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K. Wackerbauer, A. Ludwig und J. Méhle

Verbesserung der Langzeitstabilitat in Haupt-
garungen mit immobilisierter Hefe

ll. Versuche im MPI-Reaktor und Bewertung der Hefevitalitat im immobilisierten
System

Aufbauend auf den im ersten Teil dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen mit definierter Belliftung und Variation des
Tré&germaterialsim Festbettreaktor wurde hier im Hauptversuch ein Schleifenreaktor mit Siliciumcarbid-Modulen als
Immobilisierungsmatrix, ein sogenannter M PI-Reaktor, fir die |mmo-Hauptgérung eingesetzt. Zunéchst wurden wieder
dieausfriheren Versuchen bekannten Effekte pH-Anstieg, verringerte Synthese hoherer Alkohole und verringerte FAN-
Konsumption gefunden. Diese Entwicklungen waren im M PI-Reaktor gegeniiber dem Festbettreaktor etwas verlangsamt.
Nach 25 Versuchstagen wurde die Beliiftungsr ate angehoben, um den geschilderten Veranderungen der Bierqualitéat
entgegenzuwirken. Insgesamt gelang es daraufhin tGber die Reaktorlaufzeit von 92 Tagen Biererecht konstanter Qualitat
herzustellen, was sowohl durch chemisch-technische Analysen als auch Verkostungser gebnisse belegt werden konnte. Eine
zweiwdchige Stillstandsphase des Reaktor sfiihrte erwar tungsgemal zu einer deutlich veranderten Qualitat des wahrend
dieser Zeit im Reaktor verbliebenen Bieres. Nach dem Wiederanfahren des Reaktorskonnte aber innerhalb weniger Tage
wieder Bier der urspringlichen Qualitét hergestellt werden. Durch Vorversuche, bei denen die Hefe klinstlich einer Man-
gelsituation ausgesetzt wur de, sollten Aussagekraft und Durchfiihrung von Methoden zur Bewertung der Hefevitalitat
unter sucht werden. Der Gehalt an sdur el6slichem Glykogen erwies sich hierbei als aussagekr aftigesKriterium. Der intra-
zellulére pH-Wert erschien ebenfallsinteressant, konnte aufgrund der vorliegenden Ergebnisse aber noch nicht abschlie-
Bend bewertet werden. Der Acidification-Power-Wert gibt zwar korrekte Tendenzen an, leidet aber an seiner recht schwa-

chen Reproduzierbarkeit. Durch keine der erwéhnten Methoden, die auch im Hauptver such Anwendung fanden, konnte
eine nachhaltige und kontinuierliche Abschwéachung der Hefevitalitat wahrend des L angzeitver suchesim M PI-Reaktor
nachgewiesen werden. Auch die Untersuchung der Hefeviabilitat der am Reaktorauslauf beprobten Zellen stiitzt dieses

Ergebnis.

BC 23 Gérung

(Descriptoren: Langzeitstabilitdt, Geschmacksstoffe, Aromakom-
ponenten, immobilisierte Hauptgérung, Reaktortypen.

Descriptors: Long term stability, flavor substances, aroma com-
pounds, immobilized main fermentation, reactor types).

1 Einleitung

Imersten Teil dieser Arbeit wurden bereitsdiespeziellenVorteile
von Hauptgérungen mitimmobilisierter HefedargestelIt. Eswur-
den jedoch auch Griinde herausgearbeitet, weshalb sich die kon-
tinuierliche Hauptgarung mit immobilisierter Hefe bislang nicht
in der industriellen Praxis durchsetzen konnte. Ein entscheiden-
des Kriterium hierfUr ist, dass die Langzeitstabilitét derartiger
Systeme nicht in ausreichender Weise gewahrleistet ist. Dies
bedeutet, dass die Qualitét der Biere Uber die Laufzeit des Reak-
torbetriebes nicht konstant ist, sondern insbesondere durch eine
Verédnderung der Mengen an den verschiedenen Garnebenpro-
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dukten gekennzeichnet ist. Die hierflr verantwortliche Verénde-
rung des physiologischen Zustandes der Hefe kann vor allem
durch eine sich verringernde Vermehrung aber auch durch eine
Begrenzung des Nahrstofftransportes aus dem Medium zur Zelle
bedingt sein. Um Strategien zu entwickeln, die der genannten
Entwicklung begegnen, wurden in der genannten Arbeit der
Einfluss einer definierten Sauerstoffversorgung sowie verschie-
dener Tragermaterialien auf die Qualitét der in Festbettreaktoren
hergestellten Biereuntersucht. Eskonnteimersten Teil der Arbeit
gezeigt werden, dassinsbesondereeinedefinierteVersorgung der
Zellen mit Sauerstoff eine erhebliche Stabilisierung der Situation
bewirkt. Die Tatsache, dass eine definierte Sauerstoffversorgung
gegeben war oder nicht, beeinflusste die Langzeitstabilitat im
Resaktor erheblich mehr alsdie Variation des Trégermaterialsim
Festbettreaktor (1).

