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Biomonitoring der Betriebshefen in praxi mit
fluoreszenzoptischen Verfahren

IX. Mitteilung: Trehalose — Stressprotektant der Saccharomyces-Hefen

Inder Praxisder Brauerei ist esu.a. von Bedeutung, in welchem Stadium ihresZellzyklusdie Hefeunter Stresssituationen
TrehalosealsProtektivum bildet. Esfehlt bisher an Nachweismethoden, die Trehalosekonzentration (méglichst on-line) zu
bestimmen, um M odellier ungen desPr ozessesbzw. desHefemanagementsdur chfiihren zu kénnen. Ziel der vorliegenden
Unter suchungen war, dasSpektrum der physiologischen Analysen dur ch eineschnelle, dir ektefluor eszenzoptische Detektion
der Trehalose zu erweitern. Eine Temper atur er héhung wahrend exponentiell wachsender Hefezellen bewirkteeine sofortige
Trehaloseakkumulation der Hefezellen, dieparallel mit der HPL C- und der fluor eszenzoptischen Analyse nachgewiesen

wurde.

BC 44 Hefereinzucht, HefefUhrung
(Desriptoren: Hefe, Flusszytometrie, Trehal ose, Stressfaktoren.
Descriptors: Y east, flow cytometry, trehalose, stressfactors).

1 Problemstellung

Prozessstérungen stellen einen wesentlichen K ostenfaktor fir die
Brauwirtschaft dar. Die Mdglichkeiten der konventionellen G&
rungskontrollesind hier anihre Grenzen gelangt. In der Brauerei-
technologie wird dies durchaus erkannt und mit dem Begriff
Hefemanagement umschrieben. Dieser Begriff ruft aber die Asso-
ziation hervor, dassbereitsdieeffizientesten Verfahren zur Hefe-
behandlung eingesetzt werden, um Hefepopulationen zu fuhren.
Diesistnichtder Fall. Inder Praxisgibtesz.Z. keineVerfahren, die
die physiologischen Zustande einzelner Hefezellen berlicksich-
tigen. Der physiologische Zustand der einzelnen Zelle ist aber
Grundbedingung, um den Begriff desHefemanagementszu recht-
fertigen.

Ein geeignetes Biomonitoring zum besseren Verstéandnis des
Hefeherfuhrens und des Produktionsablaufes, also dessen Kon-
trolle bzw. dessen Steuerung, wére dringend erforderlich. Dies
wurde bedeuten, dass man die Hefe wahrend der Zwischenlage-
rung Uber die HerfUhrung bis zum abfullreifen Bier mit neuen
Verfahren aus der bildverarbeitenden Analytik (Fluoreszenzmi-
kroskopie, Laserscanning-Mikroskopie), der Molekularbiologie
(PCR, in situ-Hybridisierung, Gensondentechnik) und der elek-
tronischen Zytometrie (Flusszytometrie, fluoreszenzaktivierte
Zellsortierung, Cell Analysing System) begleitend untersuchen
muss. Dabei ist unerheblich, ob die Hefepopulation einmal oder
mehrmals gefuhrt wird.

AlleindasHerfihren, Umsetzen und Zeuggeben solltebei optima-
len Zellzyklusbedingungen erfolgen und muss daher permanent
on-lineanalysiert werden. Daher ist eszur Optimierung desHefe-
managements notwendig, die flr den jeweiligen Betrieb optima-
len Bedingungen durch ein intensives Beobachten der physiolo-
gischen Zusténde der Hefezellen herauszuarbeiten.
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In vorangegangenen Publikationen wurde schwerpunktmallig
der physiologische Zustand der einzelnen Zelle wdhrend des
Gérprozessesuntersucht (Hutter etal., 1995, 1996a, 1996b, Hutter
und Miller, 1996) und brachte viele neue Erkenntnisse beztiglich
des Wachstums, der Vermehrung und des physiologischen Zu-
standes der Hefezellen.

