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K. Wackerbauer und M. Beckmann

Untersuchungen zur Bestimmung des
Flockulationsver haltens von Brauereihefen

Die Bestimmung des Flockulationsver haltens von Brauer eihefen stellt einen wichtigen Aspekt der innerbetrieblichen
Qualitatssicherung dar, da ein sich ver &nder ndes Bruchbildungsver mdgen einen unmittelbaren Einfluss auf den Géarver -
lauf, die Filtrierbarkeit des Bieresund die Bierqualitat austibt. Hinsichtlich ihrer Praktikabilitat wurden drei Labormess-
methoden zur Bestimmung der Hefeflockulation eingehend getestet. Als Vergleich dienten begleitende Garungen in
EBC-Garrohren und Edelstahl-ZK Ts. Als zweckméafig erwiesen sich die Bestimmung der Zellober flachenhydr ophobizitat
nach Akiyama-Jibiki und der modifizierte Helm-Test nach D’Hautcourt und Smart. Mit beiden M ethoden war es mdglich,
das Flockulationsver halten schnell und sicher zu bestimmen. Weniger gut geeignet, weil mit gr63erer Unsicherheit behaftet,
war hingegen der modifizierte Helm-Test nach Mota und Soar es.

BC 41 Brauereihefe

(Deskriptoren: Brauereihefen, Flockulation, Flockul ationsmess-
methoden, Zell oberflachenhydrophobizitét, Modifizierter Helm-
Test, Hefevitalitét.

Descriptors: Brewers' yeasts, flocculation, methods for Measu-
ring flocculation, cell surface hydrophobicity, modified Helm’'s
test, yeast vitality)

1 Einleitung und Literatur

Die Flockulation, in Brauerkreisen auch Bruchbildung genannt,
beschéaftigt die Wissenschaft und den Praktiker bereits seit Ende
des vorletzten Jahrhunderts. Das Flockulationsverhalten beein-
flusst Uber die K ontaktzeit der Hefe mit dem Substrat den V erlauf
der Hauptgérung und die nachfolgende Reifung und damit die
Qualitét des erzeugten Bieres ganz wesentlich. Diesbeziiglich
konnen als Einflussfaktoren genannt werden: der innerhalb einer
vorgegebenen Zeit erzielbare Vergarungsgrad, die Effizienz der
Reduktion der Off-Flavour-Komponenten Diacetyl und Acetal-
dehyd, die Durchfihrung der Hefeernte, die Klérung des Bieres
wahrend der Lagerung und damit direkt zusammenhéngend auch
die Filterstandzeiten.

Als Einfuhrung erfolgt zunéchst ein Blick auf die Historie der
Flockul ationsforschung, entsprechend einer V eréffentlichung von
Jansen und Mendlik aus dem Jahre 1951 (1).

Schonfeld (2) beschrieb 1910 alseiner der Ersten dasunterschied-
liche Flockulationsverhalten unter- und obergériger Hefen in
wassriger Losung. Erstere zeigten eine ausgeprégte Bruchbil-
dung, letztere hingegen bildeten eine eher milchig trilbe Suspen-
sion. Etwa zur selben Zeit entwickelte Lange (3) eine enzymati-
sche Theorie. Diese besagte, dass die Menge an exkretierten
proteol ytischen Enzymen, wel chedie Proteine der Zell oberflache
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angreifen, einen Einfluss auf das Flockulationsvermdgen der
Hefe auslibt. Lange zufolge schieden flockulente Hefen weniger
dieser Enzyme aus. Schonfeld und Krumhaar (4) postulierten
1918, dass die Flockulation durch bestimmte Wirze-Proteine,
welche sich an der Zelloberflache anlagern, induziert wirde.
Hayduck und Schiicking (5) waren die ersten, die den mdglichen
Einfluss von Salzen auf die Flockulation untersuchten. Ran-
ken (6) fuhrte Versuche mit Calcium-Salzen durch und schluss-
folgerte, dass die Flockulation primér vom Kulturmedium und
erst in zweiter Linie vom Hefestamm abhéngig sei. LUers und
Heuss (7) mal3en 1931 der el ektrischen Ladung der Hefezelleeine
gewisse Bedeutung bei. Geys (8) fiuhrte diesbezliglich Untersu-
chungen mittel sMikroel ektrophorese durch und fand heraus, dass
eine flockulente Hefe in destilliertem Wasser ihr Flockulations-
vermdgen verliert. Weiter bemerkte er, dass wahrend der Haupt-
gérung die negative Oberflachenladung der Hefe etwa bis zum
vierten Gértag zunimmt, ab dann jedoch immer mehr Zellen mit
positiver Ladung auftreten. Slbereisen (9) konnte diesbeztiglich
keine Veranderungen erkennen. Stockhausen (10) war der Mei-
nung, dass die Flockulation teilweise durch ausgefallte Proteine,
welche die Hefezellen adsorbieren und zu Boden ziehen, unter-
stutzt wirde. Burns (11) erklérte 1937 das Ausbl eiben der Bruch-
bildung wéahrend der Hauptgérung mit der Anwesenheit vergarba-
rer Zucker.

Dieser kurze Einblick in die ,,Geschichte der Flockulationsfor-
schung” lasst erkennen, wie wichtig, aktuell und vielschichtig
dieses Themazur Zeit unserer Véter und Grol3véter war, und dass
damals bereits wichtige Grundlagen fir spatere Untersuchungen
gelegt wurden. Innerhalb der letzten 65 Jahre konnten auf diesem
Forschungsgebiet grofie Fortschritte erzielt werden, inshesonde-
re, wasdasV erstandnisfir mogliche Flockul ationsmechanismen,
fir die genetischen und biochemischen Grundlagen, und was die
Anwendung verschiedener Messmethoden zur Beurteilung der
Flockulation betrifft.