1.1 Bedeutung des Reaktortyps

Alswichtige Grundformen von Reaktortypen, die fir die Immo-
bilisierung von Mikroorganismen einsetzbar sind, lassen sich
Festbettreaktoren, Festbett-Schleifenreaktoren, Wirbel schichtre-
aktoren und Gadliftreaktoren unterscheiden (2). Daneben existie-
ren jedoch auch Sonder- oder Mischtypen wie etwa der von der
FirmaM eura-Deltaentwickelte M PI-Reaktor (3). Inder Literatur
wird dem Einfluss des eingesetzten Reaktortyps auf den Stoff-
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transfer aus dem Medium zur immobilisierten Zelle besondere
Bedeutung beigemessen. Dieser haufig auch as ,, externer Mas-
sentransfer” bezeichnete Stofftransport besitzt Relevanz hinsicht-
lich der Versorgung der Hefezellen mit von ihr benétigten Kom-
ponenten, etwaAminosauren, und ist somit fir die Langzeitstabi-
litét von Bedeutung (4, 5). Ubereinstimmend ist bei verschiede-
nen Autoren von einer verbesserten Aufnahme von Aminosiuren
in Reaktortypen die Rede, welche mit einer forcierten Anstro-
mung desTrégermaterial sarbeiten, bei spiel sweiseWirbel schicht-
reaktoren. Ryder und Masschelein filhrten einen Vergleich zwi-
schen Fest- und Wirbelschichtreaktor durch. Im Festbettreaktor
wurden Limitationen der Géarkraft, der Aufnahmevon Aminosau-
ren und der Bildung hoherer Alkohole und Ester festgestellt (6).
In einer weiteren Arbeit von Masschelein et al. ist ebenfalls von
dieser Entwicklungin Festbettreaktoren die Rede. Festbettreakto-
ren werden sogar als ganzlich ungeeignet fir die Herstellung
akzeptabler Biere bezeichnet. Ferner wird in dieser Arbeit die
ausreichende Sauerstoffversorgung der in Calcium-Alginat-Gel
inkorporierten Hefe alskritisches Kriterium fUr die Fermentation
angefihrt, da diese ebenfalls einem limitierten Massentransfer
unterworfenist (7). Cop et a. fiihrten Versuche mit in Gelkugeln
immobilisierter Hefe durch. Eswurden verschiedene Anstrémge-
schwindigkeiten im verwendeten Festbettreaktor eingestellt. Ein
linearer Zusammenhang zwischen der Aufnahme von freien o-
Aminosduren (FAN) aus der Wirze und der Vergrél3erung der
Stromungsgeschwindigkeit wurde festgestellt (8).

AlswesentlicheV orteiledesFestbettreaktorswerdeninsbesondere
sein einfacher Aufbau und der relativ geringe Energiebedarf
genannt. Dem stehen die bereits erwéahnte verringerte Durchmi-
schung desReaktors, Ansammlung von Gastaschen sowieweitere
Nachteile gegentiber. Nachteile des Wirbel schichtreaktors sind
ein hdherer Energieeinsatz, mitunter Scherkrafteintrag und Nei-
gung zum Schaumen sowie ein komplizierteres , scale-up” as
beim Festbettreaktor. DieVorteiledes Systemsliegenvor allemin
einer guten Durchmischung des Reaktorinhalts und damit guter
Wéarme- und Stoffaustauschwerte (2, 4, 5, 9).

Der bereits eingangs erwadhnte M Pl-Reaktor, welcher nach 1990
in Belgien entwickelt wurde, sollte die Vorteile von Wirbel-
schichtreaktoren, insbesondere die gute Durchmischung mit dem
simplen Aufbau von Festbettreaktoren verbinden, jedoch nicht
ihrejeweiligen Nachteile Scherkraftbel astung bzw. Verblockung
(9). Im Reaktorgehause sind Modul e aus porésem Siliciumcarbid
eingebaut, in denen sich — verglei chbar mit Keramikmodulen fir
die Crossflowfiltration — in Langsrichtung Kanédle befinden. Die
Hefe wird in den Poren innerhalb der Module immobilisiert, ein
granuléres oder partikuldres Tragermaterial existiert bei diesem
System nicht. Das Substrat wird mittels einer Pumpe umgewal zt
und stromt damit sowohl auf der Aulienseite der Moduleasauch
durch die inneren Kanéle an den immobilisierten Zellen entlang
(3, 10). Diegrundsétzliche Eignung des Systemsfir die Hauptgéa:
rung wurde bereits in frilheren Arbeiten festgestellt (11).

Dieindustrielle Weiterentwicklung des M Pl-Reaktors wurde aus
kommerziellen Grinden vor einigen Jahren eingestellt. Dennoch
ist das System unseres Erachtensnach wievor asModell interes-
sant, dainihm eine Reihe von Forderungen erfiillt sind, die nichts
an Aktualitét eingeblifdt haben. Es wurde daher ein Langzeitver-
such mit diesem Reaktortyp etabliert. Mit den Erfahrungen der in
Teil 1 dieser Arbeit dargestellten Versuche im Festbettreaktor
sollte wiederum mit einer definierten Begasung des Reaktors
gearbeitet werden. Der mégliche Einfluss des durch die Zwangs-
strémung im M PI-Reaktor bedingten verbesserten Stofftransfers
auf die Langzeitstabilitat des Reaktors hinsichtlich der Qualitét
des produzierten Bieres sollte Hauptgegenstand dieser Untersu-
chung sein.

