestens 20 physiologisch-biochemischen Merk-

malen basieren (Back, 1994a). Es ist anzumerken, dass eine Identifizierung von 

getränkespezifischen Mikroorganismen mit diesen Test-Sets allerdings häufig zu 

schwer interpretierbaren oder irreführenden Resultaten führt, da sie oft auf die 

Erfassung klinischer Isolate ausgelegt sind und den Ansprüchen von Isolaten aus 

Getränken nicht genügen (Anm. d. Verf.). Kulturelle Anreicherungen können, je nach 

Höhe der Ausgangskeimzahl, nach Keimart und dem physiologischen Keimzustand 

drei bis sieben (zehn) Tage in Anspruch nehmen. Anschließende Identifizierungs-

verfahren, basierend auf physiologisch-biochemischen Tests, benötigen denselben 

Zeitaufwand. Für eine Echtzeiterfassung („real-time-monitoring“) oder eine schnelle 

Prozesskontrolle kommen sie also nicht in Frage. Hier ist der Einsatz von Schnell-

methoden wünschenswert. 
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1.3.2 Alternative Methoden unter dem Aspekt Schnellnachweis 

Nach Zschaler sind mikrobiologische Schnellmethoden definiert als „ … 1. sehr 

schnelle Verfahren, d. h. Verfahren, deren Ergebnisse bereits in weniger als einer 

Stunde vorliegen, 2. Schnellverfahren, deren Ergebnisse innerhalb von vier bis acht 

Stunden vorliegen, und 3. länger dauernde Verfahren, die die Resultate nach 12, 48 

oder auch erst nach 72 Stunden anzeigen. … “ (Zschaler, 2004, S. 305). Ideal wäre 

eine Analysenmethode, welche einfach, sensitiv, spezifisch, nicht-destruktiv, 

quantitativ, leicht in den Produktionsprozess integrierbar, billig und womöglich ohne 

aufwendigen Reagentieneinsatz schnelle zeitnahe Ergebnisse liefert (Ellis und 

Goodacre, 2001; Brandl, 2006).  

Im Folgenden wird ein Überblick über die brauereirelevanten Methoden gegeben, 

welche diesen Definitionen zumindest in Teilen nahe kommen.  

1.3.2.1 Unspezifische und chemotaxonomische Methoden 

Eine direkte Bestimmung von Bakterien mittels Thoma-Zählkammer oder automati-

sierten Zellzahlmessgeräten kommt für die Qualitätskontrolle in der Brauerei nicht in 

Frage, da hier Aussagen erst ab ca. 100.000 Zellen/ml möglich sind und aufgrund 

fehlender Selektivität keine Keimzuordnung erfolgen kann. Dies gilt auch für das 

DEFT-Verfahren (Direkte Epifluoreszenz Filter Technik) (Schmidt, 1992). Allerdings 

eignet sich das DEFT-Verfahren zur Detektion lebensfähiger, aber nicht kultivierbarer 

Mikroorganismen (VBNC-Status: viable but non-culturable), da diese Keime weiterhin 

Esteraseaktivität aufweisen und fluoreszenzmarkierte Ester hydrolysieren (Millet und 

Lonvaud-Funel, 2000). Hutter berichtet von einer direkten Einfärbung von auf Mem-

branfiltern gesammelten Bakterien mit Fluoreszenzfarbstoffen und anschließender 

automatisierter bildanalytischer Datenverarbeitung mittels Auflichtfluoreszenzmikro-

skopie („Kontaminationsscreening“). Die Klassifizierung erfolgt hier über die 

Zellmorphologie (Hutter, 2000). Bei dem AFT-Verfahren (Anreicherungs-Fluores-

zenz-Test) und bei der MMCF-Methode (Membranfilter-Mikrokolonie-Fluoreszenz 

Methode) werden Bierproben filtriert und ein bzw. zwei Tage inkubiert. Allerdings ist 

der Nachweis unspezifisch und setzt Mindestzellzahlen von 5 × 103 voraus (Rinck 

und Wackerbauer, 1987; Rusch und Krämer, 1990). Noch höhere Zellzahlen werden 

für Methoden benötigt, die auf der Erfassung von Stoffumsetzungen durch 
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Mikroorganismen, wie z. B. gaschromatographische Bestimmung von organischen 

Säuren (Forster und Andersen, 1999) oder pH-Wert-Veränderungen (Schmidt, 1992) 

beruhen. Das gilt auch für das Impedanzverfahren, welches mikrobiell bedingte 

Leitwertänderungen in nicht-selektiven und damit unspezifischen Anreicherungs-

medien online erfasst (Vogel und Bohak, 1990). Eine weitere Methode zur Erfassung 

der metabolischen Aktivitäten von L. brevis Stämmen direkt in Bier und ihre 

Zuordnung zu Schädlichkeitskategorien beschreiben Preissler et al. (2010). Hier wird 

NADH2 mittels des Redoxindikators Resazurin aufgezeigt und kann optisch über 

Farbumschlag ausgewertet werden. Asano et al. verfeinerten die Mikrokolonie-

Methode durch Einfärbung lebenden Zellmaterials mit Carbofluoresceindiacetat 

(CFDA) und schlossen eine Identifizierung mittels Gensonden an (Asano et al., 

2009). Das Prinzip der MMCF-Methode wurde noch einmal von Valton-El Khoury 

et al. (2012) mit der Betonung auf Entwicklung eines „Nicht destruktiven 

Schnellnachweises“ aufgegriffen, der auf der Verwendung nicht-zellschädigender 

Fluoreszenzmarker beruht und mittels der Milliflex® Quantum-Plattform durchgeführt 

wird. 

Die ATP-Biolumineszenz-Methode dient in erster Linie zur unmittelbaren Auffindung 

unspezifischer mikrobieller und/oder organischer Verunreinigungen. Deshalb wird 

dieses Verfahren insbesondere für das direkte Hygienemonitoring von Spül-

wasserproben und Oberflächen im Produktions- bzw. Abfüllbereich eingesetzt 

(Werlein et al., 1997; Grünewälder und Laaff, 1998; Quain, 1999; Odebrecht et al., 

2000; Satoh et al., 2004;). Schwill-Miedaner und Eichert (1998) testeten die 

Biolumineszenz-Methode auf ihre Tauglichkeit zur Schankanlagenkontrolle. 

Dowhanick et al. (1995), Takahashi et al. (1999 und 2000), Sakakibara et al. (2002) 

und Denoya et al. (2011) setzen sie für Sterilitätsbestimmungen zur Produktfreigabe 

ein. Bei der Überprüfung von möglichen Energieressourcen für bierschädliche Milch-

säurebakterien entdeckten Suzuki et al., dass ein Wachstum mit der Freisetzung 

nicht unerheblicher Mengen ATP einherging. Sie schlugen deshalb ein ATP 

Screening vor, vermerkten aber, dass auch nicht bierschädliche Mikroorganismen 

zur ATP-Produktion fähig seien (Suzuki et al., 2005a). Dass das ATP-Verfahren zum 

Nachweis von relevanten Bakterien direkt im Bier nicht geeignet ist, wird in der Arbeit 

von Zarnkow et al. (2000) explizit dargestellt. 
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Chemotaxonomische Methoden, wie die Py-MS (pyrolysis mass spectrometry), die 

FAME (whole cell fatty acid analysis) (Beverly et al., 1997) und die FT-IR (Fourier 

transform infrared) Spektroskopie (Curk et al., 1994) ermöglichen schnelle und gute 

Identifizierungen von Milchsäurebakterien auf Spezies-Ebene. Die Methoden 

zeichnen sich durch ihre Nachweisschnelligkeit aus. Allerdings sind hohe Keim-

zahlen erforderlich. Zudem sind kostenintensive Anschaffungen nötig, und es wird 

ausgebildetes Personal für die Datenauswertung und für die Interpretation der 

Resultate vorausgesetzt (Ellis und Goodacre, 2006). Die SDS-Page 

Ganzzellproteinanalyse erlaubt ebenfalls die Identifizierung auf Spezies-Ebene, 

allerdings ist die Auftrennung sehr nah verwandter Stämme nicht immer fehlerfrei 

(Gancheva et al., 1999). Auch für diese Analysenmethoden werden hohe Zellzahlen 

(ca. 107) benötigt, und die Vor- und Aufbereitung der Proben ist aufwendig (Pot et al., 

1994). Ebenfalls eine gute Keimidentifizierung auf Spezies-Ebene erlaubt das Matrix-

Assisted-Laser-Desorption/Ionization-Time-of-Flight Mass Spectrometry Verfahren 

(MALDI-TOF MS). Bei dieser, erst seit wenigen Jahren zur bakteriellen Diagnostik 

hinzugezogenen Analysenmethode, werden die ribosomalen Proteine und Peptide 

der Bakterien mit Laser beschossen, ionisiert und im elektrischen Feld beschleunigt. 

Die Flugzeit, auf die sowohl die Masse als auch der Ionisierungsgrad der Proteine 

Einfluss nehmen, wird im Vakuum exakt gemessen. Damit lassen sich Gesamt-

spektren als Spezies-spezifische „Fingerabdrücke“ von Bakterien erstellen. Die 

Dauer der Analyse wird mit 5 bis 15 Minuten angegeben, wobei ca. 104 bis 106 

Bakterien vorhanden sein müssen (Schubert und Wieser, 2010). Wieme et al. (2014) 

gelangen gute Differenzierungen von brauereispezifischen Laktobazillen auf 

Spezies-Level mittels MALDI-TOF MS. Sie halten die Analyse mit MALDI-TOF MS 

für eine schnelle und spezifische Methode zur Identifizierung von bierspezifischen 

Bakterien und, auch aufgrund des hohen Probendurchsatzes, durchaus geeignet für 

einen routinetauglichen Einsatz in der Brauerei. Allerdings sind die Kosten für die 

instrumentelle Ausstattung hoch und ein Spurennachweis ist nicht gegeben (Wieme 

et al., 2014). Ein großes Potenzial der MALDI-TOF MS Methode sehen Kern et al. 

(2014a), denen im Falle von Pectinatus spp. eine Differenzierung auf Stammebene 

gelang, bez. der Rückverfolgbarkeit und Lokalisation von Kontaminationen. Dieselbe 

Forschergruppe beschreibt außerdem eine gute Keimzuordnung verschiedener nicht-

bierschädlicher und bierschädlicher L. brevis-Stämme auf Stammebene. Sie 

berichtet darüber hinaus, dass sich in den MALDI-TOF Profilen Clusterbildungen 
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ausmachen lassen, die in Zusammenhang mit den unterschiedlichen Bierschädlich-

keitspotenzialen der analysierten Stämme stehen (Kern et al., 2014b). Schumann 

et al. (2013) bestätigen die Möglichkeit der Stammdifferenzierung in bestimmten 

Fällen, weisen aber darauf hin, dass hierzu sehr komplexe Evaluierungen der 

Massenspektren erforderlich sind. Die Methode erweist sich auch als geeignet für 

eine schnelle Zuordnung von Milchsäurebakterien, die als Starterkulturen bei der 

Fermentation von Zerealien dienen (Sora-Yao et al., 2014). Für die Anwendung der 

MALDI-TOF MS Methode ist speziell geschultes Personal erforderlich und die 

Investitionskosten für das Analysensystem bewegen sich im sechstelligen 

Eurobereich (Kruska und Schneegans, 2010). 