Zwei Termini missen grundsétzlich unterschieden werden. Mit
dem Begriff Flockulenz wird die Fahigkeit der Hefezellen, unter
optimalen Bedingungen flockulieren zu kénnen, beschrieben.
Diesist eine genetisch und physiologisch determinierte Stamm-
eigenschaft (12 — 16, 24). Flockulation hingegen meint das tat-
séchlich auftretende reversible Phénomen, bei dem Hefezellen
zunéchst agglomerieren und dann im N&hrmedium innerhalb
kurzer Zeit sedimentieren (24).
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Burns (11) war es, der alserster das Flockul ationsvermdgen einer
Hefevisuell Gber die Sedimentbil dung zu beurteilen versuchte. Es
folgten, basierend auf diesem Prinzip, in den funfziger bisachtzi-
ger Jahren eine Reithe weiterer Modifikationen (17 —21). Hierbei
wurden V ersucheunternommen, die Aussagekraft und die Repro-
duzierbarkeit der Flockulationstests weiter zu verbessern, indem
z. B. die Bestimmung der Zelldichte photometrisch gemessen,
oder, indem auch die Geschwindigkeit der Sedimentation, die
Grofe der Flocken und die zur Entflockung benétigte EDTA-
Menge bestimmt wurden. Heutzutage werden mehr und mehr
neue Aspekte, wie die chemisch-physikalischen Eigenschaften
der Hefezelloberfléache, berlicksichtigt (22 — 26). Immer wieder
betont wird die Notwendigkeit standardisierter Kulturbedingun-
gen fur die zu untersuchenden Hefen. Weiter von Bedeutung ist
der Eintrag von Energie in Form von Bewegung der Zellen und
die Einstellung einer moglichst gleichméfdigen Zelldichte zu Be-
ginn der Flockulationsmessung. Die Rolle des Calciums bel der
Flockulation wird kontrovers diskutiert. VVorgeschlagen wird die
Moglichkeit einer Cal ciumsal zbriickenbindung zwischen anioni-
schen Gruppen der Zellwand.

In dieser sogenannten lonenhypothese (27) geht man davon aus,
dass es sich bei diesen Gruppen vermutlich um die Phosphodi-
estergruppen des Phosphomannans oder um Carboxylgruppen
der Proteine handelt (28, 29). Zusétzlich zu den Salzbriicken
scheinen hierbei auch Wasserstoffbricken zwischen den Manno-
seresten an der Zelloberflache stabilisierend zu wirken. Zweiwer-
tige lonen, wie Calcium, scheinen aufgrund ihres lonenradius fUr
die Ausbildung dieser Salzbriicken pradestiniert zu sein, wobei
andere zweiwertige lonen, wie Magnesium oder Mangan, eben-
falls, jedoch in wesentlich schwécherem Ausmal3, Flockulation
ausl 6sen kénnen. Einen flockulationshemmenden Einfluss besit-
zen dagegen beispielsweise die einwertigen Natrium- und Kali-
um- lonen (30). Diese Salzbriicken-Theoriewird zwar von vielen
Seiten unterstitzt, jedoch kann sie nicht den flockulationshem-
menden Einfluss der Zucker, speziell Mannose und Glucose,
erkléren. Eineandere Funktion der Calcium-lonenwird durchden
heutzutage am besten erklérbaren Mechanismusder ,, [ektindhnli-
chen Adhésion* der Zellen beschrieben.

Diese Lektinhypothese wurde 1978 von Taylor und Orton (31)
vorgeschlagen und dann von Miki et al. 1982 bestétigt (32). Sie
berticksichtigt zusammen die Aspekte Calcium-lonen, Protein-
Strukturen der Zelloberflache, Wasserstoffbriicken und Zucker.
Lektine sind eine Gruppe antikorperéhnlicher Proteine. Diese
koénnen sich an der Oberflache verschiedener Zelltypen, unter
anderem auch Hefen, spezifisch binden und diese dabei verklum-
pen. Die hierbel beteiligten Gruppen umfassen das Zuckerbin-
dungszentrumder L ektineund dieterminalen, nicht-reduzierenden
Mannose-, Glucose- und Fructosereste von Mono-, Oligo- oder
Polysacchariden der entsprechenden Oberflachenrezeptoren.
Concanavalin A ist ein typisches L ektin und beinhaltet al's essen-
tiellen Bestandteil des Zuckerbindungszentrums Calcium-lonen.
Tatséchlich kann anhand haploider L aborstdmme nachgewiesen
werden, dass bestimmte Flockulationsgene Zelloberflachenpro-
teine (L ektine oder Flockuline) kodieren, welche unmittelbar am
Zustandekommen einer Zell-Zell-Bindung beteiligt sind. Interes-
santerwei sewerden in Brauerei stammen diese Komponenten erst
gegen Ende der logarithmischen Phase gebildet, was das Einset-
zen der Flockulation wahrend der stationdren Phase erkléren
kann. Calcium-lonen kdnnen hierbei als Aktivator der Lektine
dienen, und eskommt zum Aufbau von Bindungen zwischen den
Zuckerbindungszentren der Oberflachenproteine und den Zuk-
kerresten der Mannoprotein-Schicht, wobel Wasserstoffbriicken
hierbei stabilisierendwirken (33). Beschriebenwurden 1991 zwei
unterschiedliche Flockulationsphénotypen, welche beide dem