1.2 Bewertung der Hefephysiologie

Die Verknupfung des physiologischen Zustandes der eingesetz-
ten Hefe mit der Qualitét des produzierten Bieresist unbestritten.
Dies gilt sowohl fir die konventionelle Gérung as auch fir
kontinuierliche Verfahren. Somit kommt der direkten Bewertung
der Hefephysiologie eine besondere Bedeutung zu. Unterschie-
den werden muss in diesem Zusammenhang die ,, Viabilitét" (=
viability) vonder Vitalitét der Zellen. , Viabilitat" ist nur ungenu-
gend mit ,, Lebensfahigkeit” zu Ubersetzen, da es sich um nichts
anderesalsden Anteil aktiver Zellen einer Population handelt. Die
Vitalitét stellt hingegen den physiologischen Zustand der |eben-
den Zellen einer Population dar. Zur Bestimmung des L ebend-/
Totzellenanteils dienen zumeist Farbemethoden in Verbindung
mit einer Zahlung. Beispiele sind Anférbungen mit gepufferter
Methylenblau-L8sung, Mg-ANS oder Fluoresceindiacetat (12).
Schwieriger gestaltet sich die Anwendung von Methoden fur die
Vitalitatsbestimmung. Es stehen hier verschiedene Methoden zur
Verfligung. Eine einfach durchzufihrende Methode ist der von
Opekarova et a. beschriebene Acidification-Power-Test (AP-
Test). Betrachtet wird mittels pH-Wert-Messung das Saurehil-
dungsvermégender Zellennach Inokul ationindestilliertem Wasser
ohne und nach einem Zusatz von Glukose. Je stérker dasals AP-
Wert berechnete Saurebildungsvermégen ausgepragt ist, umso
vitaler sollen die untersuchten Zellen sein (13). Mit mehr appara-
tivem Aufwand ist die Bestimmung desintrazelluléren pH-Wer-
tes (ICP) nach Imai et a. verbunden. Es besteht ein Zusammen-
hang zwischen einer spektral photometri sch gemessenen Fluores-
zenz und dem pH-Wert. Auf dieseWei sekann durch entsprechen-
de Vorbereitung der Zellen der intrazellulére pH-Wert bestimmt
werden, welcher in direktem Zusammenhang zum transmembra-
nen Protonengradienten steht. Dieser ist Triebkraft fr den Nahr-
stofftransport in die Zelle (Protonenpumpe). Der | CP beeinflusst
offenbar auch die Regulation wichtiger Enzyme der Glykolyse
und Gluconeogenese. Je weniger ausgepragt die Extrusion von
Protonen aus der Zelle ist, umso geringer ist der ICP-Wert und
umso weniger vital wird dieuntersuchte Hefe beurteilt (14). Auch
der Gehalt an intrazellulédren Kohlenhydraten kann bedingt als
Mal3 fur die Bewertung der Hefevitalitét dienen. Hier spielt
insbesondere das Reservekohlenhydrat Glykogen eine Rolle. In
Chargengérungen zeigt es typische Verlaufe: Ein Absinken der
Gehalte zu Beginn der Hauptgérung und der damit verbundenen
Sterolsynthese sowie eine Zunahme der Glykogenkonzentration
gegen Ende der exponentiellen bzw. in der stationéren Phase und
ein Rickgang wahrend der Hefelagerung (15, 16). Trehalose ist
ein Reservekohlenhydrat der Hefe, wird aber haufig auch als
Stress-Schutzstoff beschrieben, der bei besonderen Umweltbe-
dingungen —wie etwa Einwirkung von Hitze— vermehrt angerei-
chert wird (16, 17).

Die beschriebenen Methoden fanden vor alem in Arbeiten An-
wendung, die der Beurteilung der Hefevitalitdt in Chargengérun-
gen bzw. der Hefelagerung und Hefebehandlung dienen, so
beispielsweise in den Arbeiten von Quain et a. (15), Kara et al.
(18), Saughter et a. (19), Kunerth (20), Back et al. (21), van
Zandycke et a. (22) oder Beckmann (23).

Neuere Arbeiten, in denen anhand der oben beschriebenen Para-
meter gezielt und systematisch der physiologische Zustand der
Hefeimimmobilisierten System betrachtet wird, sind nicht hdufig
zufinden. Auchfdlt ein Vergleich derartiger Arbeiten schwer, da
die gewahlten Versuchsbedingungen stark voneinander abwei-
chen. Einzelne Autoren widmen sich diesem Thema jedoch.
Smart schreibt immobilisierten Zellen erhthte Gehalte an Glyko-
gen, struktureller Polysaccharide und DNA zu (24). Fitzner fand
in aus einem Festbettreaktor mit DEAE-Cellulose ausgespiilten
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Zellen eines Brauerei-Hefestammes zunéchst einen langsamen
Ruckgang des Gehaltes an Glykogen. Nach etwa 30 Tagen Reak-
torbetrieb stellte sich dann eine relativ stabile Glykogenkonzen-
tration auf ausreichend hohem Niveau ein. Ein weiterer Versuch
im Festbettreaktor wurde vom selben Autor mit dem Trégermate-
rial Bioceramics und einem Laborhefestamm durchgefihrt. Die
Glykogenkonzentration bewegte sich auf einem —im Vergleich
zur Brauereihefe — sehr niedrigen Niveau und sank Uber die
Versuchsdauer weiter. Gegen Ende des Versuches nach nur 47
Tagen zeigte die Hefe starke A utolyseerscheinungen. Eswar hier
offenbar ein Zusammenhang zwischen abnehmender Vitalitét
und sinkender Glykogenkonzentration gegeben. Jedoch existiert
ebenfalls eine starke Abhéngigkeit des Glykogengehaltes vom
eingesetzten Hefestamm (2).

Ziel unserer Untersuchungen war zunédchst, zur Verfiigung ste-
hende Methoden fir die Bewertung der Hefevitalitét hinsichtlich
ihrer DurchfUhrung und Aussagekraft zu vergleichen. DesWeite-
ren sollten die Methoden fir die Bewertung der Hefe aus einem
Immoreaktor im Langzeitbetrieb genutzt werden, um so den
K enntnisstand Uber die Entwicklung der Hefevitalitét imimmobi-
lisierten System zu erweitern.

2 Material und Methoden
2.1 Hungerkultur (Vorversuche zur Beurteilung der Hefevitalitat)

Eine Vorzucht des Stammes ,,Hebru* aus der Stammsammlung
des FBM der VLB wurde in 11,5%iger Wirze bei 20 °C herge-
fuhrt. DieHefewurde durch Zentrifugation geerntet, zweimal mit
sterilem Aqua dest. gewaschen und in ein Gef&l3 mit sterilem,
destilliertem Wasser tiberfuhrt. Die Hefesuspension stand bei
20 °C und wurde permanent und langsam geriihrt, um die Hefe
gerade in Schwebe zu halten. In regelméigen Absténden wurde
diese Hungerkultur beprobt und verschiedene Parameter der He-
fevitalitét wurden untersucht und verglichen. Die Durchfihrung
erfolgtein Anlehnung an dieVersuchevon Opekarovaund Sigler
(13).

2.2 Reaktorsystem

Dasfir den Hauptversuch verwendete MPl-Reaktorsystemist in
der Abbildung 1 schematisch dargestellt. Die Wirze und das
produzierte Jungbier wurden in einem gekuhlten Raum bei 1 °C
aufbewahrt. Der M PI-Reaktor selbst befand sich in einem bei
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Abb. 1 Schema des zweistufigen M PI-Reaktor systems

15 °C temperierten Raum. Dies geschah, um die Temperatur im
Kopfraum der Reaktorsiulen konstant zu halten, die tber keine
Mantelkiihlung verflgten.