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass die genannten Nachweise teilweise 

hohe bis sehr hohe Ausgangskeimzahlen, verbunden mit entsprechend langen 

Anreicherungszeiten, voraussetzen. Zum Teil sind die Kosten für die instrumentelle 

Ausstattung sehr hoch. Die Anwendung ist nur durch professionelles Personal 

möglich, womit ein praxistauglicher Einsatz nur in Sonderfällen möglich ist. Manche 

dieser Verfahren sind sehr unspezifisch und besitzen damit keine Relevanz für die 

Taxonomie und die Beurteilung der Schädlichkeit, sind aber als Screeningmethoden 

in Sonderfällen einsetzbar. Als praxistaugliche Schnellmethoden zum Nachweis von 

Bierschädlingen sind die genannten Verfahren nur bedingt geeignet, zeichnen sich 

aber in machen Fällen (z. B. MALDI-TOF MS) als zuverlässiges Instrumentarium für 

Identifizierungen aus. 

1.3.2.2 Molekularbiologische Methoden  

Molekularbiologische Verfahren liefern schnelle, zuverlässige und reproduzierbare 

Ergebnisse im Hinblick auf Keimklassifizierungen. Sie erlauben mitunter sogar 

Identifizierungen auf Subspezies- oder Stammebene (Singh et al., 2009). Diese 

Verfahren basieren entweder auf immunologischen Methoden oder zielen unter 

Anwendung von PCR-basierten Techniken und/oder von Nukleinsäure-Hybridisie-

rungsmethoden direkt auf die Erbinformation der Mikroorganismen ab. Generell 

werden auch für diese Verfahren Mindestzellzahlen an Bakterien benötigt, weshalb 

der eigentlichen Analyse meist kulturelle Anreicherungen vorgeschaltet werden. Die 

Voranreicherungen sind zudem bei der Überwindung der lag-Phasen behilflich und 

unterstützen die „Wiederbelebung“ (Resuszitation) eventuell subletal geschädigter 
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Keime, wie sie z. B. nach Verfahren der thermischen Produktstabilisierung auftreten 

könnten (Roszak und Colwell, 1987; Back, 1994b und 2000; Suzuki et al., 2006). 

Immunologische Verfahren 

Immunoassays basieren auf dem Prinzip der spezifischen Antigen-Antikörper-

reaktion. Nachweise für Brauereien mittels fluoreszenzkonjugierter Antikörper 

werden u. a. von Hutter (1991), Eger et al. (1993) und Eger (1995) als sehr 

empfindlich und schnell dargestellt. Eger (1995) räumt allerdings die Notwendigkeit 

von unspezifischen Voranreicherungen in Kombination mit spezifischen Anreiche-

rungen mittels magnetisierbarer, immunreaktiver Mikropartikel ein und berichtet von 

Problemen bei der Nachweissicherheit aufgrund von Kreuzreaktionen und des 

unterschiedlichen Wachstumsverhaltens der bierschädlichen Milchsäurebakterien. 

Yasui und Yoda (1997) berichten über ein für bierschädliche L. brevis-Stämme 

spezifisches Antigen und lokalisierten dieses in der Bakterienzellwand. Unter 

Aufnahme dieser Idee entwickelten Tsuchiya et al. (2000) unter Verwendung 

spezifischer monoklonaler Antikörper (MAbs) ein Nachweiskit auf der Basis von 

ELISA (Enzym Linked Immunosorbent Assay), das ihren Angaben nach Aussagen 

über die Bierschädlichkeit bestimmter Laktobazillenstämme erlaube. Zeitgleich mit 

Tsuchiya sprechen auch Ziola et al. (2000) dem Arbeiten mit monoklonalen 

Antikörpern ein Potenzial bez. Schnellnachweismethoden für Bierschädlinge zu. Zur 

schnellen Quantifizierung lebender bierschädlicher Milchsäurebakterien entwickelten 

March et al. (2005) ein ebenfalls auf MAbs basierendes Enzym-Immunoassay unter 

Verwendung einer Spezialkamera zur Erfassung freigesetzer Chemiluminesenz 

(Immunochemiluminescence Assay). Diese Methode benötigt zwei bis drei Tage 

Vorinkubation auf festen Nährmedien. Sie ist nicht für eine genaue Identifizierung 

einzelner Keime ausgelegt, sondern eher als Screnningmethode zu betrachten 

(March et al., 2005). Die Verwendung von ELISA in Kombination mit PCR wurde von 

Walker et al. (2003) beschrieben. 

Donhauser gibt 2011 noch einmal einen Überblick über die Anwendbarkeit von 

immunologischen Methoden für die Brauereianalytik, muss aber konstatieren, dass 

sich diese Technik in der Brauereimikrobiologie nicht etablieren konnte. Die Gründe 

hierfür liegen wohl generell in der mangelnden Sensitivität (hohe Detektionsgrenzen), 

da Mindestzellzahlen von 104 pro ml benötigt werden (Gracias und McKillip, 2004). 
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Adams und Moss (2008) nennen sogar Mindestzellzahlen von 105 bis 106, allerdings 

bezogen auf den Listeriennachweis in Lebensmitteln. 

Genbasierte Verfahren 

Ein umfassender Überblick über Nukleinsäuretechniken zur Taxonomierung und 

Identifizierung prokariotischer Mikroorganismen wird von Ludwig (2008) gegeben. 

Genbasierte Identifizierungsmöglichkeiten für ökologisch bedeutsame Laktobazillen 

werden von Singh et al. (2009) vorgestellt. Eine ausführliche Beschreibung der 

klassischen und der quantitativen real-time PCR (qPCR) und ihrer Applikationen 

finden sich bei Filion (2012). Martínez et al. befassen sich mit der Bedeutung dieser 

Technik für die Auffindung lebensmittelverderbender Mikroorganismen und geben 

einen Überblick über für Lebensmittelmatrixes in Frage kommende qPCR-Assays 

(Martínez et al., 2011). Schleifer et al. (1992a und 1992b), Amann und Fuchs (2008) 

sowie Rohde et al. (2015) richten den Fokus auf Fluoreszenz in situ Hybridisierungs-

techniken. Van der Vossen und Hofstra (1996) sowie Giraffa und Carminati (2008) 

und Cocolin et al. (2013) beschreiben die Prinzipien und Applikationen der verschie-

denen nukleinsäurebasierten Techniken, erstere Autoren allgemein im Hinblick auf 

lebensmittelverderbende Mikroorganismen, die beiden letzteren Autorengruppen 

unter Fokussierung auf Fermentationen im Nahrungsmittelbereich. Ehrmann und 

Pavlovic (2010a) beschreiben Methoden für die Überprüfung verschiedenster Starter-

kulturen der Lebensmittelindustrie. Das aktuelle Methodenspektrum zur Identifizie-

rung von probiotischen Laktobazillen wird von Herbel et al. (2013) vorgestellt. 

Eine Übersicht über gentechnische Methoden für brauereispezifische bakterielle 

Nachweise und Identifizierungen geben Storgårds et al. (2006), Juvonen (2009) und 

Kötke (2012). Ein Überblick über PCR-Anwendungen für Brauereien findet sich auch 

bei Brandl (2006), Comi und Manzano (2008) und Hutzler (2009), wobei letzt-

genannter Autor Einsatzgebiete der PCR für die Hefeidentifizierung aufzeigt.  

Ergänzend sollen noch weitere interessante brauereirelevante Forschungsansätze 

über den Nachweis bierschädlicher Bakterien aufgegriffen werden.  

Hutzler (2014) berichtete über die Entwicklung eines Multiplex-PCR-basierten 

qualitativen „Schwangerschaftstestformates“, mit dem in Form von Teststreifen eine 

Identifizierung bereits angereicherter bierschädlicher Bakterien innerhalb von zwei 
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Stunden möglich ist. Heidebrecht (2012) versuchte, einen real-time Multiplex-PCR-

Nachweis für Multiplexkapillarelekrophoresen zu validieren, was aber aufgrund von 

Kreuzreaktionen und dem Auftreten unspezifischer Signale bei der Auswertung nur 

bedingt gelang (Heidebrecht, 2012). Ebenfalls mit real-time Multiplex-PCR arbeiteten 

Haakensen et al. Ausgehend von der Tatsache, dass alle bierspezifischen Bakterien 

den Firmicutes angehören, konstruierten sie Firmicutes-spezifische rDNS basierte 

Hydrolysierungssonden und entsprechende Primer. Mit diesem Screening-Verfahren 

war die Detektion von 2,5–10 KBE pro Gebinde Bier (100 und 341 ml) möglich 

(Haakensen et al., 2008a). Im selben Jahr stellte die Forschergruppe um Haakensen 

eine weitere Multiplex-PCR Anwendung („Hopfen-Multiplex-PCR“) zur Detektion von 

Laktobazillen und Pedikokken vor, bei der mit den als Markergene für Bierschäd-

lichkeit in Erwägung gezogenen Genen horA, horC oder hitA in Kombination mit 16 

rDNS gearbeitet wurde (Haakensen et al., 2008b). Menz et al. (2010) charakte-

risierten zunächst die Lactobacillus-Arten in australischen Mikrobrauereien mittels 

RAPD (random amplified polymorphic DNA)-PCR und überprüften im Anschluss 

deren tatsächliche Bierschädlichkeit mittels des von Haakensen et al. vorgeschla-

genen Hopfengradienten-Kulturmediums (Haakensen et al., 2009b). Weber et al. 

entwickelten einen Mikroarray Prototyp, bei dem nach Durchführung einer Reversen 

Transkription (RT)-PCR und anschließender Hybridisierung mit spezifischen 

Oligonukleotidsonden eine Speziesidentifizierung innerhalb der Gattungen 

Lactobacillus, Pediococcus, Megasphaera und Pectinatus möglich war. Gleichzeitig 

erfolgte eine Unterscheidung von lebensfähigen und toten Zellen im selben Ansatz. 

Für „reale“ Proben müssten allerdings die RNS Extraktion und die RT-PCR 

Bedingungen angepasst werden (Weber et al., 2008). Die DNS-Fingerprinttechnik 

PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) wurde von Takahashi et al. 

(2014) eingesetzt, um die Vielfalt der während des Brauprozesses vorhandenen 

Mikroorganismen aufzuzeigen. Bokulich und Mills (2012) berichten von der 

Entwicklung des LAB-TRFLP (terminal restriction fragment length polymorphism) 

Assays. Auch mit dieser Technik war es möglich, in Mischkulturen, wie sie bei der 

Wein- und Bierherstellung während der Fermentationsprozesse auftreten, Milch-

säurebakterien zu detektieren und bis auf Spezies-Ebene zu identifizieren. Mit der 

Entwicklung eines Lipase-basierten elektrochemischen DNS/RNS-Hybridisierungs-

assays gelang unter Umgehung eines PCR-Schrittes der Nachweis von L. brevis im 

Detektionsbereich von 400 KBE pro 100 ml Bier in 3,5 Stunden. Die Lipase-
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induzierte Änderung des elektrochemischen Signals an Goldelektroden entsprach 

dabei dem Umfang der erfolgten Hybridisierungen (Shipovskov et al., 2012). 

Schließlich sei noch die PCR-DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) 

genannt, mit der die Identifizierung der mikrobiellen Flora in Brauereien vor und nach 

Reinigungprozessen durchgeführt wurde, was eine Aussage über die Effektivität der 

durchgeführten Maßnahmen zuließ (Manzano et al., 2011). Dieser Methode 

bedienten sich auch Pérez-Martín et al. (2014), allerdings zur Bestandaufnahme von 

Laktobazillen in der Winzerei und zur Abklärung, inwieweit Mikroorganismeneintrag 

über die Luft erfolgt. Der DGGE wird allgemein ein großes Potenzial für die 

Erforschung mikrobieller Transformationsprozesse in der Ökologie von Nahrungs-

mitteln zugeschrieben (Cocolin et al., 2013). 

