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Flusszytometrische Prozesskontrolle untergiriger
Bierhefen

Seit jeher spielt in der menschlichen Zivilisation die Spezies Saccharomyces cerevisiae sowohl im praktischen Leben als auch
in der Wissenschaft eine bedeutende Rolle. In der Lebensmitteltechnologie wird dieser Organismus als Reinkultur bei der
Bier-, Wein- und Brotherstellung eingesetzt. In der Wissenschaft verwendete man in den letzten 50 Jahren die Hefe, die zu
den niederen Eukaryonten zéhlt, zu Grundlagenstudien, z.B. zur Aufklirung von Stoffwechselabliufen. Als Beispiel sei hier

exemplarisch die Glykolyse angefiihrt. Neuerdings nehmen die Hefezellen in der Wissenschaft einen wichtigen Platz als

Wirtszelle fiir die Fremdprotein-Expression ein.

BC 44 Hefereinzucht, Hefefiihrung

(Deskriptoren: Hefe, Flusszytometrie, Prozesskontrolle, Hefe-
physiologie.

Descriptors: Yeast, flow cytometry, process control, yeast physio-
logy ).

1 Einsatz untergiiriger Hefen in der Brauereitechnologie

Die Saccharomyces-Hefen sind einfach, schnell und kostengtin-
stig zu kultivieren. Man kann problemlos sowohl Haplonten wie
auch Polyplonten ziichten. Diese Umsténde haben die Saccharo-
myces-Hefen zu einem beliebten Organismus gemacht, der viel-
seitig in der Molekularbiologie und in der Grundlagenforschung
einsetzbar ist. Es war daher eine Frage der Zeit, bis die Wissen-
schaft vor kurzem tiber die erfolgreiche Aufschliisselung des
Hefegenoms berichten konnte. Die Kenntnis {iber die genetische
Zusammensetzung des Hefegenoms setzt die Brauereitechnolo-
gie in die Lage, kleinste genetische Variabilitdten wéhrend des
Zellwachstums nachzuweisen. Starterkulturen kénnten vor der
Zeuggabe genetisch kontrolliert werden. Eine wichtige MafBinah-
me im Hinblick auf die biologische Betriebskontrolle und die
Qualitétssicherung.

Genetisch besitzt die diploide Spezies Saccharomyces cerevisiae
32 Chromosomen. Dies gilt fiir die untergérige Saccharomyces-
Hefe (Knippers etal., 1990). Bei der obergérigen Saccharomyces-
Hefe findet man sowohl polyploide als auch aneuploide Stimme,
d.h. obergirige Saccharomyces-Spezies kénnen den doppelten
oder mehrfachen Chromosomensatz als die diploiden Hefen be-
sitzen, bzw. mit unterschiedlichen Modalzahlen im Genom ausge-
stattet sein.

Untergérige Biere werden zur Herstellung von:
0 Hellen,

O Pilsener,

O Export,

(1 Mirzen,

[0 Fest-Bieren und einfachen Maibdcken verwendet.
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2 Zellzyklusanalysen der untergirigen Betriebshefen wiih-
rend der Vermehrung und Giirung

Die untergérigen Hefen, die Objekt dieser Untersuchungen sind,
wurden technologisch bekannt als man in der zweiten Hélfte des
19. Jahrhunderts begann, helle Biere — vor allem die stdrker
gehopften Biere des Pilsener Typs — zu brauen.

Es gibt einige wesentliche intrazelluldre Parameter, die auf die
Physiologie der Hefen groflen Einfluss haben. Dazu zdhlt der
DNA-Gehalt pro Zelle.

Zellzyklusanalyse einer untergérigen Hefe
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Abb. 1 Diploide untergirige Betriebshefe. Die diskontinuierliche
DNA-H:ufigkeitsverteilung weist drei Zellfraktionen auf. Diplo-
ide Zellen in der G -/G,-Phase sind diesem ersten Peak zuzuord-
nen. Zellen, die DNA replizieren (S-Phase-Zellen) befinden sich
zwischen dem ersten und zweiten Peak. Die tetraploiden Zellen
rekrutieren sich unter dem zweiten Peak. Dies sind die Sprosser
oder G,- + M-Phase-Zellen, die kurz vor der Teilung stehen.
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Zellzyklus der Hefe Saccharomyces cerevisiae

A = Autolyse

M = Mitose (Zellen in der Zellteilung)

S = Synthese (Zellen wihrend der
Replikation)

G; = gap 1 (Zellen vor der Replikation)

G2 = gap 2 (Zellen nach der Replikation)

Gy = quieszente Zellen

Gimz = Gy - Mutterzellen

Gizi = groBe G,-Sprofizelle

Gizz =  kleine G;-SproBzelle M

Abb. 2 Zellzyklus der untergéri-
gen und obergirigen Bierhefen.
Die Dauer des Zellzyklus ist bei
den einzelnen Hefestimmen sehr
unterschiedlich.

