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Optimierung des Nachweises | Die Detektion von bierschäd-

lichen Bakterien im Brauprozess ist von enormer Bedeutung. Diese 

Bakterien sind unter anderem in der Lage, Trübungen, Säure und 

geschmackliche Beeinträchtigungen im Produkt hervorzurufen. 

Dabei ist es gerade in der Hefereinzucht oder auch in Erntehefe 

äußerst schwierig, diese Bierschädlinge nachzuweisen, da ihr 

Wachstum durch die Hefe unterdrückt wird. Darüber hinaus tre-

ten diese Bakterien dort oftmals nur als Spurenkontamination auf. 

In dieser Studie wurde eine Methode entwickelt, bierschädliche 

Bakterien in Reinzuchthefe sicherer und schneller nachzuweisen 

als mit den bisherigen Methoden. 

Die Qualitätssicherung spielt 
in der Brauerei eine entscheidende Rolle. 
Neben chemisch-technischen Parametern 
ist vor allem die mikrobiologische Sicher-
heit des Bieres entscheidend. Ist die mik-
robiologische Reinheit eines Bieres nicht 
gewährleistet, kann es zu negativen Aroma-
veränderungen, zu Trübungen, Säuerung 
bis hin zur Konsistenzänderung kommen. 
Aus diesem Grund sind Brauereien stets 
bemüht, mittels Stufenkontrollen sensib-
le Bereiche in der Produktion regelmäßig 
mikrobiologisch zu untersuchen. In der 

Brauereimikrobiologie unterscheidet man 
zwischen Bakterien, die optimal an das Mi-
lieu Bier angepasst sind und sich ohne Ad-
aption darin vermehren können (obligat 
bierschädliche Bakterien), und solchen, die 

erst nach einer gewissen Adaptionsphase  
bzw. nur in Biertypen anwachsen können, 
die in ihren selektiven Eigenschaften redu-
ziert sind (potentiell bierschädliche Bakte-
rien).

lKlassisches Verfahren

In vielen Brauereien werden die Produkt-, 
Spülwasser- oder Wischproben in einem 
klassischen Verfahren in diverse Nährme-
dien appliziert und bei für Bakterien opti-
malen Temperaturen (28±1 °C) bebrütet, 
um kontaminierende Keime anzureichern. 
Diese Art der Untersuchung dauert je nach 
Art der Probe zwischen sieben und 21 Ta-
gen, teilweise auch länger, bis sich die Zahl 
der Kontaminanten bis zur jeweiligen De-
tektionsgrenze (Mikroskop: 105 Zellen/ml; 
Realtime PCR (polymerase chain reaction): 
102-103 Zellen/ml) vervielfältigt hat und 
ein sicherer Befund möglich ist. Vor allem 
in größeren Brauereien wird heute auf  
PCR-basierte Methoden zurückgegriffen, 
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die eine schnelle Detektion geringer Kon-
zentrationen ausgewählter Schadkeime 
gewährleisten. 

Unabhängig von der Nachweismethode 
gibt es in Brauereien besondere Probleme 
beim Nachweis von bierschädlichen Mik-
roorganismen in der Kulturhefe. Sowohl 
in Propagationshefe wie auch besonders 
in Erntehefe können sich bierschädliche 
Bakterien „verstecken“, die inmitten der 
hohen Zahl an Hefezellen (z. B. 102 Zellen/
ml Bakterien auf  108 Zellen/ml Hefe) äu-
ßerst schwierig zu detektieren sind. Vitale 
Hefe unterdrückt zudem das Wachstum 
von Bakterien, sodass sich die meist von 
Grund auf  geringe Zahl der in einer Probe 
enthaltenen Bakterien in Anwesenheit der 
Hefezellen selbst unter optimalen Bedin-
gungen kaum steigert. Des Weiteren kommt 
bei Hefeproben erschwerend hinzu, dass die 
kontaminierenden Keime nicht mecha-
nisch aufkonzentriert werden können wie 
beispielsweise bei Drucktankproben über 
einen Membranfilter. Der konventionellen 
Brauereimikrobiologie bleibt daher nur 

die wiederholte Bebrütung in spezifischen 
Nährmedien. Auch der sichere Nachweis 
von bierschädlichen Keimen durch mo-
derne molekularbiologische Methoden ist 
nicht immer realisierbar, da die nötigen 
Nachweisgrenzen aufgrund der Unterdrü-
ckung durch die Brauhefe nicht erreicht 
werden.