1.3.2.3 Kommerziell erhältliche Schnellnachweiskits für Brauereien 

Von den von oben genannten Autoren aufgeführten und beschriebenen Techniken 

fand nur eine begrenzte Anzahl in der Form von Testkits ihren Niederschlag in der 

mikrobiellen Routineanalytik von Brauereien. Die zum jetzigen Zeitpunkt kommerziell 

erhältlichen automatisierten Schnellnachweissysteme, die jeweils angewandte 

Methode, das erfasste Keimspektrum, die jeweiligen zur Detektion benötigten 

Mindestzellzahlen (falls bekannt) und der analytische Zeitaufwand sind in der 

Tabelle  5 zusammengestellt. Die Angaben entstammen den Informationsmaterialien 

der jeweiligen Hersteller. Außerdem gibt die Tabelle Auskunft über entsprechend 

spezifisch beschreibende Literatur, sowohl für die Testkits als auch für die 

verwendeten Methoden. Die angeführten Schnellnachweise unterscheiden sich 

untereinander in ihrer instrumentellen Ausstattung, den PCR-Bedingungen, der 

Spezifität der Primer und der Gensonden, der Sensitivität und der Detektions-

methode. Sie basieren auf der FISH-Technik, dem Ribotyping, der rRNS-Sandwich-

Hybridisierung oder auf den PCR-basierten TaqManTM- bzw. modifizierten Taq-

Polymerase-Techniken sowie der LightCycler®-Technik. Das einzige Kit, das die 

PCR mit einer immunologischen Methode verknüpft, ist das Veriflow®brewPAL. Da 

sich das Veriflow®brewPAL-Kit noch in seiner Validierungsphase befindet, sind z. Z. 

keine weiteren brauereispezifischen Angaben erhältlich.  

Alle diese Methoden erfüllen bez. der Analysendauer die Grundforderung nach 

Schnelligkeit (Zschaller, 2004), wobei allerdings für alle Methoden von den 
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Herstellern eine spezifische Voranreicherung von einem bis drei Tagen empfohlen 

wird (unbekannt für Veriflow®brewPAL). Von diesen Methoden erlauben nur das 

VIT®-Kit und der HybriScan® den ausschließlichen Nachweis lebensfähiger 

Bakterien, da hier die rRNS die Zielsequenz darstellt. 

Eine kritische Betrachtung der Schnellnachweise erfolgt in Kapitel 4.2. 
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Tab. 5: Kommerziell erhältliche Schnellnachweis-Kits für bierschädliche Bakterien unter 
Angabe des Zeitbedarfs (für die Analysendurchführung und Auswertung), sowie der 
Nachweisgrenzen der einzelnen Methoden (Stand 01/2015) 
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Tab. 5 (Fortsetzung): Kommerziell erhältliche Schnellnachweis-Kits für bierschädliche 
Bakterien unter Angabe des Zeitbedarfs (für die Analysendurchführung und Auswertung), 
sowie der Nachweisgrenzen der einzelnen Methoden (Stand 01/2015) 
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2 Ergebnisse 

2.1 Eigene Arbeiten 

Die Grundvoraussetzungen für die vorliegenden Neubeschreibungen war das 

Sammeln von Milchsäurebakterien aus mikrobiologisch verdorbenen Bier- und AfG-

Proben sowie Umfeldproben aus der Industrie bzw. die Überprüfung von Industrie-

proben auf schädigende Mikroorganismen (ab dem Jahr 1990). Parallel erfolgte die 

Aufnahme der Hintergrunddaten bez. Habitat und Herkunft. Diese Arbeiten gingen 

einher mit dem systematischen Aufbau einer Kulturensammlung am Lehrstuhl. Die 

Zahl der getränkeschädlichen bzw. im Getränkeumfeld isolierten MSB in der 

lehrstuhleigenen Kulturensammlung beläuft sich bis dato auf nahezu 1000 Stämme. 

Die Getränkeproben wurden zunächst, falls erforderlich nach Voranreicherungen, für 

eine grobe Keimbestimmung mikroskopiert. Anschließend wurden zum Ausschluss 

von Mischkulturen in dreifachen Isolierungsschritten mittels Ausstrichverfahren auf 

geeigneten Selektivmedien Reinkulturen gewonnen und deren Kolonie- und Zell-

morphologien notiert. Die Konservierung der Isolate erfolgte nach weiterer Zell-

vermehrung in Flüssigmedien, in Glycerin (20 bis 40 % Zellmaterial) bei -20 °C. Von 

den frisch angereicherten Reinkulturen wurden als Vortests das Gramverhalten, die 

Katalaseaktivität und die Cytochrom c–Oxidaseaktivität sowie der Sauerstoffbedarf 

ermittelt, als auch auf Sporenbildung und Beweglichkeit geachtet. Bei grampositiven, 

Katalase- und Oxidase-negativen, asporogenen und unbeweglichen, stäbchen-

förmigen Mikroorganismen wurde das Vorliegen von Laktobazillen angenommen. 

Im Folgenden wurden alle Isolate zur Evaluierung oder Bestätigung ihres bier-

schädlichen Charakters und zur Zuordnung in eine Schädlichkeitskategorie (Kap. 

1.1.2) bzw. zur Überprüfung der Adaptationsfähigkeit an Biermilieu einer Bier-

passage unterzogen. Hierzu kamen als Testsubstrate jeweils ein A) steriles unter-

gäriges helles Standardbier (ca. 21 EBC BU, ca. 5 Vol% Alkohol), B) dasselbe Bier 

mit Alkoholzusatz (auf ca. 7 Vol%), C) untergäriges Standard-Pilsbier (ca. 32 EBC 

BU, ca. 5 Vol% Alkohol) und D) ein obergäriges filtriertes Standard-Weizenbier (= 

Kristallweißbier) (ca. 15 EBC BU, Alkoholgehalt ca. 5,5 Vol%) zum Einsatz. Der 

Kohlensäuregehalt der untergärigen Biere lag bei ca. 4,5 g/l und der Weizenbiere bei 

ca. 7 g/l. Diese Biere wurden mit ca. 100 Zellen des gewaschenen Testkeims pro ml 
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beaufschlagt und dabei sorgfältig darauf geachtet, Lufteinschlag zu vermeiden. Um 

dem Verlust einer möglichen Bierschädlichkeit vorzubeugen, wurden die Kulturen im 

Vorfeld der Tests so wenig wie möglich mit Nährmedien in Kontakt gebracht. 

Die inokulierten Testansätze wurden über einen Zeitraum von maximal zwei Wochen 

bei 28 °C inkubiert und täglich auf Opaleszenz, Trübungs- und/oder Bodensatz-

bildung hin beobachtet. War ein Befund in den Ansätzen A) bis D) gegeben, erfolgte 

eine Zuteilung des Testkeims in die Schädlichkeitskategorie I. Bei einem positiven 

Ergebnis im Ansatz D) und eventuell leichtem Wachstum in Ansatz A) handelte es 

sich um einen Keim der Schädlichkeitskategorie II. Bei Laktobazillen ohne spontanes 

Wachstum fanden zur Überprüfung ihres Adaptationsvermögens drei nacheinander 

geschaltete Bierpassagen mit sinkendem NBB-Bouillon-Zusatz statt (1. Passage: 

Bier + 20 % Medium, 2. Passage: Bier + 5 % Medium, letzte Passage: Bier ohne 

NBB-B). Die Beobachtung, Auswertung und Zuweisung in Schädlichkeitskategorien 

erfolgte wie beschrieben. 

Die Laktobazillen der biologischen Säuerung wurden bei 48 °C inkubiert. Die Bier-

passagen aller getesteten Stämme waren negativ. 

Parallel zu den Bierpassagen wurden zur weiteren Charakterisierung der Rein-

kulturen folgende physiologisch-biochemischen Identifizierungsansätze durchgeführt 

(Back, 2000; modifiziert): 

Voges-Proskauer-Test aus MRS-B zum Nachweis der Stoffwechselprodukte Acetoin, 

2,3-Butandiol und Diacetyl, Argininspaltung, Vergärung verschiedener C-Quellen 

(Pentosen, Hexosen, Disaccharide, Trisaccharide, Polysaccharide, Alkohole, 

Glycoside, organische Säuren), Gasbildung aus Glukose, Maltose und Gluconat. Als 

Basismedium wurde Sharpe-Medium auf einen pH-Wert von 5,8 eingestellt (Aus-

nahme organische Säuren: pH-Wert 6,5) und als Säureindikator Chlorphenolrot 

zugesetzt (Ausnahmen: Arginin-, Äsculin-, Voges-Proskauer-Medium). Da einige 

Bier- und AfG-spezifische Stämme besondere Wuchsstoffansprüche stellten und in 

o. g. Testmedien nicht wuchsen, wurde diesen ca. 10 % des Standardmediums A) 

zugesetzt bzw. der pH-Wert durch Zusatz von 0,1 molarer HCl auf 4,8 bis 5,0 

abgesenkt. Die enzymatische Bestimmung von D(-)- und L(+)-Laktat wurde photo-

metrisch bei 340 nm durchgeführt (Testkombination von Boehringer/R-Biopharm). 
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Die Identifizierung der Laktobazillen erfolgte anhand von Merkmalsvergleichen nach 

den Aufstellungen von Back (1994a) und Hammes und Vogel (1995). 

Die in den Tests als bierschädlich bestätigten Isolate bzw. Isolate der biologischen 

Säuerung, die über ihre phänotypischen Merkmale nicht eindeutig identifiziert werden 

konnten, wurden im Rahmen von Forschungsaufenthalten in Kooperation mit dem 

Lehrstuhl für Mikrobiologie der TU-München (ehem. Prof. Schleifer), dem Labo-

ratorium voor Microbiologie and BCCMTM/LMG Bacteria Collection, Universität Gent 

(ehem. Prof. Kersters), Belgien, und der Firma Vermicon, München, folgenden 

chemotaxonomischen und genotypischen Charakterisierungen unterzogen: 

SDS-Page Gel-Elektrophorese zur Ermittlung der Whole-cell Proteinpatterns (bei 

L. perolens), G+C-Gehalt der DNS, 16S rDNS Sequenzierung für vergleichende 

Sequenzanalysen bzw. zusätzlich 23S rDNS Sequenzierung bei L. amylolyticus zur 

Bestätigung seines separaten Status als Spezies und Entwicklung artspezifischer 

Oligonucleotidsonden sowie DNS-DNS Hybridisierung bei L. amylolyticus. Mit der 

Analyse des Peptidoglycantyps der Zellwand und des Nachweises von Teichon-

säuren wurden externe Labors beauftragt. 

Die Beschreibung dieser Analysenverfahren bzw. entsprechende Quellvermerke, und 

Angaben zu den mathematischen Berechnungen zur Erstellung der phylo-

genetischen Stammbäume sind den Publikationen in Kapitel 3 zu entnehmen. 

Im Rahmen dieser Arbeiten wurden vier neue für Brauereien hochrelevante 

Lactobacillus-Arten, nämlich Lactobacillus lindneri, L. perolens, L. backi (jetzt 

L. backii) und L. amylolyticus, erkannt und, wie folgt, neu beschrieben. 

(Anmerkung: Die Beschreibungen entsprechen den Inhalten der Veröffentlichungen, 

die neuesten taxonomischen Zuordnungen sind deshalb nicht berücksichtigt). 