In der Brauereiliteratur wird in den letzten Jahrenimmer haufiger
Uber Stressfaktoren bei Hefen der Gattung Saccharomyces wéah-
rend der HerfUhrung, Proliferation, Lagerung und der anaeroben
Gérung berichtet. Esist daher von Bedeutung, in welchem Stadi-
umihresZellzyklusdieHefeunter Stresssituationen Trehaloseals
Protektivum bildet. Es fehlt bisher an Nachweismethoden, die
Trehalosekonzentration (mdglichst on-ling) zu bestimmen, um
Modellierungen desProzessesbzw. desHefemanagementsdurch-
fuhren zu kénnen.

Ziel dieser Untersuchungen war, das Spektrum der physiologi-
schen Analysen durch eine schnelle, direkte fluoreszenzoptische
Detektion der Trehal ose zu erweitern.

2 Einleitung

Im 19. Jahrhundert wurde der Zucker Trehal ose in Europa unter
dem Begriff , TrehalaManna' bekannt. Trehaloseist ein Disac-
charid, dasin nicht-reduziertem Zustand vorliegt. Esbesitzt einen
stiten Geschmack. Dieses Disaccharid wurdebisher in Bakterien,
Pilzen, htheren Pflanzen, I nsekten und anderen 'V ertebraten nach-
gewiesen. In Mikroorganismen, besonders in ihren Uberdaue-
rungsformen, den Sporen, findet man héaufig eine Akkumulation
der Trehalose.

In Wirbeltieren konnte a,a-Trehalose nicht gefunden werden
(Schmutz, 1988).

Kuenz und Fiechter (1972) fanden eine Erhohung der Trehal ose-
konzentration bei begrenztem Glucoseangebot wahrend der kon-
tinuierlichen Kultivierung.

Lillieund Pringle(1980) differenzierten diesesErgebnis. Kurzvor
der Erschopfung der Glucose war zunéchst eine Erhthung des
Glykogengehaltes und spéter nach Verbrauch der Glucose eine
Trehaloseakkumulation festzustellen. Bel ungiinstigen Wachs-
tumsbedingungen, wenn die Glucose verbraucht ist, verstoff-
wechseln die Hefezellen zundchst das gespeicherte Glykogen.
Anschlieflend wird laut Lillie und Pringle (1980) Trehal ose mo-
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bilisiert. Gleichzeitig sterben viele Hefezellen ab. Diese Tatsache
I&sst den Schluss zu, dass der Trehal ose eher eine Schutzfunktion
zukommt als der Einlagerung eines zusétzlichen Reservestoffes,
den die Zéelle in unglinstiger Wachstumssituation mit Kohlen-
hydraten mobilisieren kann.

Das Vorhandensein von Trehalose in Hefezellen wurde daher
in den frihen Untersuchungen als Reservestoff gewertet. Erst
Thevelein et al. (1984) bezeichneten das K ohlenhydrat als Stress-
protektant fr das Cytosol der Hefezellen. Man hatte festgestelIt,
dass nach Hitzebehandlung bei 45° C eine Anhéufung von Treha-
lose nachzuweisen ist (Hottiger et al., 1987). Bel nachfolgenden
Hitzestresssituationen wurden die Zellen durch akkumulierte
Trehalose in den Zellen geschiitzt. Bei diesem Temperaturstress
musste im Nahrmedium allerdings Glukose vorhanden sein.

Attfield (1987) betonte, dass Trehalose nicht nur al's Protektant
wéhrend eines Hitzestresses, sondern auch zum Schutz der Mem-
bran vor Austrocknung bzw. beim Einfrieren angereichert wird.

Neveset al. (1991) betrachteten Trehal oseeinmal al sReservestoff
fur denfriihen Zeitpunkt der Reifung, z.B. bei Neurosporacrassa,
zum anderen als Protektant bei der Erhitzung, der Austrocknung
und pH Verschiebungen. Dariiber hinaus werteten sie die Tre-
haloseakkumulation als Schutz gegen die Inhibierung anderer
Umweltstresssituationen wie Einwirkungen von organischen L 6-
sungen, von Oxidantien und bel Schwermetallintoxikationen.
Fur Hefen wie Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharo-
myces pombe schlief3en sie aber Trehal ose als Kohlenstoffquelle
und Reservestoff aus, betonen aber die Schutzfunktion des Di-
saccharids bei Hitze- und anderer umweltbedingter Stressfakto-
ren. DasPhénomen des Schutzesdurch Trehal oseist reversibel, da
Trehalose schnell abgebaut wird, sobald die Zellen wieder unter
zellphysiologischen Bedingungen wachsen kénnen.