Der zentraleBereich der Saulen, indem sichauch dieSiliciumcar-
bid-Module befinden, ist mit einer Mantelkiihlung ausgestattet.
Die Géartemperatur betrug 15 °C. Der Durchsatz an Wirze wurde
auf 0,5 kg/h eingestellt. Mittels eines Nadelventils konnte der
Gasstrom exakt eingestel It und an einem Durchflussmesser abge-
lesen werden. Ferner war ein Druckregler installiert, der den
Durchsatz unabhéngig vom Hinterdruck konstant hielt. Die Be-
|Uftung wurde zunéchst auf 5 ml/min eingestellt, nach 25 Ver-
suchstagen dann aber auf 20 ml/min angehoben.

2.3 Analysen und Verkostungen

Nasschemische und gaschromatographische Analysen erfolgten
gemal den Analysenvorschriften der MEBAK. Verkostungen
wurden auf der Grundlage des Verkostungsschemas der VLB
vorgenommen.

Der Acidification-Power-Test (AP-Test) wurdein Anlehnung an
die Methode von Kara et al. (18) durchgefihrt. Fir die Bestim-
mung der intrazelluléren K ohlenhydrate Glykogen und Trehal ose
wurde dievon Kunerth modifizierte M ethode von Quain verwen-
det (20, 25). Die Bestimmung des intrazellul&ren pH-Wertes
(ICP) entsprach der von Imai et a. beschriebenen Methode (14).
DieDifferenzierung der Lebend-/Totzellzahl (Viabilitét) erfolgte
mittels einer gepufferten Methylenblaul 6sung (20), die Auszéh-
lung wurde mikroskopisch in der Thomakammer durchgefuhrt.

3 Ergebnisse
3.1 Bewertung der Bierqualitat

Der FAN-Gehatim Bier (imVergleich zur Wirze) und der Bier-
pH hatten sich in friheren Versuchen als brauchbare indirekte
Indikatoren fir Verdnderungen des physiologischen Zustandes
der Hefe im immobilisierten System herausgestellt. Der Vorteil
despH-Wertesliegt dabei in seiner schnellen Verfligbarkeit. Die
Ergebnisse fur Wirze und Jungbier hinsichtlich dieser Parameter
sind in der Abbildung 2 dargestellt. Nach Beginn des Versuches
kam es zu einem nahezu konstanten Anstieg sowohl des FAN-
Gehaltes al's auch des pH-Wertesim Jungbier. Damit der Bel Uf-
tung eine Einflussmdglichkeit zur Verfiigung stand, wurde die
Beliiftungsrate nach der am 25. Versuchstag gewonnenen Probe
von 5 auf 20 ml/min angehoben. Der Effekt der veranderten
Beluiftung ist gut zu erkennen. Sowohl pH-Wert a's auch FAN-
Gehalt sanken in der Folge deutlich ab. Dennoch ist ein erneuter
Anstieg bis zum Abfahren des Reaktors am 50. Tag erkennbar.
Waéhrend der nachfol genden zweiwdchi gen Still standsphasewur-
deim Reaktor eine Temperatur von 1 °C eingestellt und die Hefe
stand unter Bier im Reaktor. AufRerordentlich hoch waren die
FAN-Gehalte, aber auch der pH-Wert unmittelbar nach dem
Wiederanfahren des Reaktors. Dashier beprobte Bier stand fir 14
Tage Uber der Hefe. Die Abgabevon Aminosauren bzw. Autolyse
sind hierfir wahrscheinlich die Ursache. | nsgesamt war die Hefe-
vitalitét offenbar jedoch nicht so beeintrachtigt, dass es nicht
gelang innerhalb weniger Tagewieder Normalwerte zu erreichen.

Die Gesamtgehalte der wichtigsten Garnebenprodukte sind in der
Abbildung 3 dargestellt. Zu Beginn des Resaktorbetriebes ergab
sich ein recht hoher Gehalt an hoheren aliphatischen Alkoholen,
wasinder Anfahrphasejedoch nicht ungewohnlichist. Nach etwa
zehn Tagen sank die HAA-Konzentration wieder. Die erhthte
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BelUftungsrate ab dem 30. Versuchstag fuhrte auch zu einer
Erhohung der HAA-Gehalte. Im Laufe des weiteren Reaktorbe-
triebes schwankten die Werteim Bereich von 80 bis90 ppm. Eine
zweite Anfahrphase stellte die Wiederaufnahme des Betriebes
nach der Betriebspausedar. Auch hier war zunéchst ein deutlicher
Anstieg der HAA-Gehalte zu verzeichnen.

Die Gehalte an Estern bewegten sich auf niedrigem Niveau und
nahmen Uber die Dauer desV ersuchestendenziell weiter ab. Eine
Ausnahme stellte lediglich wieder der Probenahmetag nach dem
Wiederanfahren des Reaktors dar.

Der Gehalt an Gesamt-Diacetyl im gesammelten Jungbier ver-
blieb bei den gewdahiten Versuchseinstellungen Uber dem Ge-
schmacksschwellenwert, aber deutlich unter den Werten, die
fraher in einstufigen Reaktorkonfigurationen gefunden wurden.
Fir Verkostungsbiere wurde eine Warmphase angeschlossen, in
der es stets gelang, den Diacetylgehalt unter 0,1 ppm zu bringen.
Der Gehalt an Acetaldehyd befand sich im produzierten Jungbier
bereits auf niedrigem Niveau.

Wichtigist auch der Vergleich der verschiedenen bislang von uns

eingesetzten Versuchskonfigurationen. In Abbildung 4 sind die
Gehalte hoherer aliphatischer Alkohole und der FAN-Konsump-
tion (DELTA FAN, DifferenzdesFAN der Wiirzeund desBieres)
wahrend der ersten 25 Versuchstage wiedergegeben.