2.2 Neubeschreibungen 

2.2.1 Lactobacillus lindneri (ex Bergey et al. 1923) Back, Bohak, 
Ehrmann, Ludwig and Schleifer nom. rev. 

Lactobacillus lindneri (Revival of the Species Lactobacillus lindneri and the Design 

of a Species Specific Oligonucleotide Probe; s. Kap. 3) 
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Physiologisch-biochemische und chemotaxonomische Studien mit aus verdorbenen 

Bieren isolierten Laktobazillen-Stämmen zeigten, dass manche Stämme taxo-

nomisch nicht eindeutig zugeordnet werden konnten. Die Physiologie und 

Morphologie stimmte mit den zuvor von Henneberg (1901) als „Lactobacillus 

lindneri“, von Lindner (1909) als „Bacillus lindneri“ und 1926 nochmals von Henne-

berg als „Bacterium lindneri“ beschriebenen Mikroorganismen überein. Der spezielle 

Status dieser Stämme konnte nun mittels 16S rRNA Gensequenz-Analysen bestätigt 

werden, so dass L. lindneri als eigene Spezies in der Gattung der Laktobazillen 

eingestuft werden darf. Der Typ-Stamm von L. lindneri ist unter DSM 20690T in der 

DSMZ hinterlegt. 

L. lindneri kann folgendermaßen beschrieben werden:  

L. lindneri (lind`neri. L. gen. n. lindneri von Lindner, bezugnehmend auf Lindner, 

Deutscher Bakteriologe). 

L. lindneri ist ein obligater Bierverderber, der leichte Trübungen, leichte Sedimente 

und leichte pH-Wert Absenkungen bewirkt. Er ist deshalb gefürchtet, weil er neben 

Ethanolkonzentrationen bis zu 8 Vol% auch hohe Hopfenkonzentrationen (bis 45 

EBC BU) toleriert. Aufgrund seiner Kleinzelligkeit kann er, obwohl zunächst als 

Primärkontaminant eingestuft, Filter passieren und im Filtratbereich und im 

abgefüllten Bier nachgewiesen werden. Zudem ist er extrem langsam wachsend und 

schwierig zu detektieren. 

Die Zellen sind stäbchenförmig und treten paarweise oder in verwinkelten Ketten (je 

nach Nährmedium) auf. Die Bakterien sind grampositiv, nicht beweglich, mikro-

aerophil, Katalase negativ und heterofermentativ. Wachstum findet zwischen 15 °C 

und 30 °C mit einem Optimium zwischen 22 °C und 25 °C statt. Das pH-Optimum 

liegt zwischen 4,6 und 5,2. Kein Wachstum findet über pH-Werten von 6,5 statt. 

Es werden Säure und Gas aus Glukose und Maltose gebildet, manchmal auch aus 

D-Fruktose. Amygdalin, L-Arabinose, Cellobiose, Dextrin, D-Galaktose, Gluconat, 

Laktose, D-Mannit, D-Mannose, Melezitose, Melibiose, Raffinose, L-Rhamnose, D-

Ribose, Saccharose, D-Sorbit, Salicin, Trehalose und D-Xylose werden nicht 

verwertet, ebenso Äskulin und Gelatine. Arginin-Decarboxylase ist nicht vorhanden. 

Es werden weder Urease noch H2S produziert und eine Nitratreduzierung findet nicht 

statt. Alle Stämme produzieren DL-Laktat. L. lindneri hat den Peptidoglucan-Typ 
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Lysin-D-iso-Asp und die Zellwände enthalten keine Teichonsäuren. Der G+C Gehalt 

(mol%) der DNS liegt bei 35 % (Tm) 

2.2.2 Lactobacillus amylolyticus Bohak, Back, Richter, Ehrmann, Ludwig 
and Schleifer sp. nov. 

Lactobacillus amylolyticus (Lactobacillus amylolyticus sp. nov., Isolated from Beer 

Malt and Beer Wort; s. Kap. 3) 

Einige Stämme, die in Brauereien zur biologischen Säuerung eingesetzt werden, 

wurden zunächst den thermophilen Stämmen aus der Gruppe der Laktobazillen, 

nämlich L. delbrueckii (mit Subspezies) und L. fermentum zugeordnet. Bereits 

Henneberg (1901, 1905) hat Stämme aus Sauergut folgendermaßen beschrieben: 

Diese Stämme kommen zunächst auf gekeimtem Getreide, Grünmalz und gedarrtem 

Malz vor. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie in ungehopfter Bierwürze bei 

Optimumtemperaturen von 47 bis 48 °C gut wachsen und D(-)-Laktat bilden. Die 

Laktatbildung steigt unter anaeroben Inkubationsbedingungen signifikant an. 

Später wurden diese Stämme hauptsächlich L. amylovorus zugeordnet (Back, 1988). 

Unsere genotypischen Studien zeigten allerdings, dass die Mehrheit der Lakto-

bazillen der biologischen Säuerung, wie sie heute als Starterkulturen angewendet 

werden, Unterschiede zum Typstamm von L. amylovorus aufweist und einer neuen 

Laktobazillen-Spezies zugeordnet werden muss. Die Bestimmung erfolgte mittels 

DNS-DNS-Hybridisierungen und der Sequenzierung der 16S und 23S rDNS. Die 

neue Art wird L. amylolyticus genannt und wurde als Typstamm bei der DSMZ unter 

DSM 11664T hinterlegt.  

L. amylolyticus wird folgendermaßen beschrieben:  

L. amylolyticus (a.my.lo.ly`ti.cus. Gr. n. amylum starch, Gr. ad lyticus able to loose; 

M.L. adj. amylolyticus starch-digesting). 

Es handelt sich um ein homofermentatives, grampositives, unbewegliches, nicht-

sporulierendes Stäbchen mit optimalem Wachstum unter mikroaerophilen Bedingun-

gen. Wachstum auf MRS ist positiv. In Bier, gehopfter Würze sowie in NBB-Medien 

findet kein Wachstum statt, da diese Art eine sehr ausgeprägte Hopfenempfindlich-

keit aufweist. Das Wachstum ist optimal bei 45 °C bis 48 °C. Wachstum bis 52 °C ist 

kurzfristig möglich.  
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Der optimale pH-Wert liegt bei 5 bis 5,5, Wachstum findet bei pH-Werten unter 3,5 

oder über 6 nicht mehr statt. L. amylolyticus bildet DL-Laktat (L(+)-Laktat Anteil ca. 

70 %). Säure ohne Gas wird gebildet aus: Dextrin, D-Fruktose, D-Galaktose, 

Glukose, Maltose, D-Mannose, Saccharose und manchmal aus Salicin, Amygdalin, 

Raffinose und Melibiose. Weder Gas noch Säure wird gebildet aus L-Arabinose, 

Cellobiose, Laktose, D-Mannit, Melezitose, L-Rhamnose, D-Ribose, D-Sorbit, 

Trehalose und D-Xylose. Äsculin wird manchmal verwertet. Arginin-Decarboxylase 

ist nicht vorhanden. Nitratverwertung findet nicht statt. Der Peptidoglycantyp besteht 

aus L-Lysin-D-iso-Asp. Die Zellwände beinhalten Teichonsäuren. Der G+C Gehalt 

(mol%) beträgt 39 (Tm). 

2.2.3 Lactobacillus perolens Back, Bohak, Ehrmann, Ludwig, Pot, 
Kersters and Schleifer sp. nov. 

Lactobacillus perolens (Lactobacillus perolens sp. nov., a Soft Drink Spoilage 

Bacterium; s. Kap. 3) 

Lactobacillus perolens wurde zunächst aus alkoholfreien Getränke (AfG) isoliert und 

dann auch in Bierwürze und Weißbieren als potentieller Bierschädling nachgewiesen. 

Im Unterschied zur Wein- und Bierherstellung werden alkoholfreie Getränke (AfG) 

meist nicht auf biotechnologischem Wege hergestellt, weshalb das Auftreten von 

Mikroorganismen normalerweise als Kontamination zu werten ist. Tatsächlich weisen 

AfG einen sehr guten Eigenschutz auf, obwohl sie je nach Getränketypus in 

Abhängigkeit von Zucker- und Fruchtsaftanteilen hohe Nährstoffmengen enthalten 

können und damit ein ideales Substrat für Mikroben darstellen. Als Faktoren des 

Eigenschutzes stellen sich dar: 

1. Tiefe pH-Werte (2,5–3,7 (4,5)) 

2. Anaerobiose in karbonisierten Getränken 

3. Ölhaltige Essenzen 

4. Nährstoffmangel in Getränken auf Essenzenbasis und süßstoffgesüßten AfG 

Insbesondere aufgrund der hohen Säuregehalte können lediglich nur wenige 

acidotolerante oder acidophile Bakterien der Gattungen Alicyclobacillus, 

Propionibacterium, Lactobacillus, Leuconostoc und Weissella als Verderbs-

organismen in Erscheinung treten (Yamazaki et al., 1996; Kusano et al., 1997). Nach 
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Back (2000, 2008) handelt es sich bei den Milchsäurebakterien hauptsächlich um 

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Weissella confusa, L. brevis, 

L. buchneri, L. plantarum, L. rhamnosus und insbesondere um Vertreter der 

L. casei/L. paracasei-Gruppe. Als obligat getränkeschädlich erwies sich zudem 

L. perolens, der insbesondere durch massive Diacetylbildung (bis zu 7,5 ppm) zum 

nachhaltigen Verderb alkoholfreier Getränke sowie von Weißbieren führte. Auf dieser 

Eigenschaft beruht seine Namensgebung. L. perolens weist morphologisch große 

Ähnlichkeit mit den Vertretern der L. casei/L. paracasei Gruppe auf, wächst aber auf 

MRS-Agar etwas langsamer und bildet längere und etwas schlankere Stäbchen. Wie 

diese bildet er auf fakultativ heterofermentativem Weg L(+)-Laktat, unterscheidet sich 

jedoch durch positive Melibiose- und negative Mannitverwertung. Die Zellwände 

enthalten Glycerin-Teichonsäuren und der G+C-Gehalt der DNS beträgt zwischen 49 

bis 53 mol%. Molekularbiologisch erfolgte die Analyse von L. perolens-Isolaten 

mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese zur Bestimmung der Ganzzellproteine und 

durch vergleichende 16S rDNS Sequenzanalyse. Die elektrophoretische 

Bestimmung der Ganzzellproteine ergab für L. perolens-Stämme, im Vergleich zu 

naheu allen bis 1999 bekannten Laktobazillen-Arten, sowie zu repräsentativen 

Vertretern der Gattungen Pediococcus, Leuconostoc und Weissella, eine eigene 

Einheit mit einer nur 65 %igen Ähnlichkeit zum nächsten Nachbarcluster 

(P. inopinatus, P. damnosus). Die Eigenständigkeit von L. perolens wurde durch die 

Sequenzierung der kompletten 16S rDNA bestätigt. Hier betrug die Ähnlichkeit zu 

allen bis 1999 in der 16S rDNS Datenbank vorhandenen Milchsäurebakterien 

weniger als 93 %.  

L. perolens wird folgendermaßen beschrieben:  

L. perolens (per.o`lens, Latin prefix per through, penetrating; L. part. adj. olens 

having an odor; M.L. part. adj. perolens offensive smelling). 

Es handelt sich um fakultativ anaerobe grampositive, Katalase-negative, nicht 

sporulierende, unbewegliche Stäbchen mit runden Enden und einer Durchschnitts-

größe von 0,7 bis 2,5 µm. Die Stäbchen treten einzeln, zu zweit oder in kurzen 

Ketten auf. Die Kolonien auf MRS-Agar sind flach oder leicht erhaben, wellig oder 

gezahnt, mit matter Oberfläche und beiger bis schmutzig-weißer Farbe und einem 

durchschnittlichen Durchmesser von 2,5 mm. Wachstum findet bis 42 °C statt, mit 

Optimum von 28 bis 32 °C, kein Wachstum unter 15 °C.  
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Der Stoffwechsel ist fakultativ heterofermentativ unter Bildung von L(+)-Laktat. Säure 

wird gebildet aus Melezitose, Melibiose, Amygdalin, D-Fruktose, D-Galaktose, 

Cellobiose, Glukose, Maltose, D-Mannose, Raffinose, Saccharose, Trehalose und 

manchmal aus L-Arabinose, D-Xylose, Dextrin, Laktose, Salicin, und D-Sorbit. Weder 

Säure noch Gas werden gebildet aus: D-Ribose, D-Mannit und L-Rhamnose. Äsculin 

wird verstoffwechselt und es erfolgt keine Reduktion von Nitrat und keine Hydrolyse 

von Gelatine. Arginin-Decarboxylase-Aktivität ist nicht nachweisbar. Urease und H2S 

werden nicht produziert. Die Zellwände enthalten Glycerin-Teichonsäuren. Der mol% 

G+C Gehalt der DNS beträgt 49 bis 53 (Tm), der des Typstammes 51 (Tm).  