lKonkurrenzdruck reduzieren

Eine Forschungsarbeit am Forschungs-
zentrum Weihenstephan für Brau- und 
Lebensmittelqualität setzte sich mit dieser 
Problematik auseinander, mit dem Ziel, ei-
ne Methode zu entwickeln, die Hefezellen 
in hohen Konzentrationen sicher abtötet, 
ohne jedoch das Wachstum der bierschäd-
lichen Bakterien negativ zu beeinflussen. 
Es sollte einerseits sichergestellt werden, 
dass das Wachstum der Bakterien deutlich 
früher einsetzen kann, da der Konkurrenz-
druck der Hefezellen reduziert wird, und 
es zum anderen durch zusätzliche Nähr-
stoffe, die von den autolysierenden Hefe-
zellen freigesetzt werden, begünstig wird 

(sogenanntes Yeast Food). Das natürliche 
Antibiotikum Natamax® der Firma Da-
nisco aus Kopenhagen, Dänemark, wird 
verwendet, um Hefezellen gezielt abzutö-
ten. Natamax beinhaltet Natamycin, wel-
ches während der Fermentation durch das 
Bakterium Streptomyces natalensis produ-
ziert wird und mit Lactose vermengt wird. 
Dieses Mittel wird üblicherweise bei der 
Käseherstellung oder für andere unsterile 
Lebensmittel verwendet, um unerwünsch-
te Hefen und Schimmelpilze zuverlässig 
abzutöten [1]. Es findet jedoch auch in an-
deren Bereichen der Lebensmittelindustrie 
wie z.B. bei der Produktion von Fisch- und 
Fleischerzeugnissen Verwendung. Nata-
mycin greift in die Endozytose (aktive Auf-
nahme von Membranvesikeln in die Zelle) 
von Hefezellen ein, in dem es an Ergosterol 
bindet [2, 3, 4]. Im Gegensatz zu anderen 
fungiziden Mitteln wie Filipin und Nysta-
tin wird die Permeabilität der Zytoplasma-
membran durch Natamycin nicht erhöht 
[4, 5]. Das heißt, Natamycin verhindert 
die Vermehrung von Hefen und Schimmel-
pilzen und führt zum Tod der Zellen, aller-
dings nicht durch den Austritt essentieller 
Zellbestandteile aufgrund einer Permeabi-
litätserhöhung der Membran. Die genauen 
Wirkweisen sogenannter polyener Anti-
mycotica sind bis heute nicht vollständig 
aufgeklärt, aber weitläufig diskutiert [6, 7, 
5, 8, 9, 4, 10, 11, 3]. Das Wachstum von 
Lactic acid bacteria (LAB) wird durch die 
Zugabe von Natamycin nicht beeinflusst 
[12]. In verschiedenen Versuchsansätzen, 
die sowohl kulturelle als auch molekular-
biologische Methoden umfassten, wurde 
in dieser Studie überprüft, ob die Zugabe 
von Natamax zur zu überprüfenden Hefe-
probe die Detektion bierschädlicher Bakte-
rien in hefehaltigen Proben beschleunigen 
kann (Abb. 1). Eine Zeitersparnis käme in 
der Praxis jedem braumikrobiologischen 
Labor zu Gute und am Ende auch der kon-
sultierenden Brauerei, die die Befunde 
schneller erhalten und entsprechend re-
agieren kann. 

