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Biomonitoring der Betriebshefe in praxi mit
fluoreszenzoptischen Methoden

VIII. Mitteilung: Uber das zellzylusabhéngige Flockungsverhalten unter- und ober-
gariger Betriebshefen

Das Sedimentationsver halten von unter gérigen Betriebshefen ist bei der Bierherstellung von biotechnischem und wirt-
schaftlichem Interesse. Es beruht in den meisten Fallen auf empirischen Angaben und Beobachtungen der jeweiligen
Produktiondleiter. Es gibt z.Z. keine endgtiltige wissenschaftliche Erklérung, warum einige unter gérige Heferassen flocku-
lieren, andere wiederum nicht, bzw. warum Hefen im Laufe ver schiedener Filhrungen ihr Sedimentationsver halten verén-
dern. Mit Hilfe des Lektins Con A sollte festgestellt werden, ob Oberflachenrezeptoren auf den Zellmembranen der Bruch-

oder Staubhefen lokalisiert sind, die préaferenziell eine Bindung mit diesem L ektin eingehen, da bekannt ist, dass Con A

spezifisch an a-D-Mannose und a-D-Glucose bindet.

BC 44 Hefereinzucht, Hefeflihrung
(Deskriptoren: Hefe, Flusszytometrie, Flockulation, Lektin.
Descriptors: Yeast, flow cytometry, flocculation, lectins).

1 Einleitung

Das Sedimentationsverhalten von untergérigen Betriebshefen ist
bei der Bierherstellung von biotechni schem und wirtschaftlichem
Interesse.

Mit einer flockulierenden Hefe kannim Verlauf des Gérprozesses
eineVorkldrung desBiereserzielt werden. Dieswirkt sich vorteil-
haft auf die Hefeernte aus, die ergiebiger ist und wirtschaftlich
den Vortell hat, dass man langere Filterstandzeiten erzielt, d.h.
weniger haufig den Filter auspacken mul3. Dadurch spart man
Kosten fur Kieselgur, Reinigungs- und Abwasser ein.

Fir den Brauer ist eine Hefe wiinschenswert, die neben einem
zufrieden stellenden Flockulationsverhalten zusatzlich den End-
vergarungsgrad erreicht (Lense, 1956; de Clerck, 1964)).

Das Sedimentationsverhalten beruht in den meisten Félen auf
empirischen Angaben und Beobachtungen der jeweiligen Pro-
duktiondleiter. Es gibt z.Z. keine endgliltige wissenschaftliche
Erklérung, warum einige untergérige Heferassen flockulieren,
andere wiederum nicht, bzw. warum Hefen im Laufe verschiede-
ner Fuhrungen ihr Sedimentationsverhalten verandern.

Folgende Anschauungen uber das Flockulationsverhalten der
Betriebshefen sind bekannt:

Autoren: Dr. K.-J. Hutter, Friedrichstaler Str. 2 b, D-76676 Graben-
Neudorf, Ing. M. Borek, Ingtitut fur Lebensmitteltechnologie und Bio-
verfahrenstechnik, Technische Universitéat Dresden, D-01062 Dresden
und Dipl.-Ing. (FH) M. Remor, Eichbaum Brauereien AG, K&fertaler
Stral3e 170, D-68151 Mannheim

0 Esgibt zwei untergérige Heferassen, dieals Staub- und Bruch-
hefen unterschieden werden. Gilliland (1957) macht bel den
Staubhefen folgende Unterscheidung:

a) Sehr staubige Hefen — Anhaufung von etwa 10 Zellen, die
sich im Bier vollstandig in Schwebe halten’.

b) Staubige Hefen— Anhéufung von etwa 1000 Zellen, diesich
nach etwa 2/3 der Garung bilden.

¢) Flockige Hefen - Anhdufung von mehreren tausend Zellen,
die sich gleichfalls nach etwa 2/3 der Gérung bilden.

d) Sehr flockige Hefen — Flocken von Anfang an, well die
Zellen bel der Vermehrung alle miteinander verbunden
bleiben".

‘Die Hefen @) und d) sind in der Praxis nicht verwendbar.

O Die Flockulation ist reversibel, d.h. HefestAmme kdnnen die
Eigenschaft zur Flockulation verlieren (verstauben). Diese
Tatsache beruht ebenfalls auf empirischer Beobachtung.

O DieFlockulation ist abhéngig von der Struktur der Zellwand.
Waéhrend der Zellvermehrung und Gérung herrschen unter-
schiedlichephysiologische Bedingungen. Dasbedeutet, dass
die Strukturen der Zellwand sich permanent andern. Die
Flockulation ist daher alsein dynamischer Prozess zu verstehen.

Burns (1937) hat erstmalig eine Methode (,, Flockigkeitsprobe™)
zur Messung des Flockulationsverhaltens von Hefen ausgearbei-
tet. Diesewurde von Helmund Thorne (1955) modifiziert. Bei der
Durchfuhrung unserer Versuchewurde dieser modifizierte,, Helm
Test* d's konventioneller Parameter eingesetzt.