Der Typ-Stamm von L. perolens ist unter DSM 12744T in der DSMZ hinterlegt (LMG 

18396). 

2.2.4 Lactobacillus backi Bohak, Thelen and Beimfohr sp. nov. 

Lactobacillus backi (Description of Lactobacillus backi sp. nov., an Obligate Beer-

Spoiling Bacterium; s. Kap. 3) 

Lactobacillus backi wächst ohne Adaptationsphase in stark gehopften Bieren mit bis 

32 EBC BU unter pH-Wert Absenkungen von 0,1 bis 0,2 Einheiten. Damit ist er den 

obligat bierschädlichen Laktobazillen zuzurechnen, zu denen bislang in erster Linie 

L. lindneri und Stämme von L. brevis gehörten. Er unterscheidet sich von diesen 

zellmorphologisch ganz klar und ähnelt L. coryniformis, da er unregelmäßige herz-, 

keulen- und tropfenförmige Stäbchen bildet, die einzeln, in Paaren oder in kurzen 

gezackten Ketten mit 5 bis 10 Gliedern vorliegen. L. backi hat homofermentativen 

Charakter, auf den aufgrund fehlender CO2-Bildung aus Glukose, Maltose und 

Gluconat geschlossen wurde. Das Zuckerspektrum ist begrenzt: Säure wird nur aus 

D-Fruktose, Glukose, D-Mannit, D-Mannose, Salicin und D-Sorbit gebildet. Der G+C-

Gehalt liegt bei 37 mol% (L. coryniformis: 45 mol%, Back, 1994a). Die Analyse der 

16S rDNS Sequenzen (1483 bp, 1419 bp und 1428 bp) zeigt für die drei 

sequenzierten L. backi Stämme untereinander eine Ähnlichkeit von 99,3 % und ergibt 

eine enge monophyletische Gruppe. Die Ähnlichkeit zu seinen phylogenetisch 

nächsten Verwandten L. coryniformis ssp. coryniformis und L. coryniformis ssp. 

torquens ist 96,2 bis 96,6 % bzw. 95,8 bis 96,3 %. Alle anderen Spezien sind 
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entfernter verwandt, so dass L. backi als neue Art in der Gattung Lactobacillus 

anzusehen ist. 

Lactobacillus backi wird folgendermaßen beschrieben:  

Lactobacillus backi (ba.cki N.L. gen. n. of Back, named in honor to Werner Back, who 

contributed to the general classification of beer-spoiling bacteria and brewing 

microbiology). 

Es handelt sich um grampositive, Katalase-negative, nicht sporulierende, meist 

unregelmäßige Stäbchen mit runden Enden und einer Durchschnittsgröße von 0,7 

bis 2,0 µm. Zellmorphologisch ist große Ähnlichkeit mit L. coryniformis gegeben. Die 

Zellen treten einzeln, paarweise und gelegentlich in kurzen Ketten auf. Die Kolonien 

auf NBB-Agar sind klein (1 bis 2 mm), flach oder leicht erhaben, weiß und glatt. 

L. backi wächst gut unter fakultativ anaeroben Bedingungen bei einem Temperatur-

optimum von 28 °C. Das Temperaturmaximum liegt bei 36 °C. Wachstum unter 15 °C 

wurde nicht festgestellt. Wachstum findet bei pH-Werten von 4,5 bis 6,5 statt (kein 

Wachstum über pH 8,0). Der Stoffwechselweg ist homofermentativ unter Produktion 

von DL-Laktat. Säure wird nur gebildet aus D-Fruktose, Glukose, D-Mannose, Salicin 

und manchmal aus D-Sorbit und D-Mannit. Es wurde keine Gasbildung aus Glukose 

und Gluconat festgestellt. Äsculin wird nicht verwertet und Gelatine wird nicht 

hydrolisiert. Arginin-Decarboxylase Aktivität ist nicht nachweisbar. Urease und H2S 

werden nicht produziert und es erfolgt keine Nitratreduktion. Der G+C Gehalt der 

DNS beträgt 37 mol% (Tm). Der Typstamm, hinterlegt bei der DSMZ, hat die Nummer 

DSM 18080T (LMG 23555 T).  
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4 Diskussion 

4.1 Taxonomie der neubeschriebenen Arten 

Innerhalb der bis Anfang 2015 bekannten Laktobazillen, bestehend aus 213 Arten 

und 29 Unterarten (http://www.bacterio.net/lactobacillus.html, abger. 01/2015), sind 

die vier neubeschriebenen bierspezifischen Arten wie folgt einzugruppieren: 

L. lindneri kann aufgrund seines begrenzten Kohlenhydratstoffwechsels klar von 

anderen bierschädlichen Bakterien unterschieden werden. Es wird lediglich Glukose, 

D-Fruktose und manchmal Maltose fermentiert. Diese Spezies ist fast ausschließlich 

im Unfiltratbereich beheimatet (Primärkontaminant) und als obligat bierschädlich 

einzustufen. L. lindneri verdirbt Biere durch leichte Trübungsbildung, welche oft erst  

nach Wochen oder Monaten beobachtet werden kann. Da sich der pH-Wert der 

betroffenen Biere kaum verändert, macht sich L. lindneri aber in trüben Bieren, wie 

Hefeweißbieren oder Kellerbieren, entsprechend nicht bemerkbar. Der G+C Gehalt 

der DNS von 35 mol% liegt deutlich unter dem der übrigen bierschädlichen Bakterien 

(39–46 mol%). Alle analysierten Stämme unterscheiden sich von den Stämmen aus 

Sauerteig, welche von Spicher und Schröder (1978) beschrieben und „L. brevis var. 

lindneri“ genannt wurden. Chemotaxonomische Studien und DNS-DNS Hybridisie-

rungen zeigen, dass diese Stämme L. sanfrancisco (Weiss und Schillinger, 1984) 

bzw. nach neuer Terminologie (Trüper und De Clari, 1997) L. sanfranciscensis 

zuzuordnen sind. So zeigt zum einen die DNS von „L. brevis var. lindneri“ 97 bis 

101 % Übereinstimmung mit der DNS von L. sanfranciscensis DSM 20451, und zum 

anderen ist der Mureintyp identisch (Lys-DAla). L. lindneri dagegen weist die 

Zellwandkomposition Lys-DAsp auf. In diesem Zusammenhang hatte bereits 

Schillinger L. lindneri sowohl aufgrund physiologischer als auch durch DNS-DNS-

Homologiestudien als eine in sich homogene Gruppe von Bierisolaten beschrieben, 

aber nicht valid publiziert (Schillinger, 1985). Storgårds et al. bestätigen den 

separaten Status von L. lindneri sowohl mit SDS-PAGE Identifizierung, als auch mit 

Ribotyping und vermerken, dass die analysierten Stämme, trotz unterschiedlicher 

Herkunft, keine signifikanten Unterscheidungsmerkmale aufweisen (Storgårds et al., 

1998). Die L. lindneri am nächsten verwandte Art ist L. sanfranciscensis, gefolgt von 

der fruktophilen Art L. florum, einem Isolat von südafrikanischen Blumen (Endo et al., 
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2010), von Trauben und aus Weinproben (Mtshali et al., 2012). Zusammen sind sie 

der L. fructivorans-Gruppe zuzuordnen (Abb. 7).  

L. perolens ist zellmorphologisch von Vertretern der L. casei/L. paracasei-Gruppe 

kaum zu unterscheiden. Wie diese bildet er auf fakultativ-heterofermentativem Weg 

L(+)-Laktat, unterscheidet sich jedoch durch positive Melibiose- und negative D-

Mannitverwertung. Genetisch betrachtet besteht ein weiterer Unterschied im G+C-

Gehalt der DNS, der zwischen 49 bis 53 mol% liegt (L. casei/L. paracasei 45–47 

mol%; Collins et al., 1989). Der separate Status in der Gattung Lactobacillus wird bei 

der elektrophoretischen Auftrennung der Gesamtproteine (SDS-PAGE-Analyse) 

deutlich. Die entsprechende Clusteranalyse, die alle bis 1999 bekannten Lacto-

bacillus-Arten (bis auf L. kunkeei und L. iners) und außerdem viele anderen 

Milchsäurebakterienarten einschließlich bekannte Bier- und AfG-Schädlinge berück-

sichtigte, zeigte für die untersuchten L. perolens Stämme ein separates Cluster mit 

einer Ähnlichkeit von nur 65 % zu seinen nächsten Nachbarn (Pediococcus 

damnosus und P. inopinatus). Auch die Vollsequenzierung der 16S rDNS zweier 

L. perolens-Stämme L532 und L534 bestätigte die Eigenständigkeit von L. perolens 

innerhalb der L. casei-Pediokokken-Gruppe (Collins et al., 1991; Schleifer und 

Ludwig, 1995a und 1995b) und wies Overall-Sequenz-Ähnlichkeiten zu allen anderen 

in den 16S rDNA Datenbanken hinterlegten Bakterien von weniger als 93 % auf. 

Zwischen L532 und L534 betrug die Ähnlichkeit 98,4 %. Die phylogenetische 

Analyse ergab außerdem einen sehr hohen Verwandtschaftsgrad zu einem Isolat 

aus einer japanischen Brauerei mit der Bezeichnung LA-6 (Funahashi et al., 1998). 

Dieser Stamm ist mit einer 16S rDNA Sequenz-Ähnlichkeit von 98,4 % zu dem 

L. perolens-Stamm L532 (DSMZ 12744T) und 99,5 % zu dem L. perolens-Stamm 

L534 (DSMZ 12745) vermutlich ebenfalls als L. perolens einzustufen. Funahashi 

et al. (1998) publizierte Lactobacillus sp. LA-6 als neue fakultativ heterofermentative 

Lactobacillus-Art aus dem Brauereiumfeld und bescheinigte ihm einen schwach 

bierschädlichen Charakter. 2005 isolierten Miyamoto et al. aus dem fermentierten 

chinesischen Gemüse `Suan cai` zwei L-Laktat bildende, fakultativ heterofermen-

tative Laktobazillen-Stämme, die in den 16S rDNS Analysen nahe Verwandtschaft zu 

L. perolens zeigen, und nannten die neuen Stämme L. harbinensis. DNS-DNS-

Homologiestudien zeigten, dass diese Stämme zwar Unterschiede zum L. perolens 

Typstamm L532 (DSMZ 12744T) aufwiesen, aber zusammen mit LA-6 [Funahashi] 

und L. perolens L534 (DSMZ 12745) ein Subcluster bildeten (Abb. 3). Neben den 
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Ergebnissen der DNS-DNS-Homologie und der vergleichenden 16S rDNS 

Sequenzanalysen wurden als weitere Unterschiede des LA-6 und L534 zum 

L. perolens-Typstamm angeführt: G+C-Gehalt der DNS ist 53,2–53,6 % (Typstamm: 

51 %) und Unterschiede in der D- und L-Arabinose-Verwertung. Aufgrund dieser 

Angaben wurde L534 als L. harbinensis reklassifiziert und ist unter der DSMZ-Nr. 