Beziiglich des DNA-Gehaltes zeichnen sich die Back- und Braue-
reihefen durch einige Besonderheiten in der Proliferation aus. Es
erfolgt in der vegetativen Vermehrung eine asymmetrische Tei-
lung durch Ausbildung einer zundchst kernlosen Knospe.

Der Beginn der Proliferation ist allerdings abhéngig von der
GroBe der Hefezelle und der Zusammensetzung der Membran.
Gekiihlte Lagerhefe aus dem Hefetank befindet sich auf Grund
ungiinstiger Wachstumsverhiltnisse in der Ruhephase des Zellzy-
klus. Diese Zellen in der G -Phase nehmen nicht am Zellzyklus
teil. Es handelt sich zwar um vitale Hefezellen, aber sie sind in
diesem Stadium nicht teilungs- bzw. vermehrungsfihig. Man
bezeichnet diese Zellen auch als quieszente, schlafende oder
pseudoseneszente Hefen (Darzynkiewicz et al., 1982). Solche
Zellen konnen Tage und/oder Wochen in diesem Zustand tiber-
dauern, ohne abzusterben. Da die Proliferationsaktivitit vollends
zuriickgeschraubt ist, sind G -Phase-Hefezellen auch nicht gir-
aktiv.

Im Schema der Abbildung 2 sind diese Zellen als Mutterzellen (=
G,,,) bzw. Sprosszellen (= G,) bezeichnet.

0SZ.

Die G,-Phase der Hefezellen gliedert sich in die G -Phase der
Sprosszelle (G g,,) und die G -Phase der Mutterzelle (G

1871 IMZI)'

Die G -Phase nimmt von allen Wachstumsphasen die lingste Zeit
im Zellzyklus der Saccharomyces-Hefen in Anspruch. In der lag-
Phase (Anschiebe- oder Ankommen-Phase) dauert die G -Phase
bedeutend lédnger (Stunden) als z.B. in der exponentiellen Wachs-
tumsphase (30 — 45 Minuten). Die Verweildauer der Mutter- und
der Tochterzelle ist in der G,-Phase unterschiedlich lang. Dies
hiangt von den Néhrsubstrat- und Temperaturbedingungen ab.
Sind diese glinstig (wie etwa in der exponentiellen Wachstums-
phase) kann die Mutterzelle sofort wieder in einen neuen Zellzy-
klus eintreten (G,,,,). Bei ungiinstigen Wachstumsbedingungen
wird hingegen kein Zellzyklus initiiert. Die Hefezellen, sowohl
Mutter- als auch Sprosszellen, scheren aus dem Zyklus aus und
werden zur ruhenden bzw. quieszenten Zelle. In dieser Phase
verharren sie so lange bis giinstige Umweltbedingungen vorherr-
schen, oder aber die Zellen absterben; sie autolysieren (siche im
Schema = A).

Bei den Sprosszellen (G ) gibt es mehrere Moglichkeiten, sich
im Zellzyklus zu bewegen:

O hat die Sprosszelle noch nicht die GroBe der Mutterzelle
erreicht, muss sie zunichst ein Gréenwachstum durchfiihren
(siehe im Schema=G,,,) bevor sie einen Zellzyklus initiieren
kann (Hutter und Schdrfe, 1997);,

O besitzt die Sprosszelle die GroBe der Mutterzelle, kann sie
sofort einen neuen Zellzyklus durchwandern (G,g,). In der
exponentiellen Wachstumsphase herrschen sehr gute Voraus-
setzungen fiir das Zellwachstum und die Zellvermehrung.
Unter diesen Umweltbedingungen gebdren die Mutterzellen
morphologisch grofle Sprosszellen. In der exponentiellen
Wachstumsphase ist die G -Phase der proliferierenden Zellen
relativ kurz, da sowohl Spross- als auch Mutterzellen {iber den
entsprechenden Gehalt an RNA, Proteinen und Enzymen
verfiigen, also diese Makromolekiile nicht erst synthetisieren
miissen. Die morphologische Zusammensetzung der GroBen-
klasssen der G -Population ist viel einheitlicher als z.B. in der
Anschiebephase oder wihrend der Nachgirung und Reifung;

O herrschen ungiinstige Umweltbedingungen treten die Spross-
zellen ebenso wie die Mutterzellen in die quieszente Phase ein
(G,.,), oder sterben ab (Autolyse = A).

0SZ

Die G,-Phase ist die Zellzyklusphase in der die Hefezelle intensiv
girt, d.h. in der G -Phase findet der Extraktabbau statt. Diese
Wachstumsphase ist bei der Bierherstellung von Interesse. So sind
denn zwei verschiedene G -Phasen zu unterscheiden. Die G-
Phase bei der Zellvermehrung ist relativ kurz und gekennzeichnet
durch geringen Extraktabbau wihrend die G,-Phase der Zellen in
Girung nach Beendigung der Zellvermehrung sehr viel langer
dauert. In dieser Phase erfolgt jedoch der groBte Teil des Extrakt-
abbaus.