In der Vergangenheit beschéftigten sich eine Reihe von Publika-
tionen mit der molekularbiologischen Differenzierung der Flok-
kulation von Bierhefen (Slbereisen (1938), Lense (1956), Win-
disch und Emeis (1960), Harris und Thompson (1960), de Clerck
(1964), Griffin und MacWilliam (1969), Sewart et a. (1974),
Pringle und Hartwell (1981), Kunze, (1994), Smart et al. (1995),
Beckmann, (1998), Smart (1999 a), Smart (1999 b)).
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In unserer Versuchsdurchfiihrung sollte die Flockulation von
Hefepopulationen mit Hilfe von Lektinen nachgewiesen werden.
Lektine sind zellagglutinierende Proteine, Glykoproteine und
Polysaccharidreste, dievor allem aus Pflanzen gewonnen werden.
Sie haben eine hohe Affinitét fur spezielle Zuckerreste auf Zell-
membranen und bewirken, dass verschiedene Zelltypen wie Ery-
throcyten, Tumorzellen, Bakterien und auch Hefen agglutinieren
bzw. prazipitieren. Lektine wirken dariiber hinaus als Mitogene,
d.h. diese exogenen Substanzen induzieren Zellteilungen. Sie
fordern das Wachstum und die Differenzierung bestimmter S&u-
getierzellen, wie z.B. die Leukozyten (Kraemer et a. (1973),
Kaku und Shibuya (1996)). Die bekanntesten Lektine sind Con-
canavalin A (Con A) und Phytohdmaglutinin (PHA).

Mit Hilfe des Lektins Con A sollte festgestellt werden, ob Ober-
flachenrezeptoren auf den Zellmembranen der Bruch- oder Staub-
hefen lokalisiert sind, die praferenziell eine Bindung mit diesem
Lektin eingehen. Esist bekannt, dass Con A aus Canavalia ensi-
formis (Jack Bean) spezifisch an a-D-Mannose und o.-D-Glucose
bindet.

2 Material und Methoden
2.1 Behandlung der Hefeproben

DieHefenwurden zuvor in steriler Wirze biszu einer ausreichend
hohen Zellzahl (10x 10°Zellen/ml) hergefihrt undim Labormaf3-
stab angestellt. Alle 3 Stunden wurde je eine Hefeprobe zur
Bestimmung des DNA-Gehaltes (Fixierung in 70%igem Etha-
nol), zur Markierung mit Con A-FITC (natives Zellmaterial) und
flr den Helm-Test mittels steriler Pipetten entnommen. Bel der
Messung mit Con A-FITC-Markierung wurde zeitlich versetzt
geférbt, damit alle Proben die gleichen Bedingungen hatten.

2.2 Flusszytometrische Analyse mit dem PAS (Particle Analysing
System)

Die Flusszytometrie ist eine spezifische Analysenmethode, die
binnen kurzem quasi Online-Messungen verschiedenster Zellpa-
rameter, mit hoher statistischer Sicherheit durch Registrierung
von circa 10 000 Zellen pro Sekunde, erlaubt. Im PAS sind
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Abb. 1 Schematische Dar stellung eines Flusszytometers, PAS,
Partec, Miinster, das nach dem axialen Messprinzip aufgebaut
ist

Excitations- und Emissionslicht parallel angeordnet (axialesM ess-
prinzip, siehe Abb. 1).

Das PAS besitzt neben einem Laser noch zusétzlich eine Queck-
silberhdchstdrucklampe (kurz HBO-Lampe) zur Anregung von
UV-Licht (360 nm). HBO-Lampen zeichnen sich durch ein Lini-
enspektrum aus. Dabei wird das Licht bestimmter Wellenlédngen
mit besonderer Helligkeit abgestrahlt, wéhrend die anderen Wel-
lenlangen wesentlich schwécher ausfallen. Bevorzugt wird die
Weéllenlange 360 nm (UV-Licht) zur Anregung des AT-spezifi-
schen Fluorochroms DAPI eingesetzt. Dieser Farbstoff bindet
direkt an die AT-Regionen der DNA, ohne dass eine enzymati-
sche Digestion mit RNAse durchgefuihrt werden muss (Dittrich
und Gohde, 1969).

23 Hem-Test (modifizierte Flockigkeitsprobe nach Helm und
Thorne 1955)

Die zu untersuchende Hefe wird in Calciumsulfatlésung aufge-
schlammt, zentrifugiert, erneut in Calciumsulfatl6sung resuspen-
diert und nochmals zentrifugiert.

In ein graduiertes, konisches Zentrifugenglas von 15 ml gibt man
10 ml des Natriumacetatpuffers und fligt 1 g der gewaschenen
Hefe hinzu. Anschlie3end wird gut geschiittelt. Nun stellt man die
Proben in ein 20 °C temperiertes Wasserbad.

Nach 20 Minuten wird nochmals geschiittelt und das Glas erneut
fir 10 Minuten in das Wasserbad gestellt. Das Volumen der
abgesetzten Hefe wird nach 10 Minuten abgelesen.

2.4 Markierung der Zelloberflache mittels Con A-FITC-Konjugat
(nach Kaku und Shibuya, 1996)

Herstellung des Lektin-FI TC-Konjugates

Anmerkung zur Herstellung: Fluoresceinisothiocyanat (FITC) ist
ein Féarbereagenz zum Anférben von Zellproteinen. Um eine
Verfdschung der Fluoreszenzsignale zu vermeiden, wurde nicht
gebundenes FITC, vom Konjugat durch Saulenchromatographie
(Fullmaterial Sephadex G 15) abgetrennt (Kraemer et al.(1973).

O 2mgLektin (Serva, Heidelberg) wird in 1 ml Carbonat-Puffer
pH 9,5 gelost,

0 0,072 g Maltose p.a. zur Lektinlésung zugeben,
0 100 pl FITC-LBsung zugeben,

0 nach Farbung (4 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur)
wird die Suspension auf Sephadex G 15-Saulegegebenundim
Dunkeln mit Carbonat-Puffer eluiert. Die erste gelbe Fraktion
wird als Konjugat gewonnen.