12745 aufzufinden. Es wurde allerdings schon in vorliegender Arbeit bei der SDS-

Page Ganzzellproteinanalyse festgestellt, dass das L. perolens-Cluster aus zwei 

Subclustern besteht (Abb. 4). Die Hauptunterschiede hier liegen in der Molekular-

gewichtszone von 32.000 bis 50.000 Dalton. In diesem Zusammenhang erfolgte 

auch der Hinweis, dass die genaue taxonomische Bedeutung dieser Unterschiede 

über weitere genotypische Vergleiche abgeklärt werden müsste. 

 

Abb. 3: Darstellung der phylogenetischen Stellung von L. perolens DSM12744T zu 
L. harbinensis-Stämmen (L. sp. AB434, L. sp. LA-6, L. sp. DSM16991, L. perolens L534) 
(Ausschnitt aus Miyamoto et al., 2005). Balken: 1 % Nukleotidsequenz-Unterschied. 
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Pot et al. (2014) ordnen L. perolens und L. harbinensis phylogenetisch in die 

L. perolens-Gruppe ein, der auch die ehemalige Gattung Paralactobacillus 

(reklassifiziert zu L. selangorensis, Haakensen et al., 2011) angehört. Die 

L. perolens-Gruppe wird vervollständigt durch L. shenzenensis, einer Spezies aus 

einem fermentierten Milchgetränk, die sehr eng mit L. harbinensis (Zou et al., 2013) 

verwandt ist. Aus Abbildung 7 wird ersichtlich, dass der L. perolens-Gruppe 

phylogenetisch L. composti am nächsten steht, gefolgt von L. dextrinicus. 

L. dextrinicus (Haakensen et al., 2009a) wird übrigens in der vorliegenden 

Publikation noch unter dem Namen Pedicoccus dextrinicus (Back, 1978) mit 92%iger 

16S rDNS Ähnlichkeit als sehr naher Verwandter von L  perolens angegeben, mit 

dem Hinweis, dass ersterer eher mit L. coryniformis und L. bifermentans verwandt 

ist, als mit anderen Pediokokken sensu stricto (Vandamme et al., 1996). 

 

Abb. 4: SDS PAGE Ganzzellprotein-Analyse von L. perolens Stämmen. Das Dendrogramm 
zeigt 2 Subcluster von L. perolens. (Back et al., 1999) 

Die Erstbeschreibung von L. backi erfolgte durch die Promovendin in der Brewing 

Science - Monatsschrift für Brauwissenschaft (Bohak et al., 2006). Tohno et al. 

(2013) griffen L. backi mit Übernahme der Daten aus der Erstbeschreibung in ihrer 

Publikation über L. iwatensis im IJSEM auf, womit die Namenskorrektur und 

Validierung von L. backi als L. backii erfolgte. L. backii wurde bisher ausschließlich 

aus verdorbenen Bieren verschiedener Herkunft mit EBC BU von 12 bis 32 isoliert 

und besitzt obligat bierschädliche Eigenschaften. Er unterscheidet sich phänotypisch 

von den anderen bierschädlichen Bakterien durch seinen obligat homofermentativen 

Charakter, den ansonsten im Brauereibereich bisher nur die meisten Kulturstämme 

der biologischen Säuerung aufweisen. Alle analysierten Stämme zeigen zellmorpho-

logisch große Ähnlichkeit zu L. coryniformis spp., unterscheiden sich aber von diesen 

insbesondere durch die fehlende Maltose- und Saccharosefermentation, sowie die 
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fehlende Diacetylbildung. Des Weiteren weist seine DNS einen G+C Gehalt von 37 

mol% auf und liegt damit deutlich unter dem Wert von L. coryniformis mit 45 mol%. 

Die Analyse der 16S rDNS Sequenzen (1483 bp, 1419 bp und 1428 bp) zeigt für die 

drei sequenzierten L. backii Stämme untereinander eine durchschnittliche Ähnlichkeit 

von 99,3 % und ergibt eine enge monophyletische Gruppe. Die 16S rDNS Sequenz-

Ähnlichkeit zu seinen phylogenetisch nahen Verwandten 

L. coryniformis ssp. coryniformis und L. coryniformis ssp. torquens beträgt weniger 

als 97 % (Daten s. Kap. 3). Nakakita et al. (1998) beschrieben ein bierschädliches, 

bis dahin unbekanntes Isolat BS-1 aus Bieren, welches ebenfalls homofermentativ 

eine ähnliche Zuckerverwertung wie L. backii aufwies, einen G+C-Gehalt der DNS 

von 38 % besaß und zudem phylogenetisch sehr nahe mit L. coryniformis verwandt 

war. Es ist nicht auszuschließen, dass BS-1 heute L. backii zugeordnet werden 

könnte. Zwei Stämme von L. iwatensis (Tohno et al., 2013), isoliert aus Knäuelgras-

Silage, sind mit einer 16S rDNS-Sequenz-Ähnlichkeit von 99,7 % die phylogenetisch 

nächsten Verwandten zu L. backii (Abb. 5). Da der L. backii Typstamm (JCM 18665T 

= DSM 18080T = LMG 23555T = L1062) sehr hohe 16S rDNS Sequenz-, 

Phenylalanyl-tRNA-Synthase (pheS) Gensequenz- sowie RNS-Polymerase alpha 

subunit (rpoA)-Gensequenz-Ähnlichkeiten zum Typstamm von L. iwatensis 

(IWT246T) aufweist, wurde der jeweils separate Spezies-Status mit DNS-DNS-

Homologien und Ribotyping überprüft und bestätigt (Tohno et al., 2013). 

Die Abtrennung des L. backii von L. iwatensis ist nicht nur aus wissenschaftlichen 

Aspekten sinnvoll, sondern auch von großer Bedeutung für die Brauereipraxis, da es 

hier um den spezifischen Nachweis von L. backii in seiner Rolle als obligaten 

Bierschädling geht. Interessant wäre in diesem Zusammenhang die Überprüfung von 

L. iwatensis-Stämmen auf ihr Bierschädlichkeitspotenzial.  

Dass L. backii lange Zeit nicht als bierschädliche Lactobacillus-Art erkannt worden 

ist, mag an seiner zellmorphologischen und auch genetischen Ähnlichkeit zu 

L. coryniformis liegen, was möglicherweise zu Fehlidentifikationen führte. L. backii 

und sein phylogenetisch nächster Verwandter L. iwatensis ist der L. coryniformis-

Gruppe zugeordnet (Abb. 7). 
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Abb. 5: Dendrogramm basierend auf 16S rDNS Sequenzen (aus Tohno et al., 2013): Phylo-
genetische Verwandtschaftsverhältnisse zwischen L. backii und L. iwatensis zu verwandten 
Laktobazillen-Stämmen. Balken: 1 % Nukleotidsequenz-Unterschied 

Lange Zeit wurde L. amylovorus als wichtigstes Bakterium der biologischen Maische- 

und Würzesäuerung betrachtet (Back, 1988 und 1994a). Dies ist nicht verwunderlich, 

da L. amylovorus (Nakamura, 1981) ganz ähnliche physiologische und biochemische 

Eigenschaften wie der hier beschriebene L. amylolyticus aufweist. So wird von 

beiden Arten homofermentativ unter fakultativ anaeroben Bedingungen bei einem 
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Temperaturoptimum von 45 bis 48 °C DL-Laktat aus Glukose gebildet. Beide Arten 

verwerten u. a. neben Glukose, D-Fruktose, Maltose und D-Mannose auch Stärke, 

was eine entscheidende Rolle bei der Substratumsetzung im Sauergut darstellt. 

Pentosen werden nicht fermentiert. Schließlich sind auch die G+C-Gehalte der DNS 

dieser Mikroorganismen nicht signifikant unterschiedlich (L. amylolyticus: 39 mol%, 

L. amylovorus 40,4 mol%). Vergleichende 16S rDNS Sequenzanalysen an 13 aus 

den Sauergutkulturen verschiedener Brauereien isolierten Stämmen ergaben jedoch, 

dass es sich bei diesen Stämmen um eine eigenständige Laktobazillen-Art handelt, 

welche aufgrund ihrer Fähigkeit der Stärkefermentation als L. amylolyticus 

bezeichnet wurde. L. amylolyticus ist ein Mitglied der L. acidophilus-Gruppe 

(Schleifer und Ludwig, 1995a und 1995b) bzw. nach neuer Nomenklatur der 

L. delbrueckii-Gruppe (Felis und Pot, 2014), mit L. intestinalis, L. helveticus 

L. acidophilus, L. amylovorus, L. crispatus als nächsten Verwandten, wobei die 

meisten der phylogenetischen Berechnungen auf einen gemeinsamen Ursprung von 

L. amylolyticus und L. intestinalis hinweisen. Die Signifikanz eines gemeinsamen 

Ursprungs ist allerdings aufgrund des kurzen gemeinsamen Astes (in Relation zu 

dem angelegten Maßstab) als relativ gering einzuschätzen. Die 16S rDNS 

Sequenzähnlichkeiten von L. acidophilus, L. amylovorus, L. crispatus und 

L. helveticus Arten bewegen sich in einem sehr engen Bereich (98,1–98,9 %). Der 

separate Status von L. amylolyticus hingegen wird gestützt durch die Ergebnisse der 

vergleichenden 16S rDNS Sequenzierungen und auch durch die Ergebnisse der 

DNS-DNS-Homologiestudien. Demnach beträgt die Ähnlichkeit der 16S rDNS 

Sequenz von L. amylolyticus zu seinen nächsten Verwandten auf Artebene weniger 

als 97 % und die DNS-DNS-Homologie liegt deutlich unter 70 % (Wayne et al., 

1987). Gancheva et al. (1999) bestätigen den Status von L. amylolyticus als neue 

homogene Spezies innerhalb der L. delbrueckii-Gruppe. Die mittels SDS-PAGE 

Ganzzellprotein Analyse, AFLP-Fingerprinting und RAPD-PCR-Fingerprinting 

erhaltenen Profile zeigen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Arten 

dieser Gruppe (Abb. 6), so dass insbesondere die Fingerprinttechniken als effiziente 

Methoden zur Differenzierung der Starterkultur L. amylolyticus von seinen nahen 

Verwandten in der L. delbrueckii-Gruppe gesehen werden können. 
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Abb. 6: Digitalisierte und normalisierte Darstellung der elektrophoretischen Abdrücke von 
L. amylolyticus im Vergleich zu anderen Arten der L. delbrueckii-Gruppe (aus Guancheva 
et al., 1999) 

Die aktuellsten phylogenetischen Positionen der beschriebenen Laktobazillen sind 

der Abbildung 7 zu entnehmen. Danach ist L. amylolyticus der sehr heterogenen 

L. delbrueckii-Gruppe zugeordnet und hat als nächsten phylogenetischen 

Verwandten L. intestinalis. L. lindneri befindet sich in der L. fructivorans-Gruppe. 