Besonders aufféllig sind die Unterschiede zwischen den bel iifte-
ten Versuchen (Festbett und MPI) und dem unbel Ufteten V ersuch
(Festbett) hinsichtlich FAN-Aufnahme und der Bildung héherer
aliphatischer Alkohole. Eine deutliche und ziigige Verringerung
beider Parameter war beim unbel iifteten Ansatz feststellbar. Ver-
gleicht man die Ergebnisse der beiden bel Ufteten V ersuche (Fest-
bett und MPI) innerhalb der ersten 25 Versuchstage, also bis zur
Verénderung der BelUiftungsrate im M PI-Reaktor, so ergibt sich
fur beide Falle eine konstante bzw. leicht abnehmende Tendenz.
Allerdings lagen die gefundenen Werte im Falle des M Pl-Resk-
tors zumeist geringfugig Uber den entsprechenden Werten des
Festbettreaktors. Im Falle des M PI-Reaktorsflhrte die Erhthung
der BelUftungsrate im Reaktor von 5 auf 20 ml/min ab dem 25.
Versuchstag zu einer Verstérkung der FAN-Aufnahmeim weite-
ren Verlauf des Versuchs (wie bereits aus Abb. 2 zu entnehmen
war).
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Die Bildung hoherer Alkohole wurde durch die Erhéhung der
Beliftungsrate zunéchst ebenfalls forciert, nahm dann aber, wie
bereits besprochen, einen recht konstanten Verlauf Uber die wei-
tere Versuchszeit.

In der Abbildung 5 sind die Ergebnisse der durchgefihrten
Verkostungen beispiel haft fir das Kriterium ,, Allgemeine Quali-
tat* desVLB-Verkostungsschemas dargestellt. Dieses Kriterium
gibt die Bewertung des allgemeinen Eindrucks des bewerteten
Bieres wieder. Die bewerteten Qualitétskriterien ,,Reinheit des
Geruchs’, Reinheit des Geschmacks* und ,, Qualitét der Bittere"
flieRen in die ,Allgemeine Qualitét” ein. Mdgliche Fehler, die
durch die drei genannten Einzelkriterien nicht ausreichend be-
schriebenwerden, kénnen inder , Allgemeinen Qualitat” zueiner
weiteren Abwertung fihren. Bei denim MPI-Reaktor hergestell-
ten Bieren, die sensorisch gepruft wurden, handelte es sich um
Proben, diein der Zeit zwischen den einzelnen chemisch-techni-
schen Probenahmetagen gesammelt wurden. Alle Bewertungen
liegen zwischen den Noten 3,0 und 3,4, was fir im Pilotmaf3stab
hergestellte Biere vollig akzeptabel ist. Eine Abhéngigkeit des
V erkostungsergebnisses von der Reaktorlaufzeit, etwa eine kon-

tinuierlicheV erschlechterung der Bierqualitét, konntenicht nach-
gewiesen werden.

Abschlieflend sei erwahnt, dassmit dem M PI-Reaktor einverléss-
licher Dauerbetrieb gut mdglich war. Verblockungsprobleme gab
es praktisch nicht. Lediglich einmal hat sich ein kompakter
Hefeklumpen im Reaktor festgesetzt, was die Umwalzung behin-
derte. Der Reaktor konnte jedoch mittels intensivierten Umwal-
zenszugig freigesptilt werden und lief danach wieder problemlos.
Einetechnische Schwierigkeit bestand in der begrenzten L ebens-
dauer der fir die Umwalzung eingesetzten Peristaltik-Schlduche.
Vereinzelt rissen diese, so dass die Resktorsaule audlief. Die
aufgetretenen Schwierigkeiten konnten aber stets schnell beho-
ben werden und wéren durch den Einsatz anderer Pumpen auch
recht einfach |6sbar.

3.1 Bewertung der Hefephysiologie

In mehreren Vorversuchen wurde die Aussagekraft einzelner
Methoden, diefur die Bewertung der Hefevitalitét vorgeschlagen
wurden, untersucht. DieHefewurdehierbei gezielt einer Hunger-




177 Heft 9/10, 2002 Monatsschrift fir Brauwissenschaft
80 28 Abb. 6 Glykogen, Trehalose
und AP-Wert in der Hunger -

80 kultur des ersten Vorver-
o 2 suches

;‘; 50 * £

; '

5 \_/\—: OIs

0 10 20 30 40 50 60 T &0
Zeit [h]

:—n—Gahalt an Glykogen (sureldslich) —4— Gehalt an Trehalose —4—AF |

80 100

situation unterworfen, indem sie in destilliertem Wasser inoku-
liert und durch Rihren in Schwebe gehalten wurde. In regel mafi-
gen Absténden wurde die Hefe beprobt und analysiert. Die Abbil -
dung 6 zeigt die Ergebnisse fur die Kohlenhydrate Glykogen und
Trehal ose sowie den Acidification Power-Test.

Eindeutig und erwartungsgemald war die Entwicklung fur séure-
|65liches Glykogen und Trehal ose. BeideK ohlenhydrateerfuhren
in der Mangelsituation eine deutliche Abnahme. Die Werte des
akalilésiichen Glykogen sind nicht dargestellt, da sein Anteil
vernachlassigbar klein war. Uberraschend war der hthere AP-
Wert nach 24 Stunden der Hungerkultur gegentiber dem Anfangs-
wert. Zu erwarten gewesen ware hier eine Verringerung der
Sduerungskraft wie sie aber erst bei den spdter genommenen
Proben auch klar erkennbar war.

In einer Versuchswiederholung unter den gleichen Bedingungen,
deren Ergebnisse in der Abbildung 7 dargestellt sind, wurde fir
den Gehalt an sdurel 6slichem Glykogen eine vergleichbare Ent-
wicklung wie im ersten Versuch gefunden.