lektindhnlichen Adhasionsmodell entsprechen (34). Die soge-
nannten FLO1-Phanotypen, zu denen die meisten Laborstamme
zéhlen, besitzen konstitutiven Flockulationscharakter und man-
nosespezifische Oberfléchenproteine. Demgegeniiber weisen die
NewFL O-Phanotypen, wozu vermutlich der tiberwiegende Tell
der Brauereihefen zahlt, weniger spezifische Oberflachenprotei-
ne auf, die sowohl Mannose als auch Glucose binden kdnnen.
Hinzu kommt ein 1992 von Masy et a. (35) beschriebener dritter
Phénotyp, welcher ein mannoseunempfindliches Lektin besitzen
soll. Grundsétzlich scheint jedoch der Flockul ationsmechani smus
injedem Fall gleich zu sein. Insgesamt kann also das lektindhnli-
che Adhasionsmodell die Flockulation bislang am besten be-
schreiben.

Basierend auf der Erkenntnis, dassflockulierende Hefen, bedingt
durch die Bildung von lektindhnlichen Mannoproteinen im Be-
reich der Zellwand, eine wesentlich hohere Zelloberflachenhyd-
rophobizitét aufweisen als staubige bzw. noch nicht flockulierte
Hefen (13, 33), schlugen Akiyama-Jibiki et al. (36) vor, hiermit
eine Aussage Uber das Flockul ationsverhalten einer Hefepopul a-
tion zu treffen. Ferner erwéhnten sie, dassdie Zelloberfl&chenhy-
drophobizitét mit der Anzahl der Sprossnarben (= Zellalter) posi-
tiv korreliert sei. Auch Jin et al. (37) beschrieben bel Anwendung
der Methodik von Akiyama-Jibiki et al. einen Zusammenhang
(R?=0,684) zwischen Flockulation und Zelloberflachenhydro-
phobizitét. Soares und Mota (38) modifizierten und standardi-
sierten denkonventionellen Helm-Test, indem siedie Einstellung
der Anfangszellkonzentration, die Bewegung der Probe, die Pro-
benahme und die Bestimmung der sedimentierenden Zellen unter
genau festgel egten Bedingungen durchfihrten. D’ Hautcourt und
Smart (39) entwickelten, ebenfallsbasierend auf dem Helm-Test,
eine Versuchsvorschrift, die auch den flockul ationsbeei nflussen-
den Faktor Ethanol berticksichtigt.

2 Versuchsprogramm und Versuchsdurchfiihrung

Ziel der Untersuchungen war, verschiedene leicht zu handhaben-
de Messmethoden zur Bestimmung der Bruchbildung von Hefen
auf ihre Praktikabilitdt hin zu untersuchen. Von besonderem
Interessewar hierbei, ob und inwieweit eine zuverl assige Bestim-
mung bzw. Vorhersage des Flockulationsverhaltens in nachfol-
genden Géarungen anhand der beschriebenen Verfahren moéglich
ist.

Die Beurteilung des Flockulationsverhaltens erfol gte anhand der
folgenden Methoden.

1. Durchfuhrung von Gérungen in EBC-Gérrohren bzw. in
Edelstahl-ZKTs. Hierbel wurden die Garungen isotherm bei
15 °C bei einer Anstellzellzahl von 20 Mio/mL durchgefuhrt.
Die Hefeernte erfolgte stets aus dem Konus. Als Substrat
dienteimFall der Garungenin EBC-Gérrohren stetseineunter
standardisierten Bedingungen aus Wirzepulver hergestellte
11,5%ige Wirze. Wurden die Garungenim 30 Liter-Mal3stab
in den ZKTs durchgefuhrt, so kam eine aus Pilsener Malz
hergestellte 11,5%ige Wirze zum Einsatz. Die Kontrolle des
Flockulationsverhaltens der Hefe erfolgte Uber die tagliche
Bestimmungder Zellzahl in SchwebemittelsThoma-Kammer.

2. In-vitro-Versuche zur Bestimmung des Flockulationsverhal -
tens wurden entsprechend den Angaben von Soares und
Mota (37) durchgefuhrt. Die geerntete Hefe wird zur Entfer-
nung von Ca?* zweimal mit einer 0,25 M EDTA-Lésung ge-
waschen. Danach erfolgt jeweils eine Waschung mit einer
0,25 M NaCl-Lésung | (pH 2) undeiner0,25 M NaCl-Lésung |1
(pH 4,5). AnschlieRendwird mit NaCl-Losung |1 eine Zellkon-
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zentration in der Néhe von 100 Mio/ml eingestellt. Nach
Zugabe dieser Hefesuspension (48 mL) in einen Standzylin-
der werden als Ausl 8ser fur die Flockulation 2 ml einer 0,1 M
(hier: 0,25 M) CaCl,-Losung zugesetzt. Daraufhin wird der
Zylinder zwecks Durchmischung und Zufuhr von kinetischer
Energie manuell innerhalb von 15 s 18 mal um 180° gedreht.
Von einer festgelegten Stelle wird in Intervallen von 20 Se-
kunden eine Probe (500 pl) gezogen und in eine K livette mit
3 mL NaCl-Lésung | as Vorlage gegeben. Wahrend Soares
und Mota eine Messdauer von sieben Minuten vorschlagen,
wird in unseren Versuchen ein Zeitraum von maximal drei
Minuten betrachtet, daei genen Erfahrungen zuf ol ge spéatestens
ab diesem Zeitpunkt keine flockulationsbedingte Anderung
der Extinktion mehr auftritt. Die Extinktion wird photomet-
risch bei 620 nm bestimmt. Fur jeden Hefestamm wird zuvor
eine Kalibrierkurve erstellt, anhand der dann die Flockula-
tionsintensitét der vorliegenden Population Uber die Zellzahl
in Schwebe abgel esen werden kann.