Zusammen mit seinem nächsten Verwandten L. sanfranciscensis teilt er sich eine 

gemeinsame Wurzel mit L. florum. L. perolens bildet zusammen mit seinen nächsten 

Verwandten L. harbinensis und L. shenzenensis ein Cluster und ist Namensgeber 

seiner Gruppe. Nahe phylogenetische Verwandtschaft besteht zu L. composti und 

L. dextrinicus, zwei außenstehenden Spezies. L. backii und L. iwatensis befinden 

sich in der L. coryniformis-Gruppe und bilden dort ein eigenes Cluster. Dieser 

Gruppe phylogenetisch am nächsten, mit einer gemeinsamen Wurzel, sind die 

L. casei- und die L. perolens-Gruppe, sowie L. dextrinicus. 

Alle bekannten bierschädlichen Laktobazillen (Tab. 4) verteilen sich insgesamt auf 

zehn phylogenetische Gruppen (Abb. 7). Dies belegt ihre bereits erwähnte 

Heterogenität, welche sich auch in ihren unterschiedlichen phänotypischen 

Merkmalen wiederspiegelt.  
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Abb. 7: Phylogenetischer Stammbaum (Neighbor-Joining-Verfahren) beruhend auf vollstän-
digen 16S rDNS Sequenzen ausgewählter Lactobacillus-Spezies, Gruppeneinteilung nach 
W. H. Holzapfel, B. J. B. Wood (eds.): Lactic Acid Bacteria: Biodiversity and Taxonomy. John 
Wiley & Sons, 2014. Die in dieser Arbeit beschriebenen Spezies sind im Fettdruck dar-
gestellt. Die als bierschädlich bekannten Lactobacillus-Spezies sind unterstrichen. Als out-
group wurde K. vitulina verwendet. Balken: 5 % Nukleotidsequenz-Unterschied. 
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4.2 Kritische Punkte beim Einsatz genbasierter 

Schnellnachweismethoden 

Nun ist die Erforschung des spezifischen Erbgutes von Laktobazillen zum einen die 

Grundlage wissenschaftlicher phylogenetischer Betrachtungen. Zum anderen bildet 

das Studium und die Kenntnis art- oder stammspezifischer Gensequenzen – bei 

Laktobazillen sind dies hauptsächlich die spezifischen 16S rRNS-Sequenzen als 

Target-Gene – die Grundlage für Schnellnachweis- und Identifizierungssysteme, wie 

in Kapitel 1.3.2.3 dargestellt. Ein großer Vorteil der Nutzung von 16S rDNS liegt im 

Vorhandensein umfangreicher, allgemein zugänglicher Datenbanken. Andererseits 

führen inhärente Sequenzunterschiede innerhalb derselben Spezies zu vielfachen 

Kopien von Genen mit geringfügigenen Sequenzenabweichungen, und damit zu 

Signalen, welche die Datenanalyse erschweren können (Cocolin et al., 2013). 

Die Vorteile kommerziell angebotener Nachweissysteme, die überwiegend auf der 

PCR- oder FISH-Technik basieren (Tab. 5), liegen im Allgemeinen in ihrer Schnellig-

keit (präparativer Zeitaufwand: 2–8 Stunden) bei leichter Durchführbarkeit, ihrer 

Spezifität (Eindeutigkeit), ihrer Sensitivität (Detektion geringer Bakterienmengen von 

1 bis 5 × 103 KBE pro ml; s. Tab. 5) und in ihrer Sicherheit (validierte Systeme) 

(Cocolin und Rantsiou, 2012; Rohde et al., 2015). Dennoch greifen deutsche 

Brauereien kaum auf Schnellnachweis-Kits zurück, wie eine repräsentative Umfrage 

2013 ergeben hat (Abb. 8). Arbeiten sie dennoch mit Gensonden oder PCR-

basierten Methoden, dann meist nur in Kombination mit klassischen kulturellen 

Methoden (Membranfiltration, Flüssiganreicherung) (Novy et al., 2013).  

Als einige Gründe für diese eher geringe Akzeptanz werden die höheren Material-

kosten für Geräte und Reagenzien, die komplizierte Handhabung im Vergleich zu 

klassischen Verfahren sowie Fehlinterpretationen bei der Auswertung angeführt 

(Hutter et al., 2003; Storgårds et al., 2006, Huhtamella et al., 2007; Novy et al., 

2013). 
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Abb. 8: Verfahren der mikrobiologischen Qualitätskontrolle in deutschen Brauereien. Erhe-
bung zu praktizierten Nachweismethoden (aus: Novy et al., 2013) 

Der Hauptgrund ist jedoch in folgender brauereispezifischen Problematik zu sehen: 

Es müssen Spurenkontaminationen, d. h. ein bierschädlicher Keim pro Gebinde, bei 

einem statistisch äußerst ungünstigen Verhältnis von entnommenem Probevolumen 

zum Verkaufsbier (0,001–0,01 % der Gesamtmenge), gefunden werden. Selektive 

Voranreicherungen mit für PCR oder Gensondentechnik geeigneten Selektivmedien, 

Erhöhung der Probenahmevolumina und/oder mechanische Keimaufkonzentrierun-

gen sind deshalb unabdingbar, um die für die Analyse benötigten Keimzahlen zu 

erhalten. Die Vertreiber der Test-Kits empfehlen aus diesem Grunde auch Vor-

inkubationen von 24 bis 48 Stunden, wobei für langsam wachsende Keimarten, wie 

L. lindneri oder L. paracollinoides (Storgårds et al., 1998; Suzuki et al., 2008; Asano 

et al., 2009), diese Zeit aber häufig nicht ausreichend bemessen ist. Des Weiteren ist 

das in den Schnellnachweisen zur Analyse kommende Probevolumen sehr klein 

(Mikroliter-Bereich). Die automatisierte Auswertung bei PCR-basierten Verfahren, 

z. B. über Schmelzkurvenanalysen der gebildeten DNS-Fragmente, stellt eine 

Arbeitserleichterung dar. Sie beinhaltet aber keine Ganzzellcharakterisierung und 

setzt viel Erfahrung bei der Interpretation voraus. Eine Störung der PCR-Reaktion 

könnte durch eingeschleppte Verunreinigungen aus der Proben- und Nukleinsäure-

aufbereitung zu zweifelhaften Ergebnissen führen (Cocolin und Rantsiou, 2012). 

Ebenso könnten bestimmte Matrixinhaltsstoffe, wie z. B. Polyphenole im Bier, die 

PCR-Reaktion beeinflussen und damit die Sensitivität und Selektivität herabsetzen, 

wie dies auch bei Wein (Delaherche et al., 2004) und für andere Lebensmittel 
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(Cocolin und Rantsiou, 2012; Rohde et al., 2015) berichtet wird. Problematisch ist 

hier außerdem die Amplifikation der DNS toter Zellen, die eine aktive Kontamination 

vortäuschen könnte (Homann et al., 2002; Cenciarini-Borde et al., 2009; Nocker und 

Camper, 2009; Cocolin und Rantsiou, 2012). Versuchsansätze, diesem Problem 

mittels Einsatz der interkalierenden Substanz EMA (Ethidiumbromid-Monoazid) 

entgegenzuwirken, ergaben, dass nicht für alle untersuchten bierschädlichen Keime 

ein PCR-Signal von toten Zellen unterdrückt werden konnte und die PCR-Sensitivität 

für lebende Zellen abnahm (Brandl, 2006). Die Arbeit mit EMA ist außerdem sehr 

matrixabhängig (Pisz et al., 2007). Versuche zur ausschließlichen Detektion 

lebensfähiger Zellen mittels RT-PCR, abzielend auf die 16S rRNS und den 

Elongationsfaktor tuf mRNS, ergaben ebenfalls unbefriedigende Resultate (Juvonen 

et al., 2010). Die Problematik der Erfassung toter Zellen entfällt bei Schnell-

nachweisen mit Gensonden, da hier die in den lebenden Zellen zahlreich 

vorhandenene ribosomale RNS als Zielgene fungieren (Schleifer et al., 1992a und b; 

Thelen et al., 2001 und 2002; Amann et al., 2008; Thelen, 2009). Die mit der FISH-

Technik einhergehende Visualisierung der Mikroorganismen (Rohde et al., 2014) 

wird in den Brauereien häufig als positiv empfunden. Als Kritikpunkt bei FISH ist der 

geringe Probendurchsatz durch (noch) fehlende Automatisierung anzuführen. 

Dass die molekularen Techniken aufgrund ausgewählter Primer und Gensonden, 

hohe Spezifitäten aufweisen, kann sich auch als Nachteil erweisen. Hier liegt nämlich 

die Gefahr in der Nicht-Erfassung noch nicht erkannter, und damit nicht erwarteter, 

neuer Spezies und Subspezies (Temmermann et al., 2004), welche in den Test-Kits 

entsprechend nicht aufgenommen sind. Die daraus resultierenden falsch negativen 

Befunde verhindern die Ergreifung von Gegenmaßnahmen und können bei 

Distribution der betroffenen Biere zu erheblichen Imageschäden und finanziellen 

Verlusten führen. Andererseits finden sich in den Schnellnachweis-Kits mancher 

Hersteller nicht-bierschädliche Mikroorganismen (z. B. L. fructivorans, L. hilgardii, 

L. pentosus, Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus). Diese werden detektiert und 

führen zu falsch positiven Befunden, mit der Konsequenz, dass die Qualitäts-

sicherung zu unnötigen zeit- und kostenintensiven Maßnahmen (z. B. doppelte 

Filtration, erhöhter Reinigungs- und Desinfektionsaufwand, Rückrufaktionen) greift 

oder sogar das falsch-positiv analysierte Bier vernichten lässt. Als falsch-positiv 

muss ein Befund auch dann gewertet werden, wenn ein Stamm, der einer als 

bierschädlich charakterisierten Art angehört, detektiert wird, obwohl er keine 



4 Diskussion 

- 88 - 

bierschädlichen Eigenschaften aufweist. Dies ist durchaus vorstellbar, wenn man die 

aktuell bekannten obligaten oder potentiellen bierschädlichen Laktobazillen (Tab. 4) 

unter dem Aspekt ihrer phylogenetischen Gruppeneinordnung (Abb. 7) betrachtet: 

Wie bereits diskutiert, bemerkt man zum einen eine weite Streuung dieser Mikro-

organismen über die verschiedenen Gruppen in der Gattung Lactobacillus (Abb. 7). 

Zum anderen ist über die phylogenetische Einordnung kein direkter Zusammenhang 

mit den jeweiligen biochemisch-physiologischen Einordnungskriterien und jeweiligen 

Schädlichkeitspotenzialen erkennbar. Ein Blick in die Datensammlung der DSMZ 

oder der LPSN genügt, um zu erkennen, dass die Mitglieder der verschiedenen Arten 

der Gattung Lactobacillus aus den unterschiedlichsten Substraten an den 

unterschiedlichsten Standorten der Erde isoliert worden sind. Das wirft die 

grundsätzliche Frage nach den Ursachen des bierschädlichen Charakters 

bestimmter Stämme innerhalb dieser Arten auf, bzw. gibt Anlass nachzufragen, in 

welchen Merkmalen die Eigenschaft der Bierschädlichkeit in den Bakterien 

festgeschrieben ist. Dieses Wissen ist die unabdingbare Voraussetzung für die 

Entwicklung wirklich aussagekräftiger und spezifischer Nachweis- und 

Identifizierungsverfahren. 