Farbung der Hefen
O 1 ml der Hefesuspension in 9 ml PBS-Puffer waschen,

O 10Min. bei 1000 U/min zentrifugieren und Uberstand verwer-
fen,

O Pelletin 1 ml PBS-Ldsung resuspendieren,
Zugabe von 20 pl Lektin-FITC-Konjugat,

0 Messung hach mindestens 20 Minuten Einwirkung bei Raum-
temperatur im Dunkeln,

O Kontrolle der Farbung im Fluoreszenzmikroskop (A = 488
nm). Positive Zellen stellen sich mit einem kréftig grin fluo-
reszierenden Zellsaum dar (Remor, 1998; Hutter, 1999).

O
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_ T _ 3 Ergebnisse und Diskussion
Tabelle1 Helm-Tests verschiedener Hefen aus unter schiedlichen Brauereien
3.1 Helm-Test ver schiedener Betriebs-
interne Anstellen nach 3,5 Stunden nach 24 Stunden hefen unterschiedlicher Brauereien
Probennummer Helm et al. (1955) haben beschrie-
ben, dass man den Unterschied zwi-
Nr. 8 NS<01 NS<01 NS 01 schen flockigen und staubigen He-
U: trib u: F u: F fen durch einen Sedimentationstest
Nr:. 9 NS<0,1 NS<0,1 NS<0,1 feststellen kann. Bei diesem Test
U: F U F U: schwache F setzen sich die flockigen Hefen
Nr.: 11 NS<0,1 NS<0.1 NS<0,1 gleichmétig ab, die Uberstehende
U F U: F U: schwache F Flussigkeit bleibt fast klar. Staubige
NI 12 NS<01 NS<01 NS 0,1 Hefen bilden dagegen zuerst einen
U: trib U: trib U: schwache F Bodensatz auf dem Glasboden, der
_ allméhlich zunimmt und dann zu
Nr.: 15 HS; 01 BS; 01 BS FO*Z einer triben, (iberstehenden Fliis-
: ' ' sigkeit fuhrt.
Nr.. 28 NS<0,1 NS<0,1 NS 0,2 )
U: F U: F U: F Helms Beobachtungen konnten mit
NI.: 30 NS<01 NS<01 NS<01 den verwendeten Hefestammen in
U: triib U: trib U: schwache F unsgremD\_/erSS;?_h n'f:g bestatigt
Nr.. 3 NS<0,1 NS<0,1 NS >0,1 \év:nr r‘;e?éistelrf Test'?;qer xgmwa{“:g
U: triib U: Kleine F U F . 9
schleppend, so dass kein deutlicher
Nr. 4 NS<01 NS~01 NS 0.2 Bodensatz nachzuweisen war (oft
U: trib U: kleineF U: schwache F gerade nur 0,1 ml). Bei sogenannten
Nr:. 5 NS<0,1 NS~0,1 NS 0,1 flockigen Hefen bildete sich selten
U F U: schwache F U: schwache F ein klarer Uberstand (siehe Tab. 1).
Nr: 6 NS< 0,1 NS~ 0,1 NS 0,2 E_rst als"die Hefeﬁu_spensjonen Uber
U: schwache F U: schwache F U: keineF einen langeren Zeitraum gelagert
Nr: 7 NS<01 NS 0,1 NS 0.1 wirden und ein emeter Helm-Test
O F U: schwache F U F durchgefiihrt wurde, war in einigen
NE: 10 NS 0.1 NS <01 NS 04 Féllen eine bessere Sedimentation
U F U: trib U: trib nachzuweisen (Tab. 2).
Nr.: 13 NS<0,1 NS<01 NS <01
U schwache F Ut b U: b 3.2 Flusszytometrische Unter suchun-
Nr.. 2 NS 0,1 NS 0,1 NS >0,1 gen nach Con A-FITC-Markierung
U: schwache F U: schwache F U: F Die Abbild 2 seict f .
) . ie Abbildung 2 zeigt flusszytome-
e 10 IEJemtr’l\Jlt? Hrs;g\’/iache F ”S g(,:ﬁwache F rische Analysen von Staub- (2)
' ' ' und Bruchhefe (2b) nach einer Mar-
Nr.. 17 NS<01 NS<01 NSO.1 kierung mit Con A-FITC. Die Hau-
U: schwache F U: schwache F U: schwache F figkeitsverteilungen der Abbildun-
Nr.. 18 kein NS NS<0,1 NS 0,2 gen 2a und 2b waren bezilglich der
U: triib U: schwache F U: keineF Intensitét ihres Fluoreszenzlichtsig-
Nr. 19 NS<0,1 NS <0,1 NS 0,1 nals sehr verschieden.
U: schwache F U: schwache B U F Wéhrend die Bruchhefe ein schwa-
Nr.: 20 NS <01 NS<01 NS 0.4 ches Fluoreszenzlichtsignal lieferte,
U: schwache F U: schwache F U: trib besal3 die breite Haufigkeitsvertei-
Nr.: 27 kein NS NS<0,1 NS <01 lung der Staubhefe ein sehr intensi-
U: trib U: trib U: trib ves Fluoreszenzlichtsignal. Das be-
deutet, dass die Bruchhefe auf ihrer
Legende zur Tab 1: Die Volumina der Bodensitze Zelloberflache wenig anfarbbare
NS = abgelesenes Niederschlagsvolumen (Bodensatzvolumen) in ml Rezeptoren fir Glukose besitzt, an
U = Uberstand diesich die Con A-FITC- Molekile
F = klare Phase (zukinftig al's Front bezeichnet) ist im Uberstand zu erkennen heften kénnen. Die QberﬂaChen'
o . - o struktur der Staubhefe ist so aufge-
trib = der gesamte Uberstand ist triib, es ist keine klare Phase zu erkennen baut. dass viele Bindunasstellen fiir
schwache F = der Uberstand ist noch getriibt Gluk,ose 2ur Verngung stehen. an
kleine Front = klare Front < 1 ml, jedoch deutlich ausgebildet die sich die entsprechenden Coﬁ A-
FITC-Molekile binden kdnnen.
Das Sedimentationsverhalten der Hefeproben wurde nach Aufschiitteln des Boden- Folglich fluoresziert die Staubhefe
satzes erneut nach 3 bzw. 4 Wochen Lagerung (Nachgérung) gemessen. viel intensiver as die Bruchhefe
(Hutter (1993), Hutter (2000)).
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Tabelle 2 Volumina der Bodensédtze nach 3 bis 4 Wochen