Saughter und Nomura (1992) untersuchten die Speicherung von
Kohlenhydraten und Reservestoffen unter verschiedenen extre-
men Wachstumsbedingungen an Saccharomyces cerevisiae und
kamen zu dem Schluss, dass Glycogen- und Trehal osegehalte
Hinweise auf die Viabhility geben.

Inder Zellkulturtechnik ist seit einiger Zeit Trehal oseim Gesprach
als Kryoprotektivum anstatt DM SO eingesetzt zu werden (hier:
Kryokonservierungvon peripheren Blutstammzellen (PBSZ) bzw.
Knochenmark (KM)). DM SO-freieKryokonservierungsverfahren
konnten daher zu geringerer Toxizitét fUr den Patientenundfir die
konservierten Zellen fuhren.

Die nachfolgenden Untersuchungen beschéftigen sich daher mit
vergleichenden Trehal ose-Untersuchungen anhand der HPLC-
Analytik und der Flusszytometrie an Hefezellen nach Hitzeein-
wirkung.

3 Materialien und Methoden
3.1 Trehalose-Analytik mit der Dionex-Anlage

Die Probenaufbereitung fir die HPLC-Methode war die gleiche
wie fur die flusszytometrische Analyse. Die Zellen wurden in
70%iger Athanollésung fixiert und in dieser Suspension weiter
verarbeitet. Die HPL C Analysen wurden insgesamt zweimal wie-
derholt.

DieAnalyseder Probenerfolgtemit einer Dionex-Anlage, d.h. die
Analyse von Kohlenhydraten wurde durch lonenaustauschchro-
matographie mit gepul ster amperometrischer Detektion durchge-
fuhrt. Bel diesem Prinzip werden die sauren Kohlenhydratmole-
kile deprotoniert (Eluentist z.B. NaOH), anschlief3end Uber eine

| onenaustauschersaule chromatographiert und dann elektroche-
misch (gepulste Amperometrie) detektiert.

Als Saulewurde eine Carbopac, PA 10,4 mm, verwendet. Eluent:
Wasser/1IM NaOH = 50/50 isochratisch; Aufgabenmenge: 25 ml
der jeweiligen Losungen.

3.2 Flusszytometrische Trehalose-Analyse mit dem Lectin: ConA-
FITC

Der Trehal osegehalt wurde mit einem L ektin-Fluorochrom-K on-
jugat, ConA FITC, nachgewiesen. Lektinesind pflanzliche Mito-
gene, die an bestimmte Rezeptoren der Hefezelloberflache bin-
den. ConA bindet préferenziell an Rezeptoren fir Glukose und
Mannose.

Fixation: Hefezellen wurden Gber Nacht in 3,7% Paraformal de-
hyd-Ldsung bei 4° C fixiert. Vor der Farbung wurden die Zellen
zweimal in PBS gewaschen. Anschlief?end in 1 ml PBS-Lésung
resuspendiert.

Farbung:1ml fixierter Hefezellen wurde in PBS-L6sung gewa-
schen und anschlieffend in 1 ml PBS-Lsung resuspendiert.

Zu dieser Hefesuspension wird Con A-FITC pipettiert und bei
Raumtemperatur inkubiert.

Farbung der Zellen:
Stock Solution: 1mg Con A-FITC in 1ml steriler PBS |6sen.

Gebrauchslésung: 10 ml aus der Stock Solution pro ml Zellsus-
pension, 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren, anschlie-
Bend im PAS bei 488 nm analysieren. Die Emission des Fluo-
resceins wurde bei 525 nm gemessen.

3.3 Féarbung des DNA- und Glykogengehaltes

Die Zellzyklusanalyse wurde nach der Methode von Hutter und
Eipel (1978) nach RNase Digestionund Férbung mit deminterkar-
lierenden Fluorochrom Propidium Jodid durchgefuhrt.

