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1  Problemstellung

Prozeßstörungen, wie ein verzögerter Gärverlauf oder gar eine
nicht vollständig ablaufende Gärung, treten häufig auf und können
weder erklärt noch vorhergesagt werden. Diese Prozeßstörungen
stellen einen wesentlichen Kostenfaktor gerade für die mittelstän-
disch strukturierte Brauwirtschaft dar. Die Möglichkeiten der
konventionellen Gärungskontrolle sind hier an ihre Grenzen ge-
langt. Beim heutigen Stand der Technik in der Brauindustrie
reichen die Kontrollparameter (Temperatur, Diacetylgehalt, Ex-
traktabnahme etc.) bei weitem nicht aus, einen Prozeß ausreichend
zu beschreiben (Lense (1956); Narziß (1980); Annemüller (1981);
Litzenburger (1993); Geiger (1993); Kunze (1994); Schmidt (1995);
Koch (1998); Beckmann (1998); Kunerth (1998)). Dabei vermißt
der Technologe, daß es keine Methoden zur funktionellen Zu-
standsbeschreibung der Betriebshefe gibt, die über die  zellphysio-
logischen Veränderungen der Hefezellen während des Prozesses
Auskunft geben.

Moderne, effiziente Prozeßkontrolle muß empirisches Wissen mit
neuen, direkten elektronischen Zähl- und Fluoreszenzverfahren
und molekularbiologischen Techniken koppeln, um umfassende
Kenntnisse über die Wachstumskinetik und die entsprechenden
zellphysiologischen Zustände der Starter- und Reinkulturen zu
erhalten. Daher ist eine grundlegende Voraussetzung, um repro-

duzierbare biotechnische Prozeßabläufe zu gewährleisten, daß zu
Beginn des Prozesses die genetische Herkunft, Reinheit und
Stabilität des Hefestammes ermittelt bzw. überprüft wird. Dies
kann mit so etablierten Verfahren wie der in situ-Hybridisierung,
dem DNA-fingerprinting, der PCR-Technik sowie dem Einsatz
von Oligonukleotidsonden gegen 16 rRNA oder 23 rRNA erzielt
werden (Winnacker (1985); Donhauser et al. (1993); Kunze et al.
(1993); Donhauser (1995); Stahl (1997); Kiehn (2000)).

Genetisch charakterisierte Betriebshefen müssen aber kontrolliert
und überwacht werden. Der Einsatz fluoreszenzoptischer Verfah-
ren zur Überwachung der Betriebshefe während des Gärprozesses
wäre für die Prozeßregelung bzw. Prozeßmodellierung von größ-
ter Wichtigkeit (Hutter (1975); Müller (1991); Linz (1989); Sche-
per (1991); Hutter (1992); Müller et al. (1992); Hutter (1993a)
(1993b); Hutter et al. (1995); Lembenz (1996); Hutter et al.
(1996); Müller et al. (1997); Zehnter (1997); Müller et al. (1997);
Müller und Hutter (1999); Hutter (1999)).

Die ZKG-Vergärung wird transparent durch die Bestimmung des
DNA-Gehaltes (Zellzyklusanalyse (Crissman and Tobey (1973);
Darzynkiewicz et al. (1982)) und des Glykogen- sowie Neutralli-
pidgehaltes (physiologischer Status der Hefezellen).

2  Einleitung

Bei vielen Organismen werden unter bestimmten Wachstumsbe-
dingungen intrazellulär Speicher- und Reservestoffe (Glykogen,
Neutrallipide, Trehalose) eingelagert. Höhere Organismen schüt-
zen sich daher vor potentiellem Kohlenstoffmangel durch die
Polymerisation überschüssiger Glukose, um sie in Form von
Glukanen mit hoher molarer Masse zu speichern.

Das Disaccharid Trehalose wird von vielen Autoren als Streß-
Protektant während der Lagerung beschrieben. Trehalose spielt
aber auch eine Rolle in der Initiation des Zellzyklus durch schnelle
Bereitstellung einer Kohlenstoff- und Energiequelle (Silljé et al.
1999). Sobald die Vermehrungsaktivität der Hefe abnimmt, wird
Trehalose eingelagert (Lillie und Pringle (1980), Smart (1999)).
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Neutrallipide sind Reservestoffe, die in der Hefe hauptsächlich zu
Beginn der Gärung gebildet werden. Einige Neutrallipide über-
nehmen gleichzeitig Schutzfunktionen. So bedeutet das Bereit-
halten eines Fettsäurepools bzw. veresteter Sterole in einer Streß-
situation erhöhte Widerstandsfähigkeit der Zelle gegen Äthanol-
und Zuckerkonzentrationen (Lillie und Pringle (1980)).

Das in Hefen gespeicherte Glykogen ist aus α-1,4 und α-1.6-
glykosidisch verknüpften Glukoseeinheiten aufgebaut und in der
Struktur dem Amylopektin ähnlich (Gharton (1975); Mayer et al.
(1977); Aebi et al. (1982); Ferey et al. (1986); Slaughter und
Nomura (1992); Hayat (1993); Mochaba et al. (1994); Brodal und
Gehrken (1996).