Wihrend der Giarung hat die Hefezelle einen groen Stoffumsatz,
um die notigen Reduktionsidquivalente flir die Synthese intrazel-
luldrer Substanzen bereitzustellen. Dazu benétigt sie ein sehr
differenziertes Angebot an Néhrstoffen (Extrakt, Vitamine, Ami-
nosduren, Spurenelemente).

Die Alterung der Hefezelle muss ebenfalls bei der Zellzyklusbe-
urteilung einer Population beriicksichtigt werden. Saccharomy-
cetaceae konnen nur eine begrenzte Zahl an Sprosszellen setzen.
Da nach jeder Geburt eine Sprossnarbe auf der Zellmembran
gebildet wird (Smart, 1999), die in diesem Bereich die Zellwand
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Abb. 3 Zellzyklus der untergirigen Betriebs-
hefen wiithrend des Wachstums und der Ver-
girung. Der Verlauf der Wachstumskurve
¥ ist untergliedert in den Bereich der Zellver-
mehrung (aerobe Bedingungen) die Phase
des Extraktabbaus bzw. der Gérung (anae-
robe Bedingungen) und der Hefeeinlagerung.
Durch die Bestimmung der Zellzyklusphasen
wihrend der lag-, log-, exponentiellen und

exponentielle stationire Phase Absterbe-Phase stationiiren Phase (die Brauer untergliedern
(log-Phbase) den Prozess in Zeuggeben, Hochkriusen,
Nachgirung und Hefelagerung) wird der
Adnschich Durchbruch Prozess in jedem Stadium der Vermehrung
nscnteoen Urchoruc, I
[ Jungkriusen Nachgarung und Gérung transparent gemacht.
Zeuggeben ’ Hochkriusen Reifung Hefelagerung
Zeit

undurchléssig fiir den Stoffaustausch macht, werden diese Zellen
einen viel langsameren Zellzyklus absolvieren als die potenten,
jungen Hefezellen mit optimaler Fluiditdt. Zu irgendeinem Zeit-
punkt werden diese Zellen keinen Zellzyklus mehr initiieren und
absterben (Autolyse = A).

Populationen, die aus Zellen zusammengesetzt sind mit derart
differenzierten zellphysiologischen Zustandsformen, kénnen op-
timal durch zytometrische Analysen charakterisiert und kontrol-
liert werden.

Hefezellen, die den ,,Start-Punkt® des Zellzyklus iiberschritten
haben, miissen die G -Phase beenden und in die Synthese-Phase
(S-Phase) eintreten (Slater et al., 1977; Hutter und Eipel, 1978).
In der S-Phase wird die genetische Information repliziert. S-
Phase-Zellen sind bestrebt, unter allen Umstinden die DNA-
Synthese und spiter die Mitose zu beenden. Diese Tatsache wirkt
sich giinstig auf den Brauprozess aus, da frisches Inokulationsgut
aus vorangegangenen Fiithrungen zunichst in Hefetanks vor er-
neuter Zeuggabe (Inokulation) gelagert wird. Das bedeutet, dass
sich viele Zellen der Population in einer einheitlichen Wachs-
tumsphase (G -Phase) befinden. Es liegt somit eine Teilsynchro-
nisation vor. Giinstige Ausgangssituation also, um das Wachstum
und die Gdrung der Population durch physikalische Parameter zu
beeinflussen und zu steuern. Logischerweise findet auch in der
Synthese-Phase, die relativ kurz ist, wenig Extraktabbau statt, da
die Zellen mit der Replikation der DNA beschiftigt sind.

Nach Beendigung der Replikation bereitet sich die Zelle in der G -
Phase auf die Zellteilung vor. Die G -Phase ist gekennzeichnet
durch die Orientierung des Zellkerns in Richtung zur Sprosszelle.
Die DNA-Knoten liegen in beiden Zellbereichen vor und sind
durch fadenformige DNA-Strukturen noch miteinander verbun-
den. Diese Zustandsform &hnelt dem der eukaryontischen Zellen
in der Anaphase, wenn die Chromatiden zu den Spindelpolen
transportiert werden. Danach schniiren sich die beiden Zellen
voneinander ab. Es liegen zwei Zellen mit identischen DNA-
Gebhalten vor, die nun ihren eigenstéindigen, individuellen Zellzy-
klus durchwandern kénnen. Das Schema der Abbildung 3 zeigt
die einzelnen Wachstumsstadien einer untergirigen Hefe wih-
rend des Produktionsprozesses