Alle Proben ohne die Zugabe von Na-
tamax waren nach der Inkubation auf  
Würzeagar mit Hefe überwachsen, so dass 
keine konkrete Zellzahl mehr festgestellt 
werden konnte. Die Zugabe von 5 g/l des 
Antibiotikums führte bereits nach einer 
Einwirkzeit von 24 h dazu, dass keine He-
fekolonien nach der aeroben Bebrütung 
auf  Würzeagar erkennbar waren. Aus den 
identischen Proben wurden 100 µl nach  

ct-Werte der Versuchsreihe ohne Zugabe von 
Natamax

Bakterien-
stamm 

Ausgangs-
zellzahl 
[Zellen/

ml]

ct-Wert 1 
ohne Na-

tamax 

ct-Wert 2 
ohne Na-

tamax 

ct-Wert 3 
ohne Nata-

max

Mittel-
wert

Standard-
abwei-
chung

Konfi-
denzin-
tervall 
(95 %)

L. brevis 100 40,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0

L. backi 100 33,2 31,2 40,0 34,8 3,8 4,3

L. casei 100 40,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0

P. damnosus 100 40,0 40,0 31,1 37,0 4,2 4,8

L. harbinensis 100 32,7 31,8 32,3 32,3 0,4 0,5

L. lindneri 100 40,0 23,5 31,5 31,7 6,7 7,6
Tab. 1

ct-Werte der Versuchsreihe mit Zugabe von 
Natamax

Bakterien-
stamm 

Ausgangs-
zellzahl 

[Zellen/ml]

ct-Wert 1 
mit Nata-

max 

ct-Wert 2 
mit Nata-

max 

ct-Wert 3 
mit Nata-

max

Mittel-
wert

Standard-
abwei-
chung

Konfiden-
zintervall 

(95 %)

L. brevis 100 15,5 16,5 16,6 16,2 0,5 0,6

L. backi 100 17,7 18,5 18,1 18,1 0,3 0,4

L. casei 100 40,0 34,0 33,2 35,7 3,0 3,4

P. damnosus 100 29,2 31,8 31,9 31,0 1,3 1,4

L. harbinensis 100 32,3 30,4 32,2 31,6 0,9 1,0

L. lindneri 100 16,8 16,7 16,5 16,7 0,1 0,2
Tab. 2
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24 h, 48 h und 72 h entnommen, auf  NBB®-
Agar ausgestrichen und unter anaeroben 
Bedingungen bei 28 °C bebrütet, um die 
bierschädlichen Bakterien nachzuweisen 
(siehe Abb. 2).

Mit der Verlängerung der Einwirkzeit 
des Antimykotikums steigt auch die An-
zahl der Kolonien von L. brevis auf  NBB-
Agar. Gleichzeitig konnte ein Anstieg der 
Kolonien in Abhängigkeit von der einge-
setzten Ausgangskeimzahl verzeichnet 
werden. Die geringe Wiederfindungsrate 
(z. B. Ausgangskeimzahl 104 Keime/ml; 
Keimzahl nach 48 h 150 Kolonien/100 
µl=1,5x103 Zellen/ml) erklärt sich durch 
die Exposition der Bakterienzellen mit 
Stress, ausgelöst durch das hefehaltige 
Medium, und durch die Tatsache, dass eine 
Kolonie auf  Agar nicht einer Zelle entspre-
chen muss, sondern meist aus mehreren 
Zellen in einem Verbund besteht. Auch 
wenn die Ausgangskeimzahl von 104 Zel-
len/ml die besten Ergebnisse erbrachte, 
entspricht diese Konstellation nicht der für 
die Praxis erforderlichen Problemstellung. 
Die Zugabe des Antibiotikums sollte vor 
allem Spurenkontaminationen schneller 
und sicherer nachweisen, daher wurden in 
den folgenden Versuchen Bakterien-Zell-
zahlen von 101 und 103 Zellen/ml gewählt.

Bei einer Ausgangskeimzahl von 103 Zel-
len/ml ließ sich bei dem Keim L. brevis kei-
ne signifikante Steigerung der Keimzahlen 
durch die Zugabe des Antimykotikums aus-
machen, da in beiden Ansätzen die Agar-
platten vollständig überwachsen waren. L. 
casei dagegen ließ sich in beiden Versuchs-
ansätzen (mit und ohne Natamax) nach 
48-stündiger Einwirkzeit nicht mehr kulti-
vieren. Bei den vier anderen Spezies konnte 
eine signifikante Steigerung der Keimzah-
len durch die Zugabe von Natamax erzielt 
werden (siehe Abb. 3).