Lagerung. Bodensatz nur aufgeschiittelt

interne Probennummer abgelesene Volumina
Probe 2 NS 01
Probe 3 NS 0,1
Probe 4 NS 0,3
Probe 5 NS 01
Probe 6 NS 02
Probe 7 NS 01
Probe 8 NS 3.2
Probe 9 NS 0,1
Probe 10 NS 21
Probe 11 NS 01
Probe 12 NS<0,1
Probe 13 NS 01
Probe 15 NS 27
Probe 16 NS 3.2
Probe 17 NS 35
Probe 18 NS 3,0
Probe 19 NS 3,0
Probe 20 NS 01
Probe 27 NS 22
Probe 28 NS 2,7
Probe 30 NS<0,1

NS = Bodensatzvolumen/ml

Die Abbildung 2a zeigt das Histogramm einer Con A-FITC-
geférbten Bruchhefe. Das Fluoreszenzlichtsignal ist sehr schwach
(die flusszytometrischen Analysen der Abbildung 2 wurden mit
einem Profile der Fa. Coulter durchgefuhrt).

Die Abbildung 2b zeigt das Histogramm der Féarbung einer Staub-
hefe der Eichbaum Brauereien AG. Das Fluoreszenzlichtsignal ist
im Vergleich zur Bruchhefe dulRerst intensiv.

Die Abbildung 2c demonstriert das M essergebnisder Bruch- bzw.
Staubhefe in einem Zellgemisch aus bei den Hefenstéammen (Hut-
ter (1999)).

Nach der Aussage von de Clerck (1960) erreichen Staubhefen
friher den Endvergarungsgrad alsdie Bruchhefen. Diese Aussage
steht mit der flusszytometrischen Analyse nach Markierung mit
Con A-FITC im Einklang. Die untersuchte Staubhefe besald
offensichtlich sehr viele Glukose-Bindungsstellen auf ihrer Ober-
flache, die viele Con A-FITC-Molekile binden kénnen. Daher
konnte eine sehr starke Fluoreszenzlichtausbeute erzielt werden.

Die Bruchhefe hingegen erreichte nicht den Endvergarungsgrad.
Sie hatte relativ wenig Glukose-Bindungsstellen auf ihrer Ober-
flache. Daher konnte in diesem speziellen Fall nur eine geringe
Markierung mit Con A-FITC erreicht werden. Dies war aus der
sehr geringen Fluoreszenzlichtausbeute abzulesen.

Das exemplarisch gewonnene Ergebnis der fluoreszenzoptischen
Staub- und Bruchhefe-Differenzierung wurde an weiteren 21
verschiedenen Bruch- und Staubhefestdmmen, die aus verschie-
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Abb. 2a Histogramm einer Bruchhefe/ Con A-FITC-gekoppelt

HT =0
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Abb. 2b Histogramm einer Staubhefe/ Con A-FITC-gekoppelt

HExsEen
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Abb. 2c Identifizierung der Staub- und Bruchhefe nach Con A-
FITC-Markierung

denen Braustétten stammten, mit dem Helm-Test und der fluores-
zenzoptischen Con A-FITC- Methode Uberprift und mit den An-
gaben der Betriebdeiter verglichen (Tab. 3).

In Tabelle 3 sind folgende Parameter aufgelistet:

0 die Angaben der Produktionsleiter Uber ihre Hefestamme;

O die Maximader Fluoreszenzintensitéten der einzelnen Hefen
nach Con A-FITC-Behandlung (einma zum Zeitpunkt des
Anstellens, nach 3 Stunden und nach 24 Stunden Kultivie-
rung);

O die Ergebnisse des Helm-Tests und
00 die Beurteilung der Ergebnisse.
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Tabelle 3 Flockulationsnachweis ver schiedener Betriebshefen

Lfd.Nr. Anstellen nach 3 Stunden | nach 24 Stunden Information Vermutung Ubereinstimmung
2 + + + keine Bruchhefe ?
16 - - ++ Bruchhefe Bruchhefe ja
17 - - + Rh1 Bruchhefe ja
4 - + ++ keine Bruchhefe
18 - - ++ keine Bruchhefe .
20 - - +4+++ Rhl Bruchhefe ja
6 - + ++ W 34/70 (UG) Bruchhefe nein
10 - - ++++ Bruchhefe Bruchhefe ja
11 - - - Staubhefe Staubhefe ja
28 - - ++ Staubhefe Staubhefe ja
13 - - - Staubhefe Staubhefe janein
5 - - + Rh 11l Bruchefe jalnein
7 - - + W 214 (OG) Bruchhefe ja
8 - - + Bruchhefe Staubhefe nein
9 - - - Bruchhefe Staubhefe nein
15 - - ++ Bruchhefe Staubhefe nein
30 - - - Staubhefe Staubhefe ja
12 - - + Staubhefe Staubhefe ja
19 - - + keine Staubhefe ?
27 - - - W 34/70 Staubhefe nein
3 - - + Staubhefe Staubhefe ja