3 Die Flusszytometrie, ein Verfahren zur Kontrolle der
Girung und Reifung

Die Flusszytometrie ist ein Verfahren zur automatisierten Fluo-
reszenzmessung an suspendierten Zellen. Dieses Analyseverfah-

ren erlaubt u.a. die Messung intrazellularer Makromolekiile (z.B.
DNA-Gehalte von einzelnen Zellen) bis hinunter zu Absolutwer-
ten von 107 g/Zelle (dies entspricht dem DNA-Gehalt von Hefen
und bierpathogenen Bakterien) und einer Messgeschwindigkeit
von 1000 — 10 000 einzelner Zellen pro Sekunde (High Speed
Analysengerite). Neben der differenziellen Zéhlung von Hefezel-
len (beispielsweise wihrend des Herfithrens oder wihrend des
Anstellens) gibt die flusszytometrische Analytik Auskunft {iber
das Monitoring der Wachstumseigenschaften, der genetischen
Stabilitdt der Betriebshefe und des zellphysiologischen Zustandes
wihrend des Gérprozesses (siche Abb. 1 und Abb. 3).

In Kombination mit den Funktionalitétsparametern konnen intra-
zelluldre Abldufe, wie Transport der Zucker in die Zelle und ihre
glykolytische Spaltung ermittelt werden.

4 Unterschiedlicher Zellzyklusverlauf der Staub- und Bruch-
hefen

Bei den untergirigen Bierhefen gibt es zwei Heferassen, die als
Staub- bzw. als Bruchhefe bezeichnet werden. Sie unterscheiden
sich in der Schnelligkeit des Wachstums und in ihrem Sedimen-
tationsverhalten.

Staubhefen bilden im Verlauf des Gérprozesses keine groflen
Aggregate. Nach de Clerck (1956) besitzen die Staubhefen Ag-
gregate nach 2/3 der Girung in der Gréenordnung von etwa 1000
Zellen, wihrend Bruchhefen nach 2/3 der Gérung sehr groBe
Aggregate von mehreren 1000 Zellen bilden.

Staubhefen schieben frith an (je nach Anstelltemperatur nach 6 bis
8 Stunden) und proliferieren sehr intensiv, wahrend die Bruchhe-
fen erstnach 12 bis 16 Stunden anschieben und eine entsprechend
langere Proliferationsdauer aufweisen.

Das zweite wichtige Unterscheidungsmerkmal dieser Hefen ist
das Sedimentations- oder Flockulationsverhalten. Bruchhefen
haben auf Grund ihrer Aggregatbildung ein sehr gutes Sedimen-
tationsverhalten, wéhrend die als einzelne Zellen suspendierten
Staubhefen natiirlicherweise schlechte Sedimentationseigenschaf-
ten besitzen.

Bei der Prozessbeobachtung untergériger Bruch- und Staubhefen
(kalte Fiihrung, Abb. 4) konnte mit Hilfe der Zellzyklusanalytik
der Anschiebezeitpunkt, der Beginn und die Dauer der Zellver-
mehrung exakt bestimmt werden.
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Abb. 4 Vergleich der Zellzyklusdauer einer UG-Staub- und
einer UG-Bruchhefe (kalte Fiihrung). Wihrend die Staubhefe
(Pfeil) bereits nach 8 Stunden anschiebt, bendtigt die Bruchhefe
12 Stunden (Pfeil).

5 Giraktivitit und Girgeschwindigkeit der untergirigen
Hefe

Mit der flusszytometrischen Analytik steht dem Brauereitechno-
logen ein Verfahren zur Verfiigung, das schnelle Aussagen iiber
das Wachstumsverhalten einer mikrobiellen Population zulésst.
Im speziellen Fall der Bierherstellung kann man nun die Dauer des
Zellzyklusses einzelner Hefezellen bestimmen, z.B. wann die
einzelnen Zellen einen Zellzyklus starten und wie lange die
einzelnen Zellen der Population in der lag-Phase, der log-Phase
oder der Nachgédrung bzw. stationdren Phase verbleiben. Durch
diese zellkinetische Online Analyse kann man somit die Géarfihig-

keit bzw. die Gérgeschwindigkeit der Population ablesen.

Die Girfahigkeit sagt generell etwas tiber die Vitalitdt einer
Hefepopulation aus. Nur vitale Zellen sind in der Lage, zunichst
Zellvermehrung (aerobes Wachstum) und dann Gérung (anaero-
bes Wachstum) durchzufiihren. Die Gérfahigkeit ist demnach die
Zeit, die eine Hefepopulation bendétigt, nach einer aeroben Zell-
vermehrungsphase (logarithmische Wachstumsphase) und an-
schlieBender anaeroben Géarphase den zur Verfiigung stehenden
Extrakt der Wiirze in einer bestimmten Zeit zu verstoffwechseln.

Inaktive Hefezellen, die keinen Zellzyklus mehr initiieren, sind
demzufolge nicht mehr vermehrungs- bzw. girfahig.