Der Glykogengehalt wurde mit Acriflavin nach Saurehydolyse
entsprechend der Methode von Hutter et al. (1999) fluoreszenz-
optisch bestimmt.

3.4 Flusszytometer

Fir die fluoreszenzoptische Detektion wurde ein Flusszytometer
der Fa. Partec GmbH, Mnster, verwendet. Dieses System ist mit
einer HBO 100 und einem Argon-lonen Laser ausgerustet.

3.5 Versuchsabluf

Hefezellenwarenbei 3° Cgelagert worden. DieseZellenstammten
aus der 4. Fihrung und wurden in 28° C vorgewarmte sterile
Wirzeinokuliert. Die Probenahme erfolgte kurz nach der Inoku-
lation (a), nach 3,5 Stunden Kultivierung bei 28° C (b), kurz nach
der Temperaturerhbhung auf 40° C (c) und schliefdlich nach der
Abkuhlung auf die urspriingliche Wachstumstemperatur (d).

4 Ergebnisse

4.1 HPLC-Analyse des Trehalosegehaltes nach Temperaturerho-
hung

DieTrehal ose-Analytik der Hefeproben wurdemit einer Dionex-
Anlagedurchgefihrt. Eine Zuordnung der Signale erfol gte bisher
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Abb. 1a—d Trehalose-Akkumulation nach Hitzebehandlung,
HPLC-Analyse

a) Hefezellen zum Zeitpunkt der Inokulation,

b) Zellen nach 3.5 Stunden Kultivierung bei 28°C,

¢) Hefen nach Temperaturerhéhung auf 40°C,

d) Zellen nach Abkuhlung der Wirze auf 28°C

nur fUr den Peak der Trehalose. Die Retentionszeit fur Trehal ose
betrug ca. 2,2 Minuten. Inder Abb. 1a—dwar der Trehal ose-Peak
identisch mit der Bezeichnung 2. Nach der Inokulation (Abb. 1a)
und kurz vor der Erwdrmung der Population (Abb. 1b) auf 40°C
zeigte der Trehalose-Peak ein einheitliches Signal. Nach der
Erwadrmung auf 40° C stieg die Peak-Hoheauf den doppelten Wert
an. Eine Stunde nach der Erwérmung bei der Abkihlung der
Suspension wieder auf 28° C war keine Trehalose mehr nachzu-
weisen.

4.2 Fluor eszenzoptischeTrehal osegehalts-Bestimmungnach Tempe-
raturerhéhung

Nach Hitzebehandlung der Wiirze auf 40° C kann sowohl mit der
HPL C- als auch mit der fluoreszenzoptischen Analytik eine Tre-
hal oseakkumulation nachgewiesen werden.

4.2.1 DNA-Gehalt pro Hefezelle

Dadie Hefezellen aus der Hefelagerung bel 3° C in 28° C warme
Wirze inokuliert wurden, zeigte die Haufigkeitsverteilung der
Abb. 2 in a) zunéchst das typische Bild einer quieszenten Popu-
lation. Die Zellen besitzen einheitlich niedrigen DNA-Gehalt (2
n) einer untergérigen Hefepopulation.

ImVerlauf der Kultivierung gelangenimmer mehr ZellenindieG,-
+ M-Phase (Abb. 2inb).

Zum Zeitpunkt der Temperaturerhéhung von 40° C deutet bei der
DNA-Gehalts-Bestimmung nichts darauf hin, dass der physiolo-
gischeZustand der Hefezellensichverandert hat. DieintensiveG,-
+ M-Phase hdlt unvermindert in Abb. 2in c) an.

Auch nach der Temperaturabsenkung findet man eine stark aus-
geprégte exponentielle Wachstumsphase (Abb. 2 in d).

4.2.2 Glykogengehalt pro Hefezelle

Zum Zeitpunkt der Inokulation und der 3,5-stiindigen Kultivie-
rung bleibt die relative Fluoreszenzintensitdt des Glykogenge-
halteskonstant. Glykogenwird aber sofort eingelagert, sobald die
Temperatur auf 40° C erhtht wurde. Nach der Temperaturreduzie-
rung durch Eiswrfel auf 28° C bleibt der Glykogengehalt weiter-
hin erhoht.