Ergebnis: 21 Hefestdmme; ja=10; nein = 5; janen=2;, ?=4

Dieflusszytometrischen Analysen zeigten, dass die Haufigkeits-
verteilungen der verschiedenen Hefepopulationen sehr unter-
schiedliche Fluoreszenzintensitét besal3en, d.h. in den seltensten
Fallen war eine Ubereingtimmung der fluoreszenzoptischen Er-
gebnisse mit den Daten des Helm-Testes festzustellen.

Dartiber hinaus stimmten die empirischen Angaben der Betriebs-
leiter weder mit den Ergebnissen des Helm-Testes noch mit den
fluoreszenzoptischen Ergebnissen Uberein. So zeigten die Bruch-
hefen einmal relativ schwache, dann wieder sehr hohe Fluores-
zenzlichtsignale ebenso wie die getesteten Staubhefen.

Dies fuhrte zu folgenden Schlussfolgerungen:

0 Dieempirischen Angaben der Einsender waren grundsétzlich
fraglich.

[0 Die Hefepopulationen hatten im Laufe der Fuhrungen und
Jahreihre urspriinglich erworbene Spezifitét zur Flockulation
verloren.

[0 Die Oberflachenbindungsstellen éndern sich offensichtlich
wéhrend der Proliferation. Da das Wachstum der Hefezellen
ein dynamischer Prozessigt, unterliegt ihre Oberfléache wech-
selnden Bedingungen in den einzelnen Zellzyklusphasen.

Die Untersuchung von 21 verschiedenen Hefestdmmen und ihre
Féhigkeit Con A-FITC-Molekile auf ihrer Zelloberflache zu
binden wurde in 3 verschiedenen Zellzyklusphasen untersucht.
Die Abbildung 3 zeigt funf verschiedene Hefestdmme in drei
verschiedenen Wachstumsphasen mit den Haufigkeitsverteilun-
gender jeweiligen Zellzyklusphase und der Con A-FITC-Fluores-

zenz. In Tabelle 4 sind die Veranderungen der Peak-Maxima der
21 Hefestdmmein Abhéngigkeit zur Zellzyklusphase und der Con
A-FITC-Bindung in diesen Phasen aufgelistet.

Die Tabellen 3 und 4 geben die Daten der Hefestdmme zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten der Probenahme (Anstellen, Zell-
vermehrung nach 3 Stunden, Gérphase nach 24 Stunden) wieder.

Wenn die Anférbbarkeit der Zelloberflache mit Con A-FITC
abhangig ist von der Wachstumsphase in der sich die einzelne
Zéelle befindet, dann muss es Unterschiede in der Fluoreszenzin-
tensitét von G-, S- und G,+M-Phase Zellen geben. Es ist aso
entscheidend zu berticksichtigen, in welcher Wachstumsphase
und unter welchen zellphysiol ogischen Bedingungen die Hefepo-
pulation wéhrend der Zellvermehrung bzw. der Gérung unter-
sucht wird.

In den verschiedenen Wachstumsphasen konnten wir bei allen
Betriebshefen Ubereinstimmend nach 3 Stunden (also zum Zeit-
punkt des Anschiebens) eine andere Fluoreszenzintensitét der
anférbbaren Zelloberflache als zu Beginn der Analysen (also dem
Zeitpunkt der Inokulation) bzw. nach 24 Stunden (dies war der
Zeitpunkt der beginnenden Gérung) analysieren. In der exponen-
tiellen Wachstumsphase scheinen bei den Bruchhefen mehr Bin-
dungsstellen fur das Con A-FITC-Konjugat frei zu sein, als zum
Zeitpunkt reduzierter Zellvermehrung, also nach 24 Stunden.

Nach 24 Stunden scheinen die Staubhefen mehr Bindungsstellen
Zu besitzen ds die Bruchhefen. Offensichtlich differieren die
Staub- und Bruchhefen nach Con A-FITC-Koppelung wahrend
ihresZellzyklusbeziiglich ihrer Bindungsstellen fir Con A-FITC,
und zwar individuell mehr oder weniger.
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Peakmax.
DM A- ConA- Helm-
Probe | Probeninfo | Probennahme Gehalt | FITC-Peak Cnn.-'l: Test
Adstellen J L ! 1 14,1 0.1 ml |
keine 3 h nach [ i ot |
£ Information Anstellen l I 1 7, 0.1 mi
2 hnach | | I T o s
Amstellen , 1 29, 0.1 ml
Ansiellen | | L ; 1 1705 | <0, mi
. 3 h nach . ' i ~
3 Rtaubhefe Anstellen : . l 3.7 (0,1 ml
24 hnuch | | | ,
Amstellen ] ‘ 1.5 0.1 mi
Anstellen I I L ‘ 8.3 <1 ml
keine 3 h nach I | 4
¥ Information Anstellen l . 1 353 0,1 mi
24 h nach | l | : 2
Anstellen _ 1 17.0 0.2
Anstellen '-l' L 1 LN < {11 ml
i Eh-Hefe 3 h nach | - i 1
7| Braverei 1 | Ansiellen | '.il | 1 L
24hnach | , | _ .
.l"ll.l'lf'i!'f.'“r.'“ [ l ‘ 2':.';. ul |1|I
Abb. 3 Con A-FITC-Fluoreszenz in Abhéngigkeit zur Zellzyklusphase

Allerdingswar auffallend, dassdie Staubhefenin der Zellvermeh-
rungsphase stérkere und in der Garungsphase schwéchere Fluo-
reszenzlichtsignale aufwiesen. Das deutet darauf hin, dass die
Zellvermehrung mit einer schnellen Zuckerverwertung einher-
geht, wdhrend in der Gérung eine schwéchere Zuckerverwertung
bei den Staubhefen festzustellen ist (siehe Tab. 3, 4 und 5).