Die Gérgeschwindigkeit einer Population ist daran abzulesen, in
welcher Zeit die Hefezellen in der aeroben Zellvermehrungs-
bzw. in der anaeroben Girphase einen Zellzyklus durchwandern.
Die Gérgeschwindigkeit variiert nattirlich wihrend des Gérpro-
zesses und ist abhdngig von den Umwelteinfliissen (Ndhrsubstrat,
Temperatur, toxische Substanzen), der Heferasse, obergirig bzw.
untergdrig und der zellphysiologischen Funktionalitit der einzel-
nen Hefezellen (Membranpermeabilitit, Fluiditét, intrazelluldrer
pH-Wert, quieszente Wachstumsphase etc.).

Bei den untergirigen Staub- und Bruchhefen macht sich die
Girgeschwindigkeit besonders zum Zeitpunkt des Anschiebens
bemerkbar (Abb. 4). Bei gleichen Néhrsubstrat- und Temperatur-
bedingungen beginnt die Staubhefe 4 Stunden frither mit dem
Anschieben als die Bruchhefe.

Obergirige Hefen haben eine hohere Girgeschwindigkeit als
untergérige Betriebshefen. Im Allgemeinen verlduft die Gérge-
schwindigkeit zundchst z6gerlich zu Beginn des Anstellens (An-
kommen oder lag-Wachstumsphase), sie ist in der Zellvermeh-
rungsphase (Jung- und Hochkrdusen oder log-Wachstumsphase)
sehr schnell (ca. 30 — 45 Minuten), wihrend sie in der Gér- und
Nachgidrphase (stationdre Wachstumsphase) sehr langsam, d.h.
viele Stunden verlduft.

6 Problematik der Kontrolle der Drauflass- oder Kriusen-
technik

Die Funktionalitit der einzelnen Hefezellen, die Verwendung von
Staub- oder Bruchhefe, die Anzahl der Fiihrungen, die die Hefe-
population bereits absolviert hat, sowie die Drauflass- oder Kréu-
sentechnik sind in den mittleren und groBeren Produktionsstitten
mit ZKG-Ausstattung von Betrieb zu Betrieb sehr unterschied-
lich. Da jeder Betrieb die Befiillung der ZKG’s auf Grund der
Sudfolge und Ausschlagmenge anders vornehmen muss, kann die
Befiillung bis zu 30 Stunden dauern. Es ist daher fiir jeden Betrieb
von entscheidender Bedeutung, einen individuellen Rhythmus zu
finden, der die Hefepopulation des Kriusenbieres {iber mehrere
Stunden im Stadium der Zellvermehrung hilt, um Kréiusen in
optimaler Wachstumsphase auf die frischen Sude draufzulassen.
Die Krdusen sollten noch nicht in Garung iibergegangen sein, so
dass garantiert werden kann, dass die Zellvermehrung auf 30 — 40
Mio Zellen pro ml oder mehr ansteigt. Diese Zellzahl ist jedoch
immer abhingig von der Einsaatmenge funktioneller, d.h. ver-
mehrungs- und géraktiver Hefezellen, der Betriebsausstattung,
der Sudfolge usw. Sobald die Population eine maximale Zellzahl
erreicht hat, wird die Phase der exponentiellen Zellvermehrung
durch Kontakthemmung der Hefen in der Population unterbro-
chen. Der Zellzyklus dauert ab jetzt viel langer, d.h. die Hefezellen
bendtigen insgesamt mehr Zeit, um die einzelnen Wachstumspha-
sen zu durchlaufen. Das wiederum bedeutet, dass die Hefezellen