Ebenfallsin-vitro wurde der Flockulationscharakter der Hefe
mittels HICF-Test nach Akiyama-Jibiki et al. (36) bewertet.
HICF bedeutet hierbel Hydrophobic Interaction Chromato-
graphy for Flocculation. Die Hefe wird zunéchst zweimal mit
einem 0,1 M Na-Acetat-Puffer (pH 4,2) gewaschen. In die-
sem Puffer wird einedefinierte Zellkonzentrationvon 25 Mio/
ml eingestellt, woraufhin diese Suspension (100 ml) auf eine
kleine mit Phenyl-Sepharose CL-4B (Pharmacia) gepackte
Einweg-Hydrophobic-K unststoffsdule(Bio-Rad L aboratories)
gegebenwird. Nach Aufgabeder Hefesuspensionund Nachspi-
len der Saule mit 3ml eines 0,1 M Na-Acetat (+ 1 M NaCl)-
Pufferswird der Eluent in einer Klivette aufgefangen und die
Extinktion photometrisch bei 660 nm bestimmt. Der
HICF-Wert errechnet sich Uber einfache Prozentrechnung wie
folgt:

Extinkti Onausgangsissung — EXti NKti ONetuent

Extinkti Onausgangsiosung * 100

HICF-Wert 4] =

Entsprechend der Lektin-Hypothese (13, 33) besitzen Bruch-
hefen einen gegentiber Staubhefen erhéhten Proteingehaltim
Bereich der Zellwand (Mannoproteine = Lektine), weswegen
ihre Zelloberflachenhydrophobizitét erhdht ist. Solche Hefen
werden von der Phenyl-Sepharose verstarkt zuriickgehalten,
unddamit steigt der HICF-Wert. Dievonder Phenyl-Sepharose
zuriickgehaltenen Zellen kénnen nach der Messung mit
30%iger Isopropanol-Lésung ausgespllt werden, so dass
nach Equilibrierung der Packung mit dem 0,1 M Na-Acetat
(+ 1 M NaCl)-Puffer die Phenyl-Sepharose erneut verwendet
werden kann.

Der so genannte Smart-Test (39) basiert auf einer von Bendi-
ak (40) vorgeschlagenen Methode und wurde folgenderma-
Ben durchgefiihrt: 10 mL der geernteten Hefe (Zellzahl
100 Mio/ml) werden zunéchst dreimal mit H,O,_ in einem
Kunststoffzentrifugenréhrchen A gewaschen. Anschlief3end
wird das Pellet in 99 ml HO, ., und 0,1mL 0,5M
E D T A - L 0 S u n g
(pH 7) resuspendiert und auf einem Vortex 15 slang homoge-
nisiert. 1 ml dieser Suspension wird dann mit 9ml H,O,
verdinnt, und die Extinktion wird spektral photometrisch bei
600 nm gemessen. Rohrchen B stellt das eigentliche Reakti-
onsgefal dar. Das gewaschene Hefepellet wird zunéchst in
10ml Losung A (0,51 g/l CaSO,) resuspendiert, 15 s lang
homogenisiert und dann abzentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, anschlieRend wird in 10 mL Lésung B (0,51 g/l
CaSO,, 6,8 g/l Natriumacetat, 4,05 g/L Eisessig und 5% vol
Ethanol; pH 4,5) resuspendiert. Nach erneutem Homogenisie-
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Abb. 1 Stamm Rh: Gérungin EBC-Gérrohren
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Abb. 2 Stamm 43 P: Garungin EBC-Garrohren
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Abb. 3 Stamm Frank: Garung in EBC-Gérrohren
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Abb. 4 Stamm 160: Garung in EBC-Géarrohren
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Abb. 6 Stamm Rh: Verénderung des HICF-Wertes wahrend
der Propagation

renund funfmaligem Drehen des Rohrchenswird dieses exakt
sechs Minuten lang senkrecht stehengelassen. 1 ml aus dem
oberen Teil der Suspension wird mit 9 ml H,O, verdunnt.
Nach dem Homogenisieren wird die Extinktion gemessen.
Anhand beider Extinktionswerte, dieim linearen Bereich der
Kalibrierkurve liegen missen, errechnet sich der Anteil flo-
ckulierter Zellen.

Entsprechende Modifikationen dieser M ethoden werden im Fol-
genden ausdriicklich erwéhnt. Beschrieben werden zunéchst aus-
gewdhlte Ergebnisse von Flockul ationsversuchen unter Verwen-
dung der Methoden 1 — 3. Zur Anwendung gel angten dieuntergé-
rigen Stamme Rh, 43 P (Bruchhefen) und Frank (Staubhefe)
sowie die Altbierhefe 160 (obergérig). Im Anschluss daran wer-
den Resultate einer Versuchsreihe mit Stamm 43 P vorgestellt.
Zwecks direkten Vergleichs werden parallel die zuvor beschrie-
benen Messmethoden 1—4 eingesetzt. Samtliche Hefen ent-
stammten der Stammsammlung des Forschungsinstitutsfir Tech-
nologie der Brauerei und Méalzerei (FBM). Die Stdmme wurden
sowohl as Schréagagarkultur als auch in konservierter Form
(Lyophilisation, Tiefkihlung in flissigem Stickstoff und An-
trocknen an Filterpapier) gelagert.