Bereits 1960 stellten Windisch und Emeis (1960) fest, dassfur die
Vergarung der Maltotriose ein genetischer Faktor verantwortlich
ist. Dieser ist auf ein oder zwei Genen der Hefezellen lokalisiert.
Harris und Thompson (1960) fuhrten dies auf einen adaptiven
Zustand der Hefe zurtick, d.h. die Hefezellen verlieren im Laufe
der Zeit (Fihrungen) ihre Fahigkeit zur Maltotriosevergéarung
nicht, sondern ihre Zellwénde werden fur diesen Zucker mehr
oder weniger durchléssig. Fur letztere Beobachtung spricht die
Tatsache, dass die Oberflachenrezeptoren fir bestimmte Zucker
waéhrend des Zellzyklus und in bestimmten Wachstumsphasen

(aerobe Zellvermehrung, anaerobe Gérung) unterschiedlich be-
setzt werden. Dies wiederum wirde unsere Vermutung stiitzen,
dass Bruch- und Staubhefestdmme mehr oder weniger intensive
Fluoreszenzintensistét ihrer Zelloberflache wahrend der Vermeh-
rung und des Wachstumsin Abhéangigkeit ihres Alters aufweisen
und zu sehr heterogenen Resultaten fihren.

Bruchhefen hingegen haben schwéchere Fluoreszenzlichtsignale
in ihrer Zellvermehrungsphase, dagegen stérkere Fluoreszenz-
lichtsignalein der Gérphase. Bruchhefen haben eine schleppende-
re Zellvermehrung durch geringere Zuckeraufnahme, wahrend in
der Gérung, die noch zur Verfiigung stehende Glukose von den
Zéellen intensiv aufgenommen wird (siehe Tab. 3, 4 und 5).

Die Veranderungen der Oberfldchenstrukturen bel der Staub-
bzw. der Bruchhefewéhrend des Zellzykluslassen sich folgender-
mal3en erkléren. In der Zellvermehrungsphase signalisieren die
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Tabelle4 Veranderungen der Peakmaxima der 21 Hefestémme in Abhangigkeit zur Zellzyklusphase und der Con A-FITC-Bindung
Peakmaxima des Con A-FITC-Peaks

Probe Praobeninfo Anstellen + 3 Stunden + 24 Stunden
2 keine Information 14,1 37,7 29,5
3 Staubhefe 17,05 13,7 21,5
4 keine Information 85 32,3 17,0
5 Rh-Hefe (Brauerei 3) 10,0 14,0 20,2
6 W34/70 15,2 19,3 18,0
7 W 214 ~36 78,6 ~70
8 Bruchhefe 16,6 16,3
9 Bruchhefe 219 24,4
10 Bruchhefe 194 21,8 8,0
11 Staubhefe 15,4 --- 22,7
12 Staubhefe 20,1 --- 26,2
13 Staubhefe 40 9,8 10,3
15 Bruchhefe 18,0 45,2
17 Rh-Hefe (Brauerei 1) 19 34,9 18,0
18 keine Information 20,1 22,1 6,0
19 keine Information 32,1 19,0 17,2
20 Rh-Hefe (Brauerei 2) 19,5 23,4 15,2
27 W 34/70 31,0 19,0 6,0
28 Staubhefe 13,0 --- 39,5
30 Staubhefe 23,0 6,0 29,0

Oberflachenrezeptoren der Zelle, dass noch geniigend verwert-
bare Kohlenhydrate in der Wirze vorhanden sind, so dass die
Zellvermehrung fortgesetzt werden kann. Nach 24 Stunden sieht
die Néahrsubstratzusammensetzung fur die Population ungiinsti-
ger aus. Diesdriickt sich durch eine geringer anférbbare Zellober-
flache aus. Dieskonnte sowohl die Untersuchungen von Windisch

Tabelle5 Fluoreszenzoptische Differenzierung von Staub- und
Bruchhefen in Abhangigkeit von der jeweiligen Zellzyklusphase

Staubhefe: besitzt sehr viele Bindungsstellen fur Glucose auf
der Zelloberflache, schnelle Vergédrung, der End-
vergarungsgrad wird haufig erreicht;

Normale Fluoreszenzintensitdten in der Anstell-
phase;

Geringe Fluoreszenzintensitéten in der Zellver-
mehrungsphase;

Relativ hohe Fluoreszenzintensitéten in der

Garungsphase.