Beim Einsatz von lediglich 10 Zellen/ml 
wuchs L. brevis ebenfalls am schnellsten 
und überwuchs die entsprechenden Agar-
platten sowohl im Ansatz mit wie auch ohne 
Natamax-Zugabe. L. casei und P. damnosus 
konnten unter den gewählten Bedingungen 
nicht kultiviert werden. Die Endkeimzahlen 
von L. backi unterschieden sich zwischen 
dem Ansatz mit und ohne Antibiotikum 
nicht signifikant. Eine deutliche Zellzahl-
steigerung war bei den Keimen L. harbinen-
sis und L. lindneri erkennbar (siehe Abb. 4).

Das kulturelle Nachweisverfahren 
zeigt, dass mit Hilfe der Natamax-Zugabe 
eine höhere Keimzahl an Bakterien de-
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Abb. 4  Endkeimzahl der Proben mit und ohne Natamax-Zugabe bei einer Ausgangskeimkon-
zentration von 101 Zellen/ml

Abb. 2  Zellzahlveränderung von L. brevis in Abhängigkeit von der Ausgangskeimzahl und der 
Natamax-Einwirkungszeit

Abb. 3 Endkeimzahl der Proben mit und ohne Natamax-Zugabe bei einer Ausgangskeimkon-
zentration von 103 Zellen/ml



BRAUWELT | WISSEN | Gärung und Lagerung

656  Brauwelt | Nr. 23 (2018)

tektiert werden können. Diese Ergebnisse 
wurden mittels PCR-Untersuchung veri-
fiziert. Da übliche PCR-Systeme eine Min-
destkeimzahl von 100-1000 Keimen für ei-
nen sicheren Nachweis benötigen und die 
grundsätzlichen Kultivierungsbedingun-
gen im Vergleich zum vorangegangenen 
Versuch nicht verändert werden sollten, 
wurde mit einer Ausgangskeimzahl von 
100 Zellen pro Milliliter gearbeitet. In den 
Tabellen 1 und 2 sind die entsprechenden 
ct-Werte dargestellt. Hierbei entspricht ein 
ct-Wert von 40 dem maximalen ct-Wert 
des verwendeten PCR-Systems. Das heißt, 
die in der Probe enthaltene DNA-Menge ist 
bei einem ct-Wert von 40 in zu geringen 
Mengen vorhanden, um detektiert zu wer-
den. 

Wie aus den Tabellen 1 und 2 sowie Ab-
bildung 5 hervorgeht, konnten die Ergeb-
nisse aus den Versuchen mit kultureller 
Anreicherung (Abb. 3 und 4) verifiziert 
werden. Die DNA aller untersuchten Bier-
schädlinge konnte in höheren Konzentrati-
onen durch die Zugabe von Natamax nach-
gewiesen werden. Somit liegen alle ct-Werte 
unterhalb der untersuchten Proben, die 
keine Zugabe des Antibiotikums erfahren 
haben. Zwar lagen die ct-Werte der Proben 
von L. casei, L. harbinensis und P. damnosus 
recht hoch, aber dennoch im detektierbaren 
Bereich. Dies war ohne die Zugabe von Na-
tamax nicht möglich.

lFazit

Durch die Verwendung des Natamycin-
haltigen Antibiotikums konnte die Kultur-
hefe in einer Konzentration von 108 Zellen/
ml nach 48 h sicher abgetötet werden. Das 
Wachstum der relevantesten Bierschädlin-
ge wurde dadurch nicht beeinflusst. Eine 

Kontaktzeit von 24 h mit Natamax führte 
darüber hinaus zu einer signifikant höhe-
ren Keimzahl an bierschädlichen Bakteri-
en, die auf  Agarplatten nachweisbar wa-
ren. Diese Ergebnisse konnten mittels PCR-
Untersuchungen bestätigt werden. Durch 
die Zugabe von 5 g/l Natamax zu herkömm-
lichen Hefeproben ist es demnach möglich, 
Spurenkontaminationen schneller und 
sicherer zu detektieren. Dies bedarf  keinem 
relevanten Mehraufwand im Laboralltag in 
einer Brauerei, führt jedoch zu einer opti-
mierten Qualitätssicherung. � n
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