4.2.3 Trehalosegehalt pro Hefezelle

Inder Abb. 2 war der grofdte Teil der Zellen zum Zeitpunkt der
Inokulation proliferationsinaktiv, d.h. die Trehalosein den Zellen
war sicherlich bei der Kihlung des Jungbieres am Ende der
Hauptgarung eingelagert worden. Dadie Zellenin der 4. Fihrung
bei 3°C aufbewahrt wurden, bestand kein Anlassfir diequieszen-
ten Zellen, die Trehal ose abzubauen. Bei 28° C beginnensich die
Zelleninden 3,5 Stunden Kultivierung an die Néhrsubstratbedin-
gungen zu adaptieren. Da das Inokulat als dickbreiiger Satz
gegeben wurde, befindet sich ein grofller Teil der Zellen auch
weiterhin in der proliferationsinaktiven Phase (viable but not
culturable). Sobald die Temperatur in der Population auf 40°C
angehoben wurde, lagerten die proliferationsaktiven Zellen so-
fort Trehaloseein. Diese Akkumulation der Trehal osewurde aber
ebenso schnell wieder riickgéngig gemacht, nachdem die Zellen
wieder bei Normaltemperatur kultiviert wurden.

4.2.4 Anzahl der Sprossnarben pro Hefezelle

Die Abb. 3a—d spiegeln die Altersstruktur der Hefezellen in der
Populationwieder. DasAlter einzelner Hefezellenkorrespondiert
mit der Anzahl fluoreszierender Sprossnarben.

Bel der Proliferation der Hefezellenwerden auf der Zellwand nach
jedemZellzyklus, der mit der Geburt einer Sprosszelleendet, neue,
zusétzliche Sprossnarben gebildet. Die Spross- und Geburtsnar-
ben bestehen aus kraterdhnlichen Chitin-Ringen, die nicht mehr
elastischgenug sind, umin diesen Bereichen Zucker- und Gasaus-
tausch zu gewahrl eisten. Jehoher die Anzahl der Sprossnarbenist,
desto geringer wird die verbleibende Zelloberflache, durch die
Gase und Zuckermol ekl e tranportiert werden konnen. (Streiblo-
va und Beran, 1963). Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcofluor
kénnen préferenziell chitinhaltige Regionen auf der Hefezell-
oberfléache angeféarbt werden (Hodgson et al., 1999).

In der Abb. 3ahandelt es sich um quieszente Hefezellen, dieeine
geringe Fluoreszenzintensitdt besitzen.
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Abb. 2 Trehalose-Akkumulation nach Hitzebehand-
lung, fluor eszenzoptische Analyse.

Der Zdlzyklusder Hefezellen:

a) Zellen ausder Hefelagerungin der G-/G -Phase,
b) —c) Hefezellenin der exponentiellen G,-+M-Phase.
Der Trehalosegehalt (rel. Fluoreszenzintensitét pro

ool L Hefezelle):
0 . 1 2 2 3 3 4 4 5 a) 66.6F.l.,
Time [hrs] b) 66.2 F.I.,
¢) 72.2F..,
—e—Temperature [*C] —%— Treh mean —e— Glykogen d) 39.3F..
5 Diskussion

Eine Temperaturerhéhung wahrend exponentiell wach-
sender Hefepopulation bewirkte eine sofortige Trehal o-

seakkumulationder Hefezellen, dieparallel mitder HPL C-
und der fluoreszenzoptischen Anayse nachgewiesen
wurde. Die Aussage verschiedener Autoren konnte zu-
mindest in dem Punkt bestétigt werden, dass Saccharo-

myces-Hefen bei Erhdhung der Temperatur auf 40°C
einen Anstieg des Trehal osegehaltesinnerhalb kiirzester
Zeit erfahren. Diese physiologische V erdnderung einzel -
ner Hefezellen wéhrend der kurzzeitigen Erhitzung kann
mit der Zellzyklusanalyse nicht direkt erfasst werden.