Bruchhefe: besitzt relativ wenig Bindungsstellen fir Glucose
auf der Zelloberflache, langsame Vergéarung, der
Endvergérungsgrad wird haufig nicht erreicht;
Normale Fluoreszenzintensitéten in der Anstell-
phase;

Hohe Fluoreszenzintensitéten in der Zellver meh-
rungsphase;

Relativ geringe Fluoreszenzintensitéten in der
Gérungsphase.

und Emeis (1960), a's auch von Harris und Thompson erklaren,
dass die Zuckeraufnahme genetisch gesteuert wird, und zwar in
Abhangigkeit von der Zellzyklusphase und dem Alter der einzel-
nen Hefezelle. Diese Regulierung wird Uber Oberflachenrezepto-
ren ausgefuhrt und bewirkt eine stérkere bzw. schwéchere Zell-
wanddurchlassigkeit fir bestimmte Zucker. Das Ergebnis sind
starkere oder schwéchere Fluoreszenzlichtimpulse, je nach Vor-
handensein spezieller Zuckerreste auf der Membran der Hefezel-
le, die wiederum mit Con A-FITC-Molekilen eine Bindung
eingehen und fluoreszieren.

Anhand der Vergleichsuntersuchungen mit der flul3sszytometri-
schen und der konventionellen Analyse konnte keine eindeutige
Zuordnung getroffen werden, ob es sich bei den untersuchten
Hefen um Bruch- oder Staubhefen handelt. VVon den 21 Hefestam-
men fanden wir zu 47% eine Ubereinstimmung bei der flusszyto-
metrischen, der konservativen Analytik und den empirischen
Angaben, d.h. in47% der Falle konnte die Zuordnung Staub- oder
Bruchhefe mit ja beantwortet werden. In 23% der Félle gab es
keine Ubereinstimmung mit den empirischen Vermutungen, d.h.
die Angabe Uber die eingesandte Hefe stimmte mit den fluores-
zenzoptischen und den konventionellen Daten nicht tiberein. Bei
19% war das Ergebnisfraglich, weder die brauereiinterne Angabe
noch das fluRzytometrische Ergebnis, bzw. der Helm-Test waren
eindeutig oder die Angabe Uber das Flockulationsverhalten fehite
ganzlich. Bei 9% der Fallekonnte anhand der flusszytometrischen
bzw. des konventionellen Helm-Testes sowohl eine Staub- as
auch eine Bruchhefe diagnostiziert werden. Zu den vorliegenden
Ergebnissen ist es daher unbedingt erforderlich, weitere Informa-
tionen (Herkunft, zellphysiol ogische Besonderheiten, Rhythmus
der Filhrung, Rhythmus der Schragagarkonservierung, Uberpri-
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Tabelle 6 Rh-Hefe aus ver schiedenen Betrieben

Peakmaxima des Con A-FITC-Peaks von Rh-Hefen
Probe Probeninfo Anstellen + 3 Stunden + 3 Stunden
5 Rh-Hefe (Brauerei 1) 10,0 14,0 20,2
17 Rh-Hefe (Brauerei 2) 19,0 34,9 18,0
20 Rh-Hefe (Brauerei 3) 19,5 234 15,2

fung des Flockungs- und Sedimentationsverhaltensusw.) tber die
einzelnen Hefestdmme zu erhalten bzw. abzufragen.

Eine zellzyklusabhangige Flockulation wird von Kathrine Smart
(1999) beschrieben. In ihren Untersuchungen verwendet sie aus-
schliefdlich den modifizierten Helm-Test. | hre Ergebnisse zeigen,
dass das Flockulationsverhalten von Hefen in der exponentiellen
und der stationdren Phase unterschiedlich ist:

Flockulation hoch
Flockulation niedrig

Exp. Wachstumsphase
Stationére Wachstumsphase

Ferner unterscheidet sie ein altersabhangiges Flockulationsver-
halten bei Hefezellen:

Flockulation mittel
Flockulation hoch

Junge Hefezellen
Junge Multterzellen

Alte Mutterzellen Flockulation niedrig
Dieanférbbare Zelloberflache der verschiedenen Betriebshefepo-
pulationen zeigtejeweilseinindividuellesProfil. Am Beispiel von
drei Rh-Stammen (Probennummer 5, 17 und 20 in Tab. 3) aus
unterschiedlichen Braustétten waren signifikante Unterschiedein
der anférbbaren Zelloberflache nachzuweisen (Tab. 6).

Die Hefestédmme mogen zwar aus der gleichen Bezugsquelle
stammen, aufgrund der unterschiedlichen Gér- und Lager-, bzw.
K onservierungsbedingungen, die in diesen Brauereien praktiziert
werden, haben sich im Laufe der Jahre die zellphysiologischen
Bedingungen drastisch verandert, d.h. Schrégagar-Kultivierung,
Fuhrung, Wirzezusammensetzung, Gértemperatur entsprachen
nicht mehr den Bedingungen, die urspriinglich durchgefthrt wur-
den.

Gegeniiber dem Helm-Test Ergebnis zeigen diese Hefen ein
schwaches positives Sedimentationsergebnis. In der Literatur
wird der Rh-Stamm als Bruchhefe deklariert. In diesem Fall zeigt
die Reihenuntersuchung ein Ubereinstimmendes Resultat.

Bel den Proliferationsuntersuchungen der (Tab. 1) wurden keine
Untersuchungen Uber die Ruhephase (stationdre oder 1ag-Phase)
der Kulturen gefihrt. Daher wurden die 21 verschiedenen Hefe-
stdmme Uber weitere 3 bis 4 Wochen ohne Wirzezugabe, ohne
BelUftung und bel Raumtemperatur gelagert, um dann erneut
einem Helms Test sowie einer Zellzyklusanalyse und einer Con
A-FITC-Farbung unterzogen zu werden.