3 Ergebnisse

Klar zu erkennen ist, dass anhand der Hohe der Zelloberflachen-
hydrophobizitdt eine gute Stammdifferenzierung moglich ist
(Abb. 5). Die Bruchhefe Rh zeigt wahrend der Garung in
EBC-Garrohren ein gleichmallig gutes Absetzverhalten, wassich
auch in Form hoher HICF-Werte von 80% &ufiert (Abb. 1). Als
weniger flockulent sowohl wéhrend der Gérung as auch im
HICF-Test erweist sich diezweite Bruchhefe 43 P (Abb. 2), wéh-
rend der Stamm Frank entsprechend seinem staubigen Charakter
den mit Abstand niedrigsten HICF-Wert besitzt (Abb. 3). Die
Althierhefe 160 hingegen weist speziell nach mehrmaligem Fih-
ren die hdchste Zelloberflachenhydrophobizitét aller untersuch-
ten Stémme auf (Abb. 4).

Beispiel haft beschriebenwird dieVerénderung desHICF-Wertes
wéahrend der Propagation (Abb. 6) und Garung (Abb. 7) fir die
Bruchhefe Rh. Hier wird deutlich, dass die Zelloberflachenhyd-
rophobizitét, und diesist besonders gut wahrend der Propagation
zuerkennen, ganz erheblichvon der Kulturphasebeeinflusst wird.
Nach anfénglicher Abnahme kommt es wahrend der logarithmi-
schen Phase zu einem stetigen Anstieg des HICF-Wertes. Im Fall
der beschriebenen Gérungen deutet sich zudem zum Zeitpunkt
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Abb. 7 Stamm Rh: Veranderung des HICF-Wertes wahrend
der Garung (ZiS = Zellen in Schwebe)
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Abb. 8 Stamm Rh: Korrelation Zellzahlabnahme vs. Hydro-
phobizitatszunahme wéhrend der Garung

des Einsetzens der Bruchbildung ein Anstieg des HICF-Wertes
der in Schwebe befindlichen Hefen an (Abb. 7). Betont werden
muss aber, dass es nicht moglich erscheint, allein aus der Héhe
dieses Anstiegsauf dieFlockulationsneigung zu schliefen, wasin
Abbildung 8 zu erkennen ist. HierfUr wurden 32 Gérungen im
30 Liter-Mal3stab durchgefihrt. Zwar wird in jedem Ansatz ein
fr eine Bruchhefe typischer maximaler HICF-Wert von 70% bis
85% erreicht, jedoch besteht offensichtlich keine Beziehung zwi-
schen der Hohe des Anstiegs der Zell oberflachenhydrophobizitét
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Abb. 9 Stamm Rh: Gérungin EBC-Garrohren
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Abb. 10 Stamm Rh: modifizierter Helm-Test nach Mota und
Soares (EH = Erntehefe)

und der einhergehenden Zellzahlabnahme im Gartank.

Im Folgenden wird nun der modifizierte Helm-Test nach Mota
und Soares, kurz: Mota-Test genannt, betrachtet. Wie eingangs
beschrieben, wird die Hefe zunachst mittels EDTA deflockuliert
und dann durch Zugabe von Ca?* und Eintrag von kinetischer
Energie erneut zur Bruchbildung angeregt.

Die Abbildung 9 und 10 stellen Ergebnisse einer Versuchsreihe
Uber vier Fiihrungen mit der Bruchhefe Rh dar. Zunéchst ist zu
erkennen, dass die Hefe in der ersten Fuhrung das tendenziell
schlechteste Absetzverhaltenim EBC-Garrohr aufweist (Abb. 9).
Betrachtet man die entsprechenden Ergebnisse des Mota-Tests
(Abb. 10), sotrifft dies zwar fur die Propagationshefe (= Anstell-
hefe der ersten Fiihrung) ebenfalls zu —allerdings weist auch die
Erntehefe der dritten Fuhrung (= Anstellhefe der vierten Fuh-
rung) im Mota-Test eine schwéachere Flockulation auf. Dies aber
macht sich bel Betrachtung des Garverlaufes der vierten Fiihrung
keineswegs bemerkbar.

Merkwurdig ist weiterhin folgendes wiederholt in mehreren 30-
Liter-Gérungen vorliegendes Ergebnis (Abb. 11). Eine aus der
logarithmischen Phase dem Propagator entnommene und dann
zweimal gefihrte Hefe flockuliert im Fall der auf Schrégagar
gelagerten und zweier konservierter Hefen laut Mota-Test nach
der ersten Filhrung nicht, obwohl sichtatséchlichdieHefengutim
Konus des ZKTs abgesetzt haben. Erst in der zweiten Fihrung
gehen die Ergebnisse dieses modifizierten Helm-Tests konform
mit den Ergebnissen des entsprechenden Garverlaufs. Wie der
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Abb. 11 Stamm Rh: Mota-Test (Erntehefe aus 1. und 2. Fih-
rung)
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Abb. 12 Stamm Rh: Korrelation Zellzahlabnahme Mota-Test
vs. Zellzahlabnahme Géarung

Abbildung 12 zuentnehmenist, besteht bei Berticksichtigungvon
32 Gérversuchen kein Zusammenhang zwischen der Flockula-
tionsintensitét wahrend der Gérung und der Stérke der Zellzahl-
abnahmeim Mota-Test.

Es gilt weiterhin festzuhalten, dass die untersuchte Staubhefe
bzw. die obergérige Hefe auch im Bereich der stationdren Phase
keine Bruchbildung zeigten.

Imletzten Teil dieser Untersuchungenwurden dann die M ethoden
Gérungin EBC-Gérrohren, HICF-Test, Mota-Test und zusétzlich
auch der Smart-Test anhand der Bruchhefe 43 P direkt miteinan-
der verglichen. Ziel dieser Versuchsreihe war, die Methoden
hinsichtlich ihrer Aussagekraft abschlie3end zu beurteilen.