Der Gehalt an Trehalose hatte in diesem Versuch bereits zu
BeginneingeringesNiveau und verblieb auch auf diesem. Bei der
Sauerungskraft wurde ebenfalls ein Unterschied zum ersten Vor-
versuch festgestellt. Zwar war innerhalb der ersten 24 Stunden
wieder ein geringflgiger Anstieg zu verzeichnen. Im weiteren
Versuchsverlauf war die Abnahme des AP-Wertes dann aber
Uberraschend gering ausgeprégt. Insgesamt ist zu konstatieren,
dassder AP-Test deutliche Schwéchen in der Reproduzierbarkeit
aufwies. So zeigten Hefeproben, die fir nur 15 Minuten nach der
Probenahme aufbewahrt wurden zum Teil deutlich andere AP-
Wertea sHefeausunmittelbar verarbeiteten Proben. Der intrazel -
luldre pH-Wert zeigt dem gegenliber eine Entwicklung, die ten-
denziell der desGlykogengehalteszufolgenscheint. Inden ersten
24 Stunden nahm der ICP-Wert ab, nédmlich um den Wert 0,56,
was eine ganz erhebliche Verringerung darstellte. Das heif3t, die
Extrusion von Protonen war verringert und die Vitalitét der Hefe
somit verschlechtert. Danach lag der ICP-Wert bis zum Ende des
Versuches in etwa auf dem gleichen Niveau, was auch auf den
Glykogengehalt zutraf.
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Mit Hilfeder dargestellten M ethoden sollte nun versucht werden,
Rickschlusse auf die Vitalitdt der Hefezellen im Reaktor zu
erhalten. Problematisch war dabei, dass es keine praktikable
M ethode gab, Proben der immobilisierten Zellen direkt und steril
aus dem Reaktor zu entnehmen. Statt dessen wurde die aus dem
Reaktor ausgeschwemmte Hefe, die sich im Probegefa mit dem
Jungbier befand, beprobt. Die Hefe wurde durch Zentrifugation
vom Bier abgetrennt und dann untersucht. Es wurde darauf
geachtet, dass stets am Vorabend der Probenahme ein neues
Probegefald angeschlossen wurde und am folgenden Morgen
sofort die Probe hieraus genommen wurde. Das Probengefald
stand in einem gekihiten Raum bei 1 °C um Verénderungen
wahrend des néchtlichen Sammelns der Probe zu minimieren.

Die Abbildung 8 zeigt die Gehalte an séurel éslichem Glykogen,
Trehalose und den AP-Wert. Die Analytik fur den intrazellul&ren
pH-Wert wurde parallel zum Versuch eingefhrt und gepriift und
stand erst gegen Ende des Langzeitversuches zur Verfligung.

Der Gehalt an sdureldslichem Glykogen war von recht starken
Schwankungen gekennzeichnet. Die gefundenen Konzentratio-
nen lagen aber stetsdeutlich Gber denen der , hungernden” Zellen
aus den Vorversuchen. In den ersten 25 Tagen nach Versuchsbe-
ginn schienen die Spitzenwerte auf einem héherem Niveau zu
liegen asnach Veradnderung der Bel iftung ab dem 25. Tag biszur
Betriebspause. Nach WiederaufnahmedesBetriebeswurdendann
wieder steigende Glykogengehalte gefunden. Insgesamt ist aus
den gefundenen Gehalten an Glykogen Uber die Reaktorlaufzeit
keine Auszehrung der Kohlenhydratreserven feststellbar. Eine
kontinuierliche Verschlechterung der Hefevitalitét ist aus diesen
Daten daher nicht abzuleiten. Dies gilt selbst fir die Werte, die
kurz nach Wiederaufnahme des Betriebes gefunden wurden. Hier
waren die Glykogengehalte zwar auf niedrigem aber nicht auf
niedrigstem Niveau.

Fur die Sduerungskraft — ausgedriickt als AP-Wert —wurden zu
Versuchsbeginn hthere Werte gefunden, im Laufe der Zeit war
eine gewisse Abschwéchung zu verzeichnen. Nach Wiederauf-
nahme des Betriebes im Nachgang der Betriebspause wurden
dann eher wieder hohere AP-Werte festgestellt. Auch aufgrund
der AP-Werte l&sst sich somit keine kontinuierliche Abschwé-
chung der Hefevitalitét Uber die Laufzeit des Reaktorsfeststellen.
Einschrankend st hier allerdings zu bemerken, dass diese M etho-
de, wiebereitserwahnt, gewisse Mangel inihrer Reproduzierbar-
keit aufweist und ihre Aussagekraft daher eingeschrankt ist.

Der Gehalt an Trehalose nahm nach anfanglich recht hohen
Werten ab und verblieb auf einem Niveau zwischen 0,5 und 1%
bezogen auf die Trockensubstanz der Hefe. M 6glicherweisespiel -
ten hier Adaptationsvorgange an die Verhéltnisse im Reaktor zu
Beginn des Versuches eine Rolle. In jedem Fall ist aus den
gefundenen Daten keine Verstéarkung der Stress-Antwort der
Hefe Uber die Versuchszeit zu entnehmen.

Der ICP-Wert, der nur in der Endphase des Versuches ermittelt
werden konnte, zeigte an den betrachteten Versuchstagen grof3e
Konstanz. Das Niveau lag deutlich Uber dem der hungernden
Zellen aus den Vorversuchen. Die Methode erwies sich a's gut
reproduzierbar und praktikabel. Fur weitergehende Aussagen
muf3der Datenbestand in Zukunft jedoch noch deutlich vergrof3ert
werden.

Die Abbildung 9 zeigt die Entwicklung der Zellzahlen bzw. der
Viabilitdt am Auslauf des Reaktorsystems. Die gefundenen Zell-
zahlen unterlagen wéhrend der Reaktorlaufzeit starken Schwan-
kungen und es ist nicht méglich, Ursachen hierfir zu benennen.
Dieprozentualen Anteileal sinaktiv identifizierter Zellen schwank-
tenstetsim Bereichvon etwa2 bis5%. Eine Ausnahme, diejedoch
zuerwartenwar, war die Wiederanfahrphase nach zweiwéchigem
Reaktorstillstand. Hier wurden kurzfristig Totzellenanteile von
etwa10% gefunden. DieViabilitét der Zellen verschlechtertesich
aber nicht nachhaltig. Diesbestétigt im Prinzip die Aussagen, die
auch fur die Vitalitatskriterien der Hefe gefunden wurden.