Hier zeigt sich jedoch im Unterschied zu den Ergebnissen von
Smart (1999), dass das Flockungsverhaten von Hefezellen aus
der stationéren Phase nicht niedrig, sondern teilwei se extrem hoch
ausfallt, was darauf zurtickzufthren ist, da3 die verschiedenen
Hefestdmme in unterschiedlichen Phasen ihres Zellzyklus einge-
lagert wurden (Tab. 2). Parallel zu diesen fluoreszenzoptischen

Histogrammen zeigen die Volumenmessungen beim Helm-Test
ebenfalls hohe Werte. Die divergierenden Ergebnisse lassen sich
nur dadurch erkléren, dass die flusszytometrischen Analysen nur
in Abhangigkeit zur jeweiligen Zellzyklusphase der Kultur und
ihrer Altersstruktur zu werten sind (Ergebnisse teilweise nicht
gezeigt).

4 Zusammenfassung

Mithilfe der fluoreszierenden Con A-FITC-Konjugate sollte fest-
gestellt werden, ob eine Oberflachendifferenzierung von Staub-
und Bruchhefe mit der flusszytometrischen Methode mdglich ist.
DadieVergarungen der Betriebshefen in verschiedenen Braustét-
ten und unter divergierenden Bedingungen (unterschiedliche
Angtell- und Gértemperaturen sowie Stammwrzegehalte) ablau-
fen, musshbei einer derartigen Differenzierung immer der zellphy-
siologische Zustand und die Zellzyklusphase, in der sich die
Z€llen befinden, berticksichtigt werden.

Das Flockulationsvermdgen einer Hefeist somit abhangig von der
Struktur der Zellwand, von der Haufigkeit der Fiihrungen und
vom Alter der Zellen in einer Population. Wahrend der Zellver-
mehrung und der Gérung andern sich die Strukturen auf der
Zellwand. Die Flockulation muss daher als ein dynamischer
Prozess angesehen werden, der fluoreszenzoptisch nicht durch
eine , Einmal-Messung" bestimmt werden kann.

Offensichtlich differieren die Staub- und Bruchhefen nach Con A-
FITC-Koppelung wahrend ihres Zellzyklus beztglich ihrer Bin-
dungsstellen, und zwar individuell stérker oder schwécher. Aller-
dings war auffallend, dass die Staubhefen in der Zellvermeh-
rungsphase stérkere und in der Garungsphase schwéchere Fluo-
reszenzlichtsignale aufwiesen. Das deutet darauf hin, dass die
Zellvermehrung mit einer schnellen Zuckerverwertung einher-
geht, wahrend in der Garung eine schwéachere Zuckerverwertung
bei den Staubhefen festgestellt wurde.

Bruchhefen hingegen haben schwéchere Fluoreszenzlichtsignale
inihrer Zellvermehrungsphase, dagegen stérkerein der Gérphase.
Bruchhefen haben eineschleppendereZellvermehrung. Diesdriickt
sich durch eine geringere Zuckeraufnahmein dieser Wachstums-
phase aus. Ihre Zellen kdnnen aber wéhrend der Gérung, die noch
zur Verfligung stehende Glukose intensiver verwerten.

Das Flockulationsvermdgen jedes Hefestammesist reversibel. Im
Laufe verschiedener Fiihrungen mit verénderten physiologischen
Bedingungen, im Laufe des Alterungsprozesses einer Population
sowieim Laufe der Zellzyklusphasen éndert sich die Bereitschaft
von Hefezellen zur Flockulation.

Die Flusszytometrie bietet hier die Mdglichkeit, schnell Informa-
tionen zu liefern.
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5 Summary

Hutter, K.-J., Borek, M., and Remor, M.: Biomonitoring of brewery
yeasts by fluorescent optical methodsin practice—VIII. Communica-
tion: On the cell cycle-dependent flocculation behaviour of bottom and
top-fermented brewery yeasts — Monatsschrift fir Brauwissenschaft 54,
No 7/8, 165 — 173, 2001

BC 44 Yeast propagation

The sedimentation behaviour of bottom-fermented brewery yeasts is of
biotechnical and economic interest when brewing beer. In the mgjority of
cases this is based on empirical values and observations made by the
respective production manager. At the present point in time there is no
final scientific explanation as to why some bottom-fermented strains
flocculate and others do not or why yeasts change their sedimentation
behaviour in the course of different generations. Thiswork wasintended
to determine using the lectin Con A whether surface receptors are
localised on the cell membranes of flocculating or powdery yeast,
respectively, which preferentialy link with this lectin, because it is
known that Con A specifically links with o-D-Mannose and a-D-
Glucose.

Hutter, K.-J., Borek, M., et Remor, M.: Biomonitoring delalevure
industrielle en pratique avec des méthodes de fluor escence optique—
VIII " communication: sur le comportement de floculence dépendant
descyclescellulairesdelevuresindustrielles hautes et basses— Monats-
schrift fir Brauwissenschaft 54, No 7/8, 165 — 173, 2001

BC 44 Culture pure de levure, propagation de levure

L e comportement sédimentaire delevuresindustriellesbassesaun intérét
biotechnique et économique pour la fabrication de la biere. Celui-ci
repose dans la majorité des cas sur des données empiriques et sur des
observations du chef de production du moment. Actuellement il n'y apas
d’ explications scientifiques absolues concernant la floculation et la non-
floculation des certaines souches de fermentation basses ainsi que sur le
comportement de sédimentation qui varie en fonction des générations. A
I’aide de la lectine Con A on devait déterminer si les récepteurs de la
surface étaient localisés sur les membranes cellulaires des levures
floculentes ou poussiéreuses qui effectuent une liaison préférentielle
avec cette lectine. 1l est connu, que la Con A lie spécifiquement le o-D-
mannose et le o-D-glucose.
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