Abb. 3 Trehalose-Akkumulation nach Hitzebehandlung,

fluor eszenzoptische Analyse der Sprossnarbenzahl —Die
Sprossnar ben-Fluor eszenz von Hefezellen

a) Zellen ausder Hefelagerungin der G -/G,-Phase, b) —c)
Hefezellenin der exponentiellen G-+M-Phase. Dierelative
Fluoreszenzintensitat der Sprof3narben nimmt mit zunehmender
Proaliferationab.

Das bedeutet, dassin den exponentiellen Wachstumsphasen der
Zdellzyklusimmer schneller ablauft und dadurch immer mehr
juvenile T ochter zellen mit nur einer Geburtssprossnar be gebildet
werden.

. ) Peak Mean of the
.‘\[\)rus.snarben Maximum Gaussian K
Fluoreszenz distribution ommentar
™o T Inokulation der
Hefezellen aus der
a) ‘ 3.1 4421 Lagerung in 28° C Wiirze
"l Hefezellen wurden 3.5
b) ll 4.4 52,83 Stunden bei 28° C
-l kultiviert
“ Erhéhung der Temperatur
0 i"__il 4.0 50,44 auf 40° C
Reduzierung der
d) i 3.5 48,80 Temperatur auf 28 ° C

Offensichtlich handelt essich um einen Schutzmechanis-
mus der Zelle, der dieser Stresssituation durch die Bil-
dung von Proteinen begegnet. In der Literatur werden
diese Proteine auch als Heat Shock Proteins (HSP) be-
zeichnet. Die HSPswerden durch mehrere Geneaktiviert
(Knippers, 1997).

Bei Escherichia coli werden 20 verschiedene Proteine
synthetisiert, sobald die Wachstumstemperatur auf 45°C
erhoht wird. Der starke Anstieg dieser Proteinewird aber
sehr schnell wieder reduziert, wenn die Ausgangstempe-
ratur von 30°C wieder erreicht wird. Solche Reaktionen
finden nicht nur bei Temperaturerhbhungen, sondern
auch bel Erhéhung des pH-Wertes, der Osmolaritét, von
UV-Strahlen, bel Ethanol-Zunahme und nach Schwer-
metallintoxikationen statt.

Der Hitzestress bewirkt nicht nur die Bildung von HSPs,
sondernfihrt auch zu einer Retardierung desZellzyklus-
ses (Knippers, 1997). In der Zellzyklusanalyse konnte
diese Annahme in den vorliegenden Untersuchungen
nicht bestétigt werden, da die Haufigkeitsverteilungen

Erst nachdem die Zellen nach 3.5 Stunden Kultivierung bei 28° C
proliferationsaktiv geworden sind, zeigt sich, dass die sprossen-
den Zellen aufgrund ihrer Sprossnarben-Fluoreszenz relativ alt
sind (Abb. 3b).

Die Hitzeeinwirkung fuhrt dazu, dass sprossende Zellen ,, Notge-
burten* durchfihren, so dass die Fluoreszenzintensitét durch die
erhdhte Zahl juveniler Tochterzellen abnimmt (Abb. 3c).

Dieser Effekt verstarkt sich (Abb. 3d) sobald dieZellenwieder bei
normaler Wachstumstemperatur (28° C) kultiviert werden.

ein ausgepragtes, exponentielles Wachstum zeigten. Al-

lerdingsist zu vermuten, dassnach der Mitose, dieZellen

zunéchst in der G,-Phase verharren, bis die normale
Wachstumstemperatur wieder eingestelltist. Diesdeutet durchdie
Untersuchungen der Altersstruktur mit Hilfe der Sprossnarben-
Fluorezenz hin. Sprossende Zellen beenden in Stresssituationen
ihren Zellzyklus. In der Population liegen danach eine Viel zahl
von jungen Hefezellen vor.