4 Diskussion

In den hier dargestellten Versuchen mit dem MPI-Reaktor erga-
ben sich gerade zu Beginn des Versuches typische analytische
Veranderungen des Bieres, wie sie auch in friheren Versuchen
bereitsgefunden wurden. Dieselassen sich durch anstei gende pH-
Werte, verringerte FAN-Aufnahmen sowie sinkende K onzentra-
tionen hoherer Alkohole beschreiben (Abbildungen 2 und 3).
Durch die Anpassung der Beliftung konnten diese Veranderun-
gen jedoch aufgehalten werden und es wurde bis zum Versuchs-
ende - mit Ausnahme der Stillstandsphase — eine recht konstante
Zusammensetzung des Bieres aus dem Immo-Reaktor erreicht.
Im direkten Vergleich der ersten 25 Versuchstage, also der Tage,
diehinsichtlich der Betriebsbedingungen vergleichbar sind, erga-
ben sich tendenziell etwas hdhere FAN-Konsumptionen und
Bildung hoherer Alkohole beim MPI-Reaktor gegeniiber dem
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bel Ufteten Festbettreaktor (Abbildung 4). Diesefielen zwar gerin-
ger ausasimVorfeld erwartet wurde, bestétigen aber grundsétz-
lich die Aussagen in der Literatur Uber verbesserte externe Mas-
sentransfers in Systemen mit Zwangsstromung. Hinsichtlich der
Verkostungsergebnisse war das Ergebnis recht befriedigend. Es
gab zwar nach wie vor Schwankungen in der Bewertung der
produzierten Biere, es konnte aber keine kontinuierlich abneh-
mende Tendenz in der Bewertung der mmo-Biere nachgewiesen
werden. Die Qualitét der Biere war stets akzeptabel. Hierbei ist
anzumerken, dass die Biere im Pilotmal3stab hergestellt wurden,
was zum einen eine groflere Fehleranfélligkeit mit sich bringt.
Zum anderen wurden die fir die Versorgung der Reaktoren
bereitgestellten Wirzen heil3 abgefillt, um Kontaminationen
wahrend der Lagerung der Wirzen zu vermeiden. Die Wirzen
kuhlten dannnur langsam ab, wasder Qualitét der Biereinsgesamt
sicher nicht forderlich, aber aus versuchstechnischen Griinden
nicht zu vermeiden war.

Bei den von uns betrachteten Methoden zur Bewertung der

Hefevitalitét scheint, was die Vorversuche in der Hungerkultur

anbetrifft, der Gehalt an séureldslichem Glykogen die verléss

lichsten Ergebnisse zu liefern. Der ICP-Wert erwies sich as
vielversprechend. Die Methode ist gut reproduzierbar und es
koénnte nach den ersten Ergebnissen ein Zusammenhang zum
Glykogengehalt zu existieren. Um eineabschlief3ende Bewertung
vornehmen zu kdnnen, sind aber in Zukunft noch weitere Unter-

suchungen notwendig. Die Durchfihrung des AP-Testsist zwar
sehr einfach, offenbar aber auch anfallig fir sehr kleine Verénde-
rungen. Wie bereits erwahnt, flihrte eine nur um wenige Minuten
versetzte Doppel bestimmung des AP-Wertesder selben Hefepro-
be mitunter bereits zu verschiedenen Ergebnissen. Dies gilt so-
wohl fur die Vorversuche as auch die Proben aus dem MPI-
Reaktor. Auchist die Entwicklung der AP-Werte, dieindengleich
durchgefihrtenV orversuchen gefundenwurde, recht unterschied-
lich. Die Methode ist moglicherweise dazu geeignet, Tendenzen
aufzuzeigen. Esverbleibt jedoch fraglich, ob sich mit ihrer Hilfe
die Hefevitalitét verlasslich bewerten l8sst. Korrelationen mit
anderen Vitalitétsparametern, etwa zwischen dem AP nach 10
Minuten (AP 10-Wert) und dem Gehalt an Glykogen, wiesievon
van Zandycke et al.(22) mitgeteilt wurde, konnte weder in den
Vorversuchen noch im Immo-Hauptversuch bestétigt werden.

Die Ergebnisse fir die Parameter der Hefevitaitdt und auch
Viabilitét der aus dem Reaktor ausgeschwemmten Hefe geben

keinerlei Hinweis auf eine nachhaltige Verschlechterung des
physiol ogischen Zustandes der Hefe mit der Reaktorlaufzeit und
bestétigen damit die Ergebnisse der chemisch-technischen Bier-
analyseundder Verkostung. Wiebereitserwahnt, i st einegewisse
Schwéche dieser Untersuchung in dem Umstand zu sehen, dass
ausgeschwemmte Zellen und nicht immobilisierte Zellen analy-
siert werden. Allerdings ist es schwer vorstellbar, dass eine
V erénderung des physiol ogischen Zustandes der immobilisierten
Hefezellen sich in irgendeiner Form nicht auch bei den ausge-
schwemmten Zellen bemerkbar macht und somit tendenzielle,
wenn auch keineabsol uten Aussagen moglich sind. DesWeiteren
wirdesichbei einer Beprobung derimmobilisierten Hefeausdem
Resaktor, wenn diese praktikabel wére, die Frage stellen, ob der
Probenahmeort tiberhaupt représentativ fur alle immobilisierten
Zellenist. In diesem Punkt bedeutet die Untersuchung der ausge-
schwemmten Zellen sogar einen Vorteil, kann man doch davon
ausgehen, dass auf jeden Fall ein repréasentativer Querschnitt der
nicht-immobilisierten Zellen erfasst wird.

Ein weiterer, durchaus praxisrelevanter Aspekt unserer Untersu-
chung ist die zweiwdchige Betriebspause. In dieser Zeit befand
sich die Hefe ohne Bel iiftung, gekihlt, aber bei Spundungsdruck
(ca. 0,8 bar) im Reaktorsystem. Die Qualitét des Bieres, das zwei
Wochen Uber der Hefe gestanden hat, ist erwartungsgemal3 deut-
lich verandert, auch werden erheblich erhdhte Anteile inaktiver
Zellenim Reaktorauslauf gefunden. Dennoch kommt es zu einer
sehr schnellen Normalisierung der Situation und es werden bin-
nen kurzer Frist wieder akzeptable Biere hergestellt. Kirzere
Stillstandphasen diirften sich entsprechend weni ger auf den Reak-
torbetrieb auswirken.