Fortsetzung auf Seite 25
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Biomonitoring der untergiirigen ZKG-Vergirung
Probe DNA-Gehalt Glykogen-Gehalt Glykogen-
Probenahmezeit _ Peakmaxima
Probe 1 L I:ﬁi‘ 38
t=0h | A
Probe 2 “:L - L 38
t = 1h nach Tank voll " . i .
Probe 3 ,L gii' 40
t=2h A A
Probe 4 !:l ’ lfi 42
t=3h ! - A
Probe 5 EFL fl 37
t=4h A
Probe 6 i;L i E l 40
t=5h i1 - ; ]
Probe 7 !TL ,l 38
t=6h A A
Probe 8 ;.L 1 E L 44
t=7h i A
Probe 9 ,l | K L 40
t=8h | A
Probe 10 !?l | 'T‘_L 44
t=9h ! . A
Probe 11 !?L - L 40
t=10h A A
Probe 12 ,:L \ o L 45
t=11h ! .- A
Probe 13 ; L = L 45
t=14h N - i \
Probe 14 ,til ‘ El L 40
t=17h A L
Probe 15 fL K L 38
t=20h | A
Probe 16 !:L | 3 L 40
t=23h A A
Probe 17 E L ‘:l 40
t=26h A A
Probe 18 r:;L g L 42
t=29h o - L.
Probe 19 i L | i L 44
t=32h g %
Probe 20 ;T?L - L 42
t=35h g N
Abb. 5 Bei diesem Prozess wurde im Eintankverfahren vergoren. Das Zeug wurde vorher 6 Stunden stimuliert, bis die Hefezellen in der
sprossenden Phase waren. Danach wurde das Zeug im ZKG draufgelassen. Die Hefen fiihrten ihre Proliferation ohne Unterbrechung
weiter fort. Die Hochkriiusen im ZKG dauerten 16 Stunden. Die Dauer der Niederkriusen betrug 8 Stunden. Ab der 24. Stunde ging
die Population in Giirung iiber.
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nun auch viel ldnger in der G -Phase verharren. Da bekannt ist,
dass Hefen besonders in dieser Zellzyklusphase Extrakt abbauen,
schlieft sich an die Phase der Zellvermehrung die Phase der
Gérung an. Man sollte also versuchen die Population so zu
stimulieren, dass die Zellvermehrungsphase (acrobe Vermeh-
rung) einige Stunden nach dem Drauflassen abgeschlossen ist, so
dass die Population reibungslos in die Gérphase (anaerobe Ver-
mehrung) {ibergehen kann.

Die Unterbrechung der Produktion durch arbeitsfreie Wochenen-
den, durch Feiertage oder durch zwangsbedingte Reparaturarbei-
ten bedeutet, dass der Anstell-, Krdusen- und Drauflassrhythmus
gestort wird. Danach treten beim Anstellen und Herfithren Verzo-
gerungen in der Zellvermehrung ein, die wiederum zu langsame-
ren Vergirungen fiihren.

Hefen, die {iber einen ldngeren Zeitraum gelagert werden miissen,
bendétigen lingere Adaptionszeiten, um wieder in die Phase der
Zellvermehrung zu gelangen, wenn sie keine Wiirze-, Sauerstoff-
und Temperaturstimulation wéhrend dieser Zeit erhalten. Diese
Zeiten konnen iiberbriickt werden, indem man die Zellvermeh-
rungsphase mit einfachen Mitteln aufrecht erhélt und einen be-
stimmten Extraktgehalt der Wiirze nicht unterschreitet. Das be-
deutet, dass die zellphysiologischen Bedingungen fiir die Be-
triebshefe kontinuierlich optimal gehalten werden (d.h. in der
sprossenden Phase) und permanente Zellvermehrung erfolgt. Die
gebildeten Stoffwechselprodukte wie Athanol und CO, liegen in
geringer Konzentration vor, so dass zellphysiologisch die Ver-
mehrung der Hefepopulation nicht gestort wird.

7 Planung der Herfiihrung, des Anstellens, des Drauflassens
7.1 Stimulation der Betriebshefe in einem Biotank

Es gibt eine Reihe von Moglichkeiten das Herfiithren, Anstellen
und Drauflassen zu optimieren. Nachfolgend werden 4 Techniken
beschrieben, um mit Hilfe der Flusszytometrie jeweils den richti-
gen Zeitpunkt daftir zu bestimmen.

Durch geeignete Stimulation der Betriebshefe sollte bei der Her-
fiihrung und nach dem Drauflassen die Population in der exponen-
tiellen Phase der Zellvermehrung gehalten werden, um mit stimu-
lierten Zellen den Gartank anzustellen. Die Stimulation sollte in
einem Gefdl oder Tank mit gentigend Steigraum durchgefiihrt
werden. Das Verhiltnis Satz zu Wiirze sollte 1 : 4 betragen.

Der Extraktgehalt von 9,5% darf bei dieser Stimulation (Herfiih-
rung im Biotank) nicht unterschritten werden. Das bedeutet, dass
die Wiirze bei 9,5% noch keine nachteilige Auswirkung beziiglich
der Zellphysiologie der Hefezellen hat, da die Verstoffwechse-
lung noch nicht zu weit fortgeschritten ist. Die Transparenz durch
die Zellzyklusanalytik zeigt die giinstigste Wachstumsphase fiir
das Anstellen an. Dies ist die exponentielle Wachstumsphase. Es
ist darauf zu achten, dass die Temperatur der Ausschlagwiirze mit
der Temperatur des draufzulassenden Zeugs tibereinstimmt. Sie
darf auf keinen Fall unterschritten werden, sonst kommt es zu
Wachstumsverzogerungen.