Die Abbildungen 13 und 14 beschreiben den Verlauf einer G&-
rung in EBC-Garrohren mit einer auf Schragagar (Null) gelager-
ten bzw. lyophilisierten Hefe (Lyo), sowie Ergebnisse der drei
L abormessmethoden zur Bestimmung des Flockul ationsverhal -
tens. In Tabelle 1 werden die verwendeten Abkiirzungen ndher

Tabelle 1 Erklarung der Abkirzungen

* Propagatorhefe = Anstellhefe der ersten Flihrung

*x Propagatorhefe, die sieben Tage bei 10 °C gelagert wurde

***  Erntehefe der ersten Fiihrung
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Abb. 14 Stamm 43 P: Flockulationstests
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Abb. 15 Stamm 43 P: Garung in EBC-Géarrohren
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Abb. 16 Stamm 43 P: Flockulationstests

erklart. Zunéchst gilt esfestzuhalten, dassin beiden Propagatoren
die Hefe in der stationéren Phase nach Einsetzen der Bruchbil-
dung geerntet wurde. In der in Abbildung 13 beschriebenen
anschlieflenden Gérung zeigen beide Hefen eine ausgeprégte
Bruchbildung bei identischem Vergérungsgrad am funften Gér-
tag. Betrachtet man nun das Verhalten der Hefe in den Flockul a-
tionstests, so fallt sofort das Ausbleiben der Bruchbildung im
Mota-Test im Fall der Propagatorhefen Null und Lyo auf. Tat-
séchlich aber konnte zuvor visuell eine sehr deutliche Flockulati-
onder Anstellhefebeobachtet werden. Sowohl der HICF- alsauch
der Smart-Test liefern hier eindeutig realitétsndhere Ergebnisse.
Die untersuchten Erntehefen zeigen bei allen Methoden eine
deutliche Bruchbildung bzw. eine hohe Zelloberflachenhydro-
phobizitét, was konform geht mit dem guten Absetzverhaltenim
Garrohr. Interessant ist, dasssich diesiebentégige, warme" Lage-
rung der Propagatorhefe sowohl im HICF- alsauchim Smart-Test
durch eine tendenzielle Abnahme der Zelloberflachenhydropho-
bizitédt bzw. des Antells flockulierter Zellen bemerkbar macht.
Dies ist durchaus verstandlich, da eine warme Aufbewahrung
erfahrungsgemald mit einer physiologischen Beeinflussung der
Hefe einhergeht, die sich auch in Form einer veranderten Zusam-
mensetzung der Hefeoberfléche und, damit verbunden, einer
schwécheren Neigung zur Bruchbildung auf3ern kann (vgl. 16,
41). Letzteresist in diesem Fall auch visuell nachvollziehbar —
beide Hefeansédtze weisen ein eher suppiges Aussehen auf. Ein
diesbezliglich abweichendes Ergebnisliefert hingegen erneut der
Mota-Test, der eine unveréndert starke Bruchbildung andeutet.

Im zweiten Versuch (Abb. 15/16) wurden die Erntehefen der
zuvor beschriebenen Garung nach siebentégiger , kalter" Lage-
rung bei 0 °C bzw. die nunmehr sieben Tage ,,warm® und dann
sieben Tage ,kalt* gelagerten Propagatorhefen fir eine Gérung
eingesetzt. Dieoptischin Abbildung 15angedeuteten Unterschie-
deinder Zellzahlzunahme wéahrend der Gérung relativieren sich,
wenn man die zwischen 21 und 25 Mio/mL betragenden Anstell-
zellzahlen beriicksichtigt. So zeigen die Ansdtze Null EH,
Null PH 10 und Lyo PH 10 eine Verdreifachung der Zellzahl in
Schwebe, wéahrend die Hefe Lyo EH eine 2,3fache Zunahme
erkennen |&sst. Biszum dritten Gartag erweisen sich die Erntehe-
fen, was die Gargeschwindigkeit betrifft, am vitalsten. Nach
Einsetzen der Bruchbildung erfolgte am vierten Géartag die Hefe-
ernte sowohl aus dem Konus als auch aus der Schwebe. Hiermit
wurden anschlief3end die Flockulationsuntersuchungen durchge-
fahrt. In sdmtlichen Ansétzen kdnnen nach sieben Tagen gleich-
maldigeVergarungsgrade bei sehr niedrigen Zellzahlenin Schwe-
be nachgewiesen werden, was in jedem Fall auf eine starke
Flockulation hindeutet. Offensichtlich hat die zuvor ,warme"
L agerung der Propagatorhefen dasBruchbildungsvermdgenwah-
rend der Garung in keiner Weise negativ beeinflusst — allerdings
istinjedem Ansatz eineim Vergleich zu Abbildung 13 geringere
Gérleistung feststellbar. Abbildung 16 zeigt, dass zwischen den
bereits im Konus abgesetzten und noch in Schwebe befindlichen
Zéellen hinsichtlich der Zelloberflachenhydrophobizitét kein Un-
terschied besteht. Mit Ausnahme der Hefe Lyo PH 10 liegen
samtliche Werte gleichmaliig zwischen 83% und 86%. Mit dem
Smart-Test kdnnen diesbezliglich allerdings tendenzielle Unter-
schiede herausgearbeitet werden. In sdmtlichen Ansétzen weist
die Schwebe-Hefe einen niedrigeren Anteil zur Flockulation
fahiger Zellen auf. Der Mota-Test A wurde entsprechend der
zuvor beschriebenen Vorschrift von Mota und Soares durchge-
fUhrt. Der Eintrag kinetischer Energie zur Auslésung der Bruch-
bildung erfolgt durch 18-maliges Drehen des Standzylinders.
Erneut treten dabei sehr ungleichméllige Ergebnisse auf, die dem
tatsachlichen Flockulationsverhalten nicht gerecht werden. Im
Mota-Test B wurden die Hefen vor dem Drehen des Standzylin-
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derszusétzlich 15 sintensiv auf dem Vortex homogenisiert. Dies
flhrt in jedem Ansatz zu einer sehr deutlichen Verstarkung der
Bruchbildung. Im Gegensatz zum Smart-Test kdnnen in diesem
Fall jedoch keine Unterschiede zwischen den Konus- und
Schwebe-Hefenausgemacht werden. InweiterenV ersuchenkonnte
allerdingsdieErfahrung gemacht werden, dassnichtinjedem Fall
bei zunéchst ausbleibender Flockulation ein Vortexen die zu
erwartende Bruchbildung, und dies unabhéngig von der Hohe der
flockulationsinduzierenden Ca?*-K onzentration, auszul dsen ver-