Die Stressantwort der Hefezellen auf Temperaturerhthung be-
wirkt sicherlich eine Stabilisierung der Membran und eine Akku-
mulation von Glykogen und Trehalose. Wahrend die Trehalose
sofort nach Temperaturreduzierung wieder abgebaut wird, nimmt
der Glykogenabbau offensichtlich langere Zeit in Anspruch.
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Die vorliegenden Untersuchungen haben deutlich gezeigt, dass
die Zellzyklusanalyse allein nicht ausreicht, um die physiologi-
schen Verdnderungen in einzelnen Hefezellen anzuzeigen. Die
einzelne Zelle dieser niederen Eukaryonten unterliegen &hnlich
den Sdugetierzellen einem Schutzmechanismus gegen aulere
EinflUsse bzw. Stresssituationen. Daim Brauprozess Situationen
wie Temperaturerhéhung oder Kihlung des Bieres gesteuert
werden, Veradnderungen des pH-Wertes und Zunahme des Etha-
nolgehaltesaufgrund der Stoffwechsel aktivitét der Hefeerfolgen,
kann dies nattirlich zu einer permanenten Stressbelastung fur die
Hefezellen fihren, d.h. da Géarung natirlicherweise Stressfir die
Hefezellen bedeutet, ist es wichtig beim Hefemanagement eine
Minimierung zusétzlicher Stressbelastung zu erzielen oder die
Stressbelastung so zu gestalten, dass eine Reproduzierbarkeit der
Stresshel astung herrscht, umimmer gleiche Bedingungen fir eine
erneute FUhrung zu gewéahrleisten. Sicherlich spielt hier die Al-
tersstruktur eine wesentliche Rolle. Spekulativ werden junge,
dynamische Zellen mit flexiblen Membranen sicherlich Stress-
situationen ohne Beeintréchtigungen Uberstehen, wahrend &ltere
Hefezellen mit starren Zellmembranen und geringerer Prolifera-
tionsaktivitét eventuell keinen weiteren Zellzyklus starten, statt
dessen die Apoptose bzw. den Zelltod durchfiihren.
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6 Summary/Résumé

Hutter, K .-J., Kliem, C. and Nitzsche, F.: Biomonitoring of process
yeastsby fluor escenceoptical methodsin practice. Part | X: Trehalose
— Stress protectant of Saccharomyces strains — Monatsschrift fur
Brauwissenschaft 56, No. 5/6, 121 — 125, 2003

BC 44 Yeast propagation

Inbrewing practice itis of importanceto know the particul ar stage of the
cell cycleduringwhichyeast generatestrehal oseunder stressconditionsas
aprotectant. Currently, thereareno methodsavailable(preferably on-line)
todeterminetrehal oselevel sfor processmodelling and yeast propagation
respectively. Theaim of thisinvestigationwasto extend thephysiol ogical
analysisspectrawithafast direct fluorescenceoptical detectionfor trehal ose.
A rise in temperature during the stage of exponential growth caused an
immedi atetrehal oseaccumulationintheyeast cells, which hasbeen detected
by both HPL C and fluorescence optical analysis.

Hutter, K.-J., Kliem, C. et Nitzsche, F.: Biomonitoring des levures
industriellesen pratique par procédé optique de fluor escence. | X1eme
Communication: | X. Communication : Tréhalose — protecteur du
stressdelalevur e Saccharomyces.—M onatsschrift fir Brauwissenschaft
56, No. 5/6, 121 — 125, 2003
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Dansleprocédéenbrasserie, il estimportant d’ analyser enligne, defagon
permanente, lapropagation, letransfert et |’ aluvionnagedansdesconditions
optimalesducyclecdlulaire. 1l estnécessaired’ optimiser lemanagement des
levures par des observations approfondies de I’ état physiologique des
cellules de levures dans les différentes brasseries et dans les meilleures
conditions. Il estimportant deconnaitredansquel stadeducyclecellulaire
delalevureet desconditionsdestressalieulaformationdutréhal osecomme
agent protecteur. Onmanquede méthodesdedétection pour déterminer en
lignelaconcentrationdutréhal osepour modéliser leprocédéc’ est-a-direle
management delalevure. Lebut del’ examen était d’ étendrelespectredes

analysesphysiol ogiquespar unedétectionrapideet directepar fluorescence-
optique du tréhalose. Une augmentation de la température pendant la
croissanceexponentielledescel lulesdel evuresprovoqueuneaccumul ation
immédiatedutréhal osedecellulesdelevures. Celle-ci aétédéterminéeen
parallélepar analyse HPL C par fluorescence-optique.

~
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