7.2 Herfithrung des Zeugs aus dem Biotank

Zeug aus der Hefelagerung (nach Wochenenden, Feiertagen,
Sudpausen usw.), das bei 3° —4° C eingelagert war, sollte in einem
Biotank 1 : 4 (1 Teil Hefe : 4 Teile Wiirze) mit Wiirze bei
Anstelltemperatur unter Umpumpen und teilweiser Beliiftung
6 — 8 Stunden stimuliert werden. Die Dauer der Stimulation ist
abhingig von der Anstelltemperatur. Bei hoheren Anstelltempe-

raturen (12° C und hoher) kiirzer stimulieren, bei kalter Fithrung
(8°—9° C) entsprechend lédnger stimulieren. Es ist zu betonen, dass
das Mischungsverhéltnis abhidngig ist vom zellphysiologischen
Zustand der Hefe, so dass die Anstelltemperatur und die Dauer der
Stimulation mit Umpumpen und Beliiftung immer an die Be-
triebsgegebenheiten angepasst und entsprechend variiert werden
miissen.

Der Biotank sollte von der Grofe so ausgelegt sein, dass durch die
entstehende Schaumbildung ein Uberlaufen vermieden wird. Fiir
das o.a. Mischungsverhéltnis wiirde bei 25 hl (5 hl Hefe in 20 hl
Wiirze) ein Biotank mit 100 hl ausreichen.

Der Satz von 25 hl stimulierten Zeugs sollte mit einen ausgeschla-
genen, frischen Sud, der auf die Temperatur des Jungbieres
gekiihlt wird, draufgelassen werden. Alle noch folgenden Sude
werden ohne Zeug draufgelassen bis Tank voll, d.h. dass im
Eintankverfahren vergoren wird. Die 25 hl stimulierten Zeugs
sind ausreichend zur Vergirung von 3500 hl in einem 5000 hl
ZKG. Es sei nochmals betont, dass das Mischungsverhiltnis
immer an die Funktionalitit der Hefe und der jeweiligen Betriebs-
grofle angepasst sein muss.

Zur Optimierung und Kontrolle empfiehlt sich die flusszytometri-
sche Zellzyklusanalyse. Die Probenahme sollte fiir eine derartige
Kontrolle so erfolgen, dass

0 Probenahme tiber die Dauer der Stimulation in stiindlichen
Abstinden, um einen Hinweis zu bekommen, wie lange es
dauert bis die Hefepopulation in der exponentiellen Wachs-
tumsphase eingelaufen ist. Dies wire dann der richtige Zeit-
punkt der Zeuggabe.

U Probenahme nach jedem draufgelassenen, frischen Sud dient
der Kontrolle, ob eine Retardierung in der Zellvermehrung
eingetreten ist.

[0 schlieBlich ab Tank voll Probenahme iiber 15 Stunden, um
festzustellen, wie lange die exponentielle Wachstumsphase
andauert und wann die Population in Gérung tibergeht. Ab
diesem Zeitpunkt ist eine Probenahme alle 12 Stunden ausrei-
chend.

Nach dieser Bestandsaufnahme kann die Stimulationszeit und der
Drauflassrhythmus des Betriebsgérprozesses aufgrund verschie-
dener Parameter (Beliiftungsintervall, Umpumpen, Riihren, Tem-
peratur (beim Anstellen bzw. beim Drauflassen), kiirzere oder
langere Stimulation, Mischungsverhéltnis Hefe zu Wiirze, usw.)
variiert und fiir nachfolgende Géarprozesse optimiert werden.

7.3 Kriusen aus laufenden ZKG’s

Kridusen aus dem laufenden ZKG sollten in der G,-Phase des
Hefezyklus (= dies ist die Phase der Zellvermehrung, bzw. log-
Wachstumsphase) zum Anstellen eines frischen ZKG’s gewon-
nen werden (dies sind Hefezellen aus den ersten Stunden nach
Tank voll). Hierbei ist unbedingt zu beachten, dass keine unter-
schiedlichen Temperaturniveaus zwischen dem Zeug aus der
laufenden Gérung und dem ausgeschlagenen Sud im ZKG auftre-
ten. Bei dieser Krdusentechnik sollte wiahrend der Krdausengabe
Luft iiber die Bierleitung zugefiihrt werden, so dass das Krausen-
zeug in der aeroben Zellvermehrung fortféhrt.

Die Kontrolle der Beprobung sollte so durchgefiihrt werden:

U die Betriebshefe im laufenden ZKG so lange flusszytome-
trisch durch Zellzyklusanalysen verfolgen, bis sich die Hefe-
population in der G,-Phase ihres Zellzyklusses befindet (s.a.
7.1).
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0O Probenahme nach jedem draufgelassenen, frischen Sud dient
der Kontrolle, ob eine Retardierung in der Zellvermehrung
eingetreten ist.

00 schlieBlich ab Tank voll Probenahme iiber 15 Stunden, um
festzustellen, wie lange die exponentielle Wachstumsphase
andauert und wann die Population in Gérung iibergeht. Ab

diesem Zeitpunkt ist eine Probenahme alle 12 Stunden ausrei-
chend.