mag.

4 Diskussion

I'nden zuvor beschriebenen Untersuchungen wurden unterschied-
liche L abormessmethoden zur Beurteilung des Flockul ationsver-
haltensvon Brauereihefen hinsichtlichihrer Praktikabilitét getes-
tet.

Betrachtet wurden die Aspekte Hohe der Zelloberfléchenhydro-
phobizitédt bel unter- und obergériger Hefe, ihre Verdnderung in
Abhangigkeit von der Kulturphase bzw. vom physiologischen
Zustand der Zellen und schliefdlich der Zusammenhang zwischen
Flockulation, Flockulenz, Zelloberflachenhydrophobizitét sowie
Hefevitalitét. In einer Versuchsreihe konnte zunéchst nachgewie-
senwerden, dassanhand der Zelloberflachenhydrophobizitét eine
sehr gute Differenzierung zwischen Bruch- und Staubhefen mog-
lich ist (vgl. 13, 33, 36, 37). Letztere wiesen im Bereich der
stationaren Phase merklich niedrigere HICF-Werte auf. Bei einer
ndher untersuchten Bruchhefe war auch festzustellen, dass die
Zé€lloberflachenhydrophobizitét wahrend der Garung und Propa-
gation sténdigen Verdnderungen unterworfen ist. Einer anfangli-
chen Abnahme desHICF-Wertes zu Beginn der Hefevermehrung
folgte dann im Verlauf der logarithmischen Phase eine stetige
Zunahme der Zelloberflachenhydrophobizitét der in Schwebe
befindlichen Zellen, die nach Einsetzen der Bruchbildung in der
stationdren Phase ihr Maximum erreichte. Auch dieser Befund
unterstitzt die Untersuchungen von Akiyama-Jibiki et al. (36).
Nicht bestétigt werden konnte allerdings unsere Vermutung, dass
anhand der Hohedes AnstiegsdesHICF-Wertesbel Einsetzen der
Flockulation direkt auf die Intensitét der Bruchbildung im Gér-
tank geschlossen werden kann. Eine,,warme* Aufbewahrung der
Hefe fuhrte zu einer tendenziellen Verringerung der Zelloberfl&-
chenhydrophobizitét. Unterschiede zwischen ,,warm* und , kalt*
gelagerten Hefen in nachfolgenden Gérungen hinsichtlich des
HICF-Wertes und der Flockulationsintensitdt konnten jedoch
nicht festgestellt werden. Weiterhin unterschieden sichHefen, die
dem Konus entnhommen wurden und solche, die sich zu diesem
Zeitpunkt nochin Schwebebefanden, bezliglichihrer Zell oberfl &
chenhydrophaobizitét in keiner Weise. Dies ist insofern interes-
sant, als dass anhand des Smart-Tests an dieser Stelle durchaus
Unterschiede beziiglich des Anteils zur Flockul ation fahiger Zel-
len nachgewiesen werden konnten. Eine von van der Aar (42)
vermutete verstarkte Anreicherung von flockulenten Zellen mit
hoherer Zelloberfléchenhydrophobizitét im Verlauf mehrerer
aufeinanderfolgender Flhrungen bei ausschlief3dlicher Entnahme
der Hefe aus dem Konus war nicht festzustellen. Bereits an
anderer Stelle wurde beschrieben, dass zwischen der Hohe des
HICF-Wertes und der Hefevitalitét kein unmittelbarer Zusam-
menhang besteht (43). Dies konnte in diesen Untersuchungen
bestétigt werden. Schliefdlich wiesdievon unsgetestete obergéri-
ge Hefe zumindest ab der dritten Fihrung einen sehr hohen
HICF-Wert von rund 90% auf. Dies geht konform mit den
Angabenvon Dengisund Rouxhet (33). Somitkannder HICF-Test
nach Akiyama-Jibiki et al. mit den zuvor beschriebenen Ein-
schrénkungen als eine durchaus praktikable Methode zur schnel-

|en Bestimmung des Flockul ationsverhaltens einer Hefepopul ati-
on genannt werden. Dies untersttzt ferner die Ergebnisse einer
neueren Verdffentlichung von Jin et a. (37), die unabhéngig von
unseren Untersuchungen dem HI CF-Test eine hohe Aussagekraft
zusprechen.