4.3 Ausblick: Trends in der Forschung 

Ein Hauptziel der Forschung ist also die Ergründung der Faktoren, welche dem 

Merkmal der Bierschädlichkeit zugrunde liegen. Diese Faktoren lassen Mikro-

organismen die im Bier vorhandene Stresssituation tolerieren, was ihnen zum einen 

das Überleben sichert und zum anderen sogar Wachstum im Bier ermöglicht. Stress 

wird allgemein definiert als Veränderungen von Umweltbedingungen, die reduziertes 

Wachstum oder generell eine Einschränkung der Überlebensfähigkeit nach sich 

ziehen (Spano und Massa, 2006). Laktobazillen reagieren mit Stressantworten, die 

auf koordinierten Genexpressionen beruhen, welche zusammenwirkend die 

zellulären Prozesse, wie z. B. Mechanismen zur Aufrechterhaltung der pH-Homö-

ostase oder erhöhte Produktion von Chaperonen, zur Steigerung ihrer Stresstoleranz 

verändern (van de Guchte et al., 2002). Zahlreiche Quellen verweisen auf die 

Stressfaktoren, welche die mikrobiologische Anfälligkeit von Bieren limitieren. Dies 

sind insbesondere die Hopfeninhaltsstoffe (hpts. Humulonsäuren), tiefe pH-Werte 

(Säureanteil), Alkoholgehalte bis 8 Vol%, reduzierte Sauerstoffgehalte, hohe CO2-
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Anteile, Nährstoffmangel aufgrund vorangegangener Hefegärung sowie niedere 

Temperaturen im Produktionsbereich (u. a. Back, 1994a, 2005 und 2008; Thiele und 

Back, 2008; Hammond et al., 1999; Suzuki, 2011; Vriesekoop et al., 2012; Bokulich 

et al., 2013). Ausgehend von der Annahme, dass das Bierschädlichkeitspotenzial der 

MOs in unmittelbarem Zusammenhang mit ihrer Toleranz gegenüber Hopfeninhalts-

stoffen steht und genetisch verankert sein könnte, befassten und befassen sich 

zahlreiche Forschungsgruppen in den letzten Jahren intensiv mit verschiedenen 

durch Hopfen bedingte Resistenzmechanismen. Diese Mechanismen werden vor 

allem 1. mit der Cytoplasmamembran, im Wesentlichen den Hopfenresistenzgenen 

horA, horC und ihren flankierenden Open Reading Frames [ORF]), 2. mit der 

Zellwand (höhermolekulare Lipoteichonsäuren in Kombination mit Mn2+ und hitA) und 

3. mit anderen Hopfentoleranzmechanismen, wie z. B der Induzierung Mn2+-

abhängiger Enzyme durch Hopfenbitterstoffe oder der Verkleinerung der Zellgröße 

zur Verringerung des Bierkontaktes, in Verbindung gebracht (Suzuki, 2011). Die 

wissenschaftlichen Grundlagen hierzu werden, neben Sakamoto und Konings 

(2003), Suzuki (2011) und Preissler (2011), auch ausführlich von Behr und Vogel 

(2010), Vogel et al. (2010) und aktuell von Schurr et al. (2015) wiedergegeben. 

Letztendlich kann resümiert werden, dass durch die untersuchten hopfenbezogenen 

Resistenzmechanismen die Problematik der Bierschädlichkeit nicht vollständig erklärt 

werden kann (u. a. Suzuki et al., 2005b; Haakensen et al., 2008b; Bergsveinson, 

2013; Deng et al., 2014; Kern et al., 2014a, 2014b). Zwar finden sich Betrachtungen 

über Stressantworten von Laktobazillen bez. Hitze, Alkohol und Azidität, allgemein 

für den Lebensmittelbereich (Van de Guchte et al., 2002; Liu und Qureshi, 2009) 

oder für einzelne Lactobacillus-Stämme (u. a. Laplace et al., 1999; Siegumfeldt et al., 

2000; Martinez et al., 2010; Van Bokhorst-van de Veen et al., 2011; Carvalho et al., 

2013 [für Lactococcus lactis]; Heunis et al., 2014; Liu, 2014). Berichte über 

bierspezifische Untersuchungen zu nicht hopfeninduzierten Stressantworten sind 

jedoch selten. Zhao et al. (2014) berichten über oxidative Stressreaktionen bei 

bierschädlichen L. brevis-Stämmen im Vergleich zu nicht-bierschädlichen Stämmen, 

wenn sie Desinfektionsmitteln ausgesetzt werden. Über den Effekt von Alkohol und 

tiefen pH-Werten auf die Genexpression bez. der Argininverwertung durch L. brevis 

und P. pentosaceus referieren Araque et al. (2013). Pittet et al. (2011) befassten sich 

mit der Stressantwort bierschädlicher Bakterien auf Alkohol, konnten aber keine 

signifikante Korrelation zwischen Alkoholtoleranz und Bierschädlichkeit ausmachen. 
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Offensichtlich ist die Fokussierung auf die Suche nach einzelnen Markern für das 

Merkmal Bierschädlichkeit nicht ausreichend. Einige Faktoren sprechen für diese 

Annahme: Das Medium Bier besitzt eine komplexe Zusammensetzung, welche 

zunächst von der Getreidebeschaffenheit mit ihrer Mikroflora und der sich daraus 

ableitenden Malzqualität sowie der Hopfenart und der Wasserbeschaffenheit im 

Sudprozess bestimmt wird. Auch spielen die verwendeten Hefestämme, ihre 

Gäreigenschaften, das Hefemanagement und die Reifungs- und Lagerungs-

bedingungen des Jungbieres eine wesentliche Rolle für die Ausprägung der 

Bierzusammensetzung und -stabilität. Da durch den Hefestoffwechsel und bei 

unsachgemäßer Prozessführung durch eventuelle Autolyseerscheinungen auch 

wachstumsfördernde Substanzen wie Aminosäuren und organische Säuren (u. a. 

Säuren aus dem Krebs-Zyklus und aus dem Aminosäure-Biosynthese-Weg) ins Bier 

entlassen werden (Dufour et al., 2003), wird dieses kontaminationsanfälliger 

gegenüber Bakterien. Hier spielt auch der forschungsmäßig noch einzugrenzende 

„P-Faktor“ (Peptidfaktor) eine Rolle, den scheinbar manche recht anfälligen Biere 

besitzen und den schwer nachweisbare Keime wie L. lindneri zum Wachstum 

benötigen (Back, 1994a). Tatsächlich wurde bereits von Berg et al. (1981) ein Peptid 

mit einem Molekulargewicht von ca. 1.065 aus frischen Hefeextrakten nachgewiesen 

und analysiert. Dieses Peptid stimulierte laut Berg das Wachstum von 

L. sanfranciscensis aus Sauerteig, dem phylogenetisch nächsten Verwandten von 

L  lindneri. 

Die dargestellte Komplexität des Bieres erschwert zudem die Evaluierung des 

Bierschädlichkeitspotenzials von Bakterien. Diese Evaluierung ist als Voraussetzung 

für alle Studien zur Bierschädlichkeit unabdingbar. Da eine umfassende Nachstellung 

der Komplexität des Bieres in Kulturmedien kaum in vollem Umfang gelingen kann, 

erweist sich bis zum jetzigen Zeitpunkt die sogenannte „Bierpassage“ als die 

zuverlässigste Evaluierungsmethode. Hier wird das Wachstum der Testorganismen 

direkt in den unveränderten Biertypen (s. Kap. 2.1; Preissler et al., 2010) beobachtet. 

Bei der Entwicklung von Nährmedien für Bierschädlinge ist darauf zu achten, dass 

die Validierung mit bieradaptierten Stämmen erfolgt, da Stämme aus 

Kulturensammlungen oder Stämme, die mehrfach über Optimalmedien geführt 

werden, ihren bierschädlichen Charakter verlieren können (Suzuki, 2011; Bohak 

et al., 2012). Diese Möglichkeit des Verlustes (oder Erwerbes) ist eine Indikation 

dafür, dass die Eigenschaft der Bierschädlichkeit nicht von vornherein fest im Genom 
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verankert ist, sondern über Adaptationsprozesse, vielleicht auch über Plasmid 

bezogenen horizontalen Gentransfer, erst erworben wird. Hierzu könnte 

möglicherweise die Betrachtung des gesamten Bakteriengenoms weiteren 

Aufschluss bringen, da zu vermuten ist, dass wesentliche Teile des Genoms eines 

bestimmten Stammes diesen einzigartig machen (Gevers et al., 2005). 

Vielversprechende Ansätze für weitere Forschungen zu den Faktoren der 

Bierschädlichkeit und mikrobiologischen Idenzifizierungsmöglichkeiten bieten die 

„Omik“-Wissenschaften, welche neben der Genomik u. a. die Proteomik, Trans-

kriptomik und Metabolomik umfassen. Ziel dieser Wissenschaften ist es, 

interdisziplinär ein Bild von allen zellregulatorischen Prozessen im Kontext zum 

Gesamtverhalten des untersuchten Mikroorganismus oder der MO-Gemeinschaft in 

ihrem ökologischen Umfeld zu erhalten (Brul, 2014). Herrero et al. (2012) bezeichnen 

die Omik für Lebensmittel als Foodomik. Sie definieren Foodomik als eine Disziplin, 

die das Studium aller Nahrungsmittel- und Ernährungsbereiche, z. B. über die 

Detektion von qualitätsrelevanten Biomarkern oder das Studium von Nahrungsmittel-

kontaminanten, durch Anwendung fortschrittlicher Omik-Technologien, im Sinne des 

Verbraucherwohls, beinhaltet. Dabei sind massenspektrometrisch-basierte 

Techniken, wie z. B. MALDI-TOF für Proteom-Analysen, unabdingbar (Herrero et al., 

2012). Colgrave et al. (2012) erörtern die Applikationen der massenspektro-

metrischen Techniken für die Proteomanalyse vom Getreide bis hin zum Produkt 

Bier. Sie kommen zu dem Ergebnis, dass diese hochsensitiven und schnellen 

Techniken eine gute Alternative zu immunologischen Methoden darstellen. Unter-

suchungen zur Proteomzusammensetzung vom Getreide über die Würze bis zum 

Bier mittels 2D-Gelelektrophorese oder MALDI-TOF MS belegen den deutlichen 

Einfluss der verschiedenen Kulturhefestämme auf das Proteinprofil und unter-

streichen damit die Bedeutung der Wahl des Hefestammes für die Bierqualität, wie 

z. B. auf die Filtrierbarkeit, den Schaum oder die oxidative Stabilität (Berner et al., 

2013; Konecna et al., 2012). Ein großes Potenzial der Proteomik ist in der Brauerei 

insbesondere auch auf dem Gebiet der Bakteriendiagnostik zu sehen. So gelang die 

Identifizierung von Bakterien nicht nur auf Spezies-, sondern auch auf Stammebene 

(Kern et al., 2014a, 2014b; Wieme et al., 2014). Umfangreiche Analysen der 

Proteome von bierschädlichen und nicht-bierschädlichen L. brevis-Stämmen aus 

unterschiedlichen Substraten wurden ebenfalls bereits mittels MALDI-TOF MS 

getätigt und lieferten vielversprechende Informationen über mögliche Gruppen-
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bildung in Abhängigkeit zur Bierschädlichkeit (Kern et al., 2014b; Preissler, 2011). 

Eine Erweiterung der Proteomerfassung aller bierschädlicher Mikroorganismen im 

Vergleich mit nicht-bierschädlichen Vertretern der gleichen Art und dem damit 

verbundenen Ausbau der spezifischen Datenbanken könnte für Schädlichkeits-

beurteilungen in Zukunft nützlich sein. mRNS-basierte Transkriptom-Sequen-

zierungen, wie sie von Pittet et al. (2013) für bierschädliche Pediococcus claussenii-

Stämme beschrieben werden, eröffnen neue Aspekte zu substratabhängigen 

Genexpressionen und werden, neben der Proteomik, eine bedeutende Funktion für 

die Aufklärung der Faktoren einnehmen, welche die Bierschädlichkeit steuern. 

Das Nahrungsmittel Bier stellt eine ökologische Nische dar und weist so sein eigenes 

spezifisches Keimspektrum auf. Die Mikroorganismen haben sich an dieses Umfeld 

vermutlich während ihres evolutionären Entwicklungsprozesses adaptiert und dabei 

komplexe molekulare Mechanismen entwickelt, welche wahrscheinlich in ihrer gene-

tischen Ausstattung zu finden sind. Diese Mechanismen sichern nicht nur ihr Über-

leben, sondern begünstigen auch ihre Vermehrung unter an sich ungünstigsten 

Bedingungen. Die Wissenschaften der Omics werden bei der Aufklärung der mole-

kularen Zusammenhänge in Zukunft eine wesentliche Rolle spielen und damit ins-

gesamt zum besseren Verständnis des Substrates Bier und seiner Mikroflora 

beitragen.  
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