7.4 Kontinuierliches Herfiihren mit Zeug aus der Hefelagerung

Das kontinuierliche Herfiihren ist die schwierigste Technik. Ge-
kithltes Zeug sollte wie unter Punkt 7.1 im Biotank stimuliert
werden. Das Verhiltnis Hefe zu Wiirze bleibt wie im bisher
verwendeten Beispiel 1 : 4. Jedoch wird mit 10 hl Hefe und 40 hl
Wiirze ein groferes Volumen eingesetzt und ein Biotank mit 200 hl
bendtigt.

Ist das Zeug in der G,-Phase, werden 25 hl zum Anstellen eines
frischen ZKG’s abgepumpt. Auf die restlichen im Biotank ver-
bliebenen 25 hl Jungbier werden 25 hl Wiirze draufgelassen.

Aufgrund der exponentiellen Wachstumsphase, in der sich die
verbliebene Teilmenge stimulierten Zeugs befindet, darf der Ex-
traktgehalt nicht unter 9.5% absinken.

Bei diesem kontinuierlichen Herfiihren stimulierten Zeugs nimmt
die Zellzahl stetig zu, so dass der Drauflassrhythmus frischer
Wiirze zu abgepumptem Jungbier im Verlauf der Woche immer
kiirzer wird, d.h. man muss die zweite Teilmenge von 25 hl frither
abpumpen oder mehr Wiirze drauflassen, damit Zellzahl und
Ausdiinnungseffekte sich die Waage halten konnen.

Die Probenahme sollte so erfolgen, dass jeweils vor der Entnahme
und nach jedem Drauflassen eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt
wird.

7.5 Kontinuierliches Weiterfiihren des Zeugs aus laufenden ZKG’s

Das kontinuierliche Herfiihren bereits stimulierten Zeugs ent-
spricht im wesentlichen den Voraussetzungen, die unter Punkt 7.3
beschrieben worden sind. Diese Variante ist nur von Interesse,
wenn man die wochentliche Anstelltechnik optimieren will.

Die Probenahme erfolgt wie in Punkt 7.3 beschrieben.

8 Zusammenfassung

Es gibt einige wichtige intrazellulire Parameter, die auf das
Wachstum und die Physiologie der Hefen groflen Einfluss neh-
men. Dazu zdhlt der DNA-Gehalt der Hefezellen. Durch die
Zellzyklusanalysen konnte gezeigt werden, dass die ZKG-Vergi-
rung transparent ist. Zu jedem Zeitpunkt des Prozessablaufes
stehen dem Produktionsleiter Informationen iiber die aktuelle
Wachstumsphase und der momentanen Funktionalitit der Be-
triebshefe zur Verfiigung. Die Herfithrung, die Zeuggabe, das
Drauflassen wurden bisher empirisch durchgefiihrt. Das hatte zur
Folge, dass die Gédrung einmal besser und einmal schlechter
verlief. Mit Hilfe einer geeigneten Stimulation kann die Hefe in
die Wachstumsphase gebracht werden, in der sie im ZKG ohne
zeitliche Verzogerung (z.B. Adaptionsphase) ziigig ihre Zellver-
mehrung zu Ende bringen und mit der Gérung beginnen kann.
Beispiele fiir die Planung der Herfithrung, des Anstellens und des
Drauflassens werden aufgezeigt und diskutiert.
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9 Summary

Hutter, K.-J.: Process control of bottom fermentable beer yeasts by
flow cytometry — Monatsschrift fiir Brauwissenschaft 54, No. 1/2, 13
- 27,2001

BC 44 Yeast propagation

Since the beginning of human civilisation the species Saccharomyces
cerevisiae has played a considerable role both in practical life as well as
in science. In food technology this organism is used as pure culture for the
production of beer, wine and bread. In science the yeast, which belongs
to the low eucaryotes, has been used for basic studies, for example, to
clarify metabolism sequences, to example the glycolysis. Recently yeast
cells have gained significance in science as host more for foreign protein
expression.

Hutter, K.-J.: Contréle de fabrication utilisant la cytométrie de flux
pour les levures de fermentation basse — Monatsschrift fiir Brauwis-
senschaft 54, No 1/2, 13 — 27, 2001

BC 44 Culture pure de levure, propagation de levure

Depuis toujours I’espece Saccharomyces cerevisiae a joué un role im-
portant dans la civilisation humaine , dans la vie pratique mais également
dans la science. On utilise dans la technologie alimentaire cet organisme
comme culture pure pour la production de la biere, du vin et du pain. Au
cours des derniéres 50 années, on a utilisé la levure, qui appartient aux
eucaryotes inférieurs, pour la recherche fondamentale, par exemple pour
la découverte du déroulement des métabolismes. L’exemple frappant est
la glycolyse. Ces derniers temps les cellules de levures prennent une place
importante dans la science en tant que cellule hote pour ’expression de
protéines étrangeres.
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