Der modifizierte Helm-Test nach Mota und Soareserwiessichin
mehreren Versuchen als verhdltnisméalig ungenau und unsicher.
Problematisch war, dass zum Teil eine Bruchbildung géanzlich
ausblieb, obwohl die Hefepopulation ihrem physiologischen Zu-
stand bzw. ihrem tatsachlichen Flockulationsverhalten entspre-
chend flockulieren hétte muissen. Ein alleiniges mehrmaliges,
manuelles Drehen des Standzylinders zwecks Verteillung der
flockul ationsausl 6senden Cal cium-lonen und Zufuhr von kineti-
scher Energie war nicht immer ausreichend, die Bruchbildung
auszul 6sen — lediglich nach intensivem V ortexen trat, wenn auch
nichtinjedem Fall, Flockulation auf. Problemedieser Art wurden
von Mota und Soar esjedoch nicht erwéhnt. Auch scheint unserer
Erfahrung nach eine Mindestzelldichte von 40 Mio/ml, wie von
den Autoren gefordert, nicht ausreichend zu sein, um unter diesen
V ersuchsbedingungen die Bruchbildung sicher auszul 6sen.

Deutlich besser geeignet war der modifizierte Helm-Test nach
D’Hautcourt und Smart. Die Bruchbildung konnte in den be-
schriebenen Versuchen stets sicher nachgewiesen werden. Auch
konnten hiermit tendenziell Differenzierungen zwischen Hefepo-
pulationsfraktionen bzw. zwischen Hefen mit unterschiedlichem
physiologischen Zustand, die mit dem Mota-Test nicht méglich
waren, durchgefuhrt werden. Im Unterschied zum Mota-Test
verzichtet der Smart-Test auf eineanféngliche Deflockulation der
Hefe mittels EDTA und verwendet einen Puffer mit geringerer
Na'-Konzentration (0,1 M anstatt 0,25 M) — allerdings werden
zusétzlich bei vergleichbarem pH-Wert Ethanol und Eisessig zur
Reaktionslsung gegeben. Dies kénnte sich durchaus aufgrund
praxisnaherer Bedingungen (EtOH) und der niedrigeren Menge
an moglicherwei se antagonistisch wirkenden Natrium-lonen po-
sitiv ausgewirkt haben. Ferner scheint auch das intensive Homo-
genisieren der Hefesuspension auf dem Vortex fur die Auslésung
der Flockulation von grof3er Bedeutung zu sein.

Summa summarum erweist sich sowohl der HICF-Test nach
Akiyama-Jibiki et al. als auch der modifizierte Helm-Test nach
D’Hautcourt und Smart al's zweckmaldig fir die Bestimmung des
Flockulationsverhaltens von Brauereihefen. Véllig ausreichend
ist jeweils eine Dreifach- bzw. Doppelbestimmung. Wichtig ist,
dass stets Hefen aus der stationéren Phase getestet werden, danur
diese in der Lage sind zu flockulieren bzw. die maximale Zell-
oberfléachenhydrophobizitét aufwei sen. Weniger gut geeignet hin-
gegenist unserer Meinung nach der modifizierte Helm-Test nach
Mota und Soares. Nach wie vor sollte aber auf begleitende
Gérungen in geeigneten Gargefalien (z. B. EBC-Garrohre) nicht
verzichtet werden, um Veranderungen von Hefeeigenschaften,
die das Flockulationsverhalten betreffen, sicher detektieren zu
konnen.
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5 Summary

Wackerbauer,K.,and Beckmann, M.: I nvestigationson thedeter mi-
nation of the flocculation behaviour of brewers yeast — Monats-
schrift flr Brauwissenschaft 56, No 3/4, ?? — ??, 2003

BC 41 Brewery yeast

Thedetermination of theflocculation behaviour of brewers' yeast
represents an important part of brewery quality management,
becausealterationsof thischaracteristicyeast property will direct-
ly influence the fermentation process, filterability of beer, and
final beer quality. Inthisresearch work, threelaboratory methods
for measuring yeast floccul ation were tested and evaluated. Asa
comparison, we simultaneously conducted fermentation trialsin
EBC-Fermentation Test Tubesand stainlesssteel CCTs. Both the
determination of cell surface hydrophobicity according to
Akiyama-Jibiki and the modified Helm's Test according to
D’Hautcourt und Smart were practical and reliable methods,
which therefore can be recommended. Asaresult of our findings,
the modified Helm'’ s Test according to Motaund Soareswasless
suitable because of its partly inaccurate results.

Wackerbauer, K., et Beckmann, M.: Examen pour la détermination
du comportement defloculation deslevuresde brasserie — Monats-
schrift fur Brauwissenschaft 56, No 3/4, ?? —??, 2003

BC 41 Levuredebrasserie

L adétermination du comportement defl ocul ation deslevuresdebrasserie
représenteun aspectimportant pour I assurancequalitéal’ intérieur d’ une
entreprise. Unchangement danslepouvoir floculent exerce uneinfluence
directe sur le déroulement de lafermentation, delafiltrabilité delabiére
et sur laqualité de labiére. On atesté trois méthodes de laboratoire de
détermination delaflocul ation deslevures pour une application pratique.
Pour la comparaison on a utilisé des fermentations paralléles dans des
tubesEBC et tanks cylindro-coniquesen acier inoxydable. Lesméthodes
appropriées étaient la détermination de I hydrophobicité de la surface
cellulaire d'apres Akiyama-Jibiki et le test modifié de Helm suivant
d'Hautcourt et Smart. En utilisant les deux méthodes, il était possible
d’ évaluer rapidement et fagon siire, |lecomportement defl oculence. L etest
modifiédeHelm par M otaet Soares était moinsappropriécar il présentait
des incertitudes plusimportantes.

»
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