Der Einflussder Bel tiftung auf dieQualitét der hergestellten Biere

wurdebereitsmehrfach hervorgehoben. Auchwurdedie Tatsache
erwahnt, dass mit dem pH-Wert ein zeitnah verfligbarer Parame-
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ter zur Verfigung steht, mit dem gewisse Aussagen Uber die
Qualitét des Produktes mdglich sind. Ein Aspekt, der bei unseren
bisherigen Arbeiten Uber die Langzeitstabilitét in |mmo-Reakto-
rennicht betrachtet wurde, ist die Regelung derartiger Systeme. In
diesem Versuch wurde nach 25 V ersuchstagen beispielsweisedie
Bel Giftungsrate manuell verandert und dann konstant so bel assen.
Effekte auf die Bierqualitét stellten sich sehr kurzfristig ein.
Denkbar und fir grofdtechnische Systeme wiinschenswert wéaren
Regelungen, mit denen die BelUftungsrate als Stellgréfie beein-
flusst wird. AlsRegel grélRe wére der Bier-pH denkbar. Neben der
Weiterverfolgung des , externen Massentransfers’, der Fortset-
zung des Erkenntnisgewinns Uber die Hefevitalitét im immobili-
sierten System ist in der Zukunft vorgesehen, die regelungstech-
nische Dynamisierung der Fermentation in unsere Untersuchun-
gen einzubeziehen.
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5 Summary

Wackerbauer, K., Ludwig, A., and M6hle, J.: Improvement of long
term stability in main fermentationswith immobilized yeast, I1. Trias
in MPI-reactor and evaluation of yeast vitality in theimmobilized sys-
tem — Monatsschrift fur Brauwissenschaft 55, No 9/10, 172 — 181, 2002

BC 23 Fermentation

Based on the trials applied in the first part of this paper working with
defined aeration and variation of carrier materia in afixed bed reactor,
further tests were developed. Here in the main trial aloop reactor with
silicon-carbide modul es as an immobilization matrix, the so called MPI-
reactor, was used for immo-main fermentation. In the first time effects
whichwereknownfromformer trialslike pH-increase, reduced synthesis
of higher al cohols and minimized FAN-consumption were found. These
developmentswere dlightly retarded in the M Pl -reactor in comparison to
fixed bed reactor. After 25 days the aeration rate was increased in order
to counteract against the described changes of beer quality. After thisin
general it was possible to produce beers of arelatively constant quality
over the reactor operation period of 92 days which could be proved by
results of chemical-technical aswell as sensory analysis. As expected a
two-week interruption of reactor operation lead to a noticeably changed
quality of the beer that remained in the reactor during thistime. But after
restarting thereactor it waspossibl eto produce beer of theoriginal quality
within afew days. In preliminary tests the yeast was exposed to forced
starvation. By this means expressiveness and practical feasibility of
methods for the evaluation of yeast vitality were to be determined. The
concentration of acid-soluble glycogen proved to be an expressive
criterion. Also the intracellular pH-value appeared to be interesting, but
itwasnot possibletogiveafina evaluationwiththeavailableresults. The
Acidification-Power-value shows correct tendencies but it suffers from
itswesk reproducibility. By none of the mentioned methods, which were
applied in the main trial, too, a lasting and continous decline of yeast
vitality could beshownduringthelong-termtrial intheMPI-reactor. Also
the determination of yeast viability from cell samplestaken at the reactor
outlet support these resullts.

Wackerbauer, K., Ludwig, A., et Mohle, J.: Amélioration de la
stabilité a longue durée de la fermentation principale avec de la
levureimmobilisée, I1. Essais avec le réacteur MPI et évaluation de la
vitalité de la levure dans le systéme immobilisé — Monatsschrift fir
Brauwissenschaft 55, No. 9/10, 172 — 181, 2002

BC 23 Fermentation

Danslapremiére partiede cetravail desessaisont été effectués avec une
aération définie et une variation du matériel de support du réacteur alit
fixe. Danscet décisif, pour lafermentation principaleimmabilisée,
on a utilisé un réacteur MPI, un réacteur a boucle avec des modules de
carbure de silicium comme matrice d’'immobilisation. Dans un premier
tempson aretrouvé, comme pour lesessaisprécédents, leseffetsconnus
tels que I’ augmentation du pH, une synthése réduite des alcools supéri-
eurs et une consommation réduite en AAL (azote aminé libre). Ces
évolutions étaient un peu diminuées dans |e réacteur MPI par rapport au
réacteur alitfixe. Aprés25joursd’ essais, on asuspenduletaux d’' aération
afindecontrecarrer leschangementscitésdanslaqualitédelabiére. Dans
I’ensembleon aréussi sur uneduréedelaconduitedu réacteur de 92 jours
afabriquer des biéres d’ une qualité constante ce qui a été confirmé par
I"analyse technico-chimique et par I'analyse sensorielle. Une phase
d arrét du réacteur de deux semaines a conduit, comme on s'y attendait,
a un changement important de la qualité. La biére est restée dans le
réacteur pendant cette période. Apréslaremise en route du réacteur, on
produisait a nouveau en quelques jour une biére de qualité identique. A
partir de pré-essais, oll on a exposé la levure artificiellement dans une
situation de carence, on aprévu d examiner par des plans d’ expériences
et des essais, la vitdité de la levure. La teneur en glycogene soluble a
I’ acideétait un marqueur reconnu. Lavaleur du pH intracellulairesemble
également intéressante mais compte tenu des résultats obtenus on ne
pouvait pasl’ évaluer. Lavaleur du test du pouvoir d’ acidification donne
destendancescorrectesmaissouffredelafaiblerépétabilité. Dansaucune
des méthodes citées ci-dessus, qui étaient appliquées pendant I’ essai
décisif, on ne pouvait constater un affaiblissement constant de lavitalité
de la levure pendant I’essai a long terme dans le réacteur MPI. Les
examens de lavitalité de lalevure sortie réacteur confirment également
cesrésultats.
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