Quain (1988) hat die Bedeutung des Glykogengehaltes für eine
Sterolbiosynthese diskutiert. Der Glykogenabbau ist verbunden
mit der Bereitstellung von Sterolen, deren Vorhandensein in der
Membran sehr wichtig für die Überlebensfähigkeit der Hefen
während der Gärung ist. Anderson und Tatchell (1996) haben eine
wechselseitige Abhängigkeit des Glykogen- und Lipidstoffwech-
sels beschrieben. Zellen, die mehr Glykogen speichern, syntheti-
sieren weniger Lipide und umgekehrt.

Glykogen ist nicht so energiereich wie die Neutrallipide. Die stark
verzweigte Struktur des Glykogens hat aber eine physiologische
Bedeutung. Sie ermöglicht den raschen Abbau des Glykogens
durch die gleichzeitige Freisetzung der Glukose an den Enden
aller Verzweigungen. Offensichtlich wird Glykogen schneller
mobilisiert als Lipide. Hinzu kommt, daß die Fettsäure-Reste
nicht anaerob metabolisiert werden können. Das würde bedeuten,
daß die Betriebshefen in der Gärung und Nachgärung unter
anaeroben Bedingungen keinen Fettverlust erleiden, wohl aber
ein Glykogenabbau stattfindet.

Glykogen reichert sich bei Nährstoffzufuhr in der Hefezelle an
und wird im Hungerzustand wieder abgebaut. Dies gilt vornehm-
lich für die Situation, daß die Population bei erhöhten Temperatu-
ren und bei Sauerstoffzufuhr wächst und dann Glykogen veratmet.
Danach synthetisiert die Hefe erneut Glykogen (Parrou et al.
1999). Ein hoher Glykogengehalt wird mit einer hohen Vitalität
der Hefezellen assoziiert. Dies bedeutet aber nicht, daß hoher
Glykogengehalt gleichzusetzen ist mit hoher Proliferationsaktivi-
tät.

Dem Mechanismus des Glykogenabbaus bzw. Glykogenaufbaus
der Hefe kommt daher besondere Bedeutung zu, um Informatio-
nen über die Geschwindigkeiten mit denen die Glykogensynthese
während der Proliferation abläuft und wie sie geregelt werden
kann, zu erhalten.

3  Zielsetzung

Das Ziel dieses Beitrages war die Entwicklung einer Methode zum
fluoreszenzoptischen Nachweis des Glykogengehaltes. Dieser
Parameter sollte in das bereits in früheren Beiträgen in dieser
Zeitschrift beschriebene Biomonitoring integriert werden.

4  Material und Methoden

4.1  Hefeproben

Die Untersuchungen wurden an Laborvergärungen und an zylin-
drokonischen Vergärungen durchgeführt. Der Ausdruck „junge
Hefe“, der in diesem Beitrag verwendet wird, bezeichnet hierbei
eine frisch propagierte Hefe aus dem Hefetank, „alte Hefe“ steht
für eine Hefe, die einige Wochen unter ungünstigen Wachstums-

bedingungen (kein Drauflassen von Würze, keine Belüftung,
Lagerung bei Raumtemperatur) geführt wurde.

4.2  Fixierung der Hefezellen

Durch die alkoholische Fixierung wird der Transport großer
Farbstoffmoleküle  durch die Zellmembran gewährleistet. Bei
diesem Vorgang wird den Hefezellen Wasser entzogen. Dadurch
wird die Oberflächenstruktur der Zellen deformiert. Viele intra-
zelluläre Makromoleküle, wie die DNA, Nukleoproteine oder
auch Glykogen bleiben bei der alkoholischen Fixierung aber
erhalten.

Zur Bestimmung des DNA- und Glykogengehaltes wurde zur
Fixierung 70%-iger Ethanol p.a. verwendet.

Die Probenahme im Betrieb erfolgte nach der Anleitung im ersten
Beitrag der Biomonitoring-Reihe (Hutter et al. (1995)).

4.3  Flußzytometrische Analyse

Die Flußzytometrie ist eine biophysikalische Technik zur schnel-
len Messung von Zellen und ihren subzellulären Substanzen, die
spezifisch angefärbt wurden und sich in Suspension befinden (van
Dilla (1978)).

Die flußzytometrischen Messungen wurden mit einem PAS der
Fa. Partec, Münster, durchgeführt (Dittrich und Göhde (1969)). In
dieses Flußzytometer sind ein Argon-Ionen-Laser und eine Queck-
silberhöchstdrucklampe integriert, so daß zwei Wellenlängen,
einmal  360 nm mit der HBO-Lampe und zum anderen  488 nm mit
dem Laser, zur Anregung zur Verfügung stehen.  Das bedeutet,
daß neben Propidium Jodid auch DAPI  (Dann (1971)) zur DNA-
Färbung eingesetzt werden kann. Darüber hinaus sind simultane
Messungen (DNA : Proteine oder Glykogen : Neutrallipide)
möglich.

4.4  Färbungen für die flußzytometrische Analyse

4.4.1  DNA-Färbung mit Propidium Jodid

Propidium Jodid gehört zur chemischen Stoffklasse der Phenan-
tridium Derivate. Es ist ein großes planares Molekül, das nicht
durch die intakte Membran lebender Zellen transportiert werden
kann.

Phenantridium Derivate sind interkalierende Farbstoffe, die sich
zwischen übereinanderliegende Basenpaare doppelsträngiger DNA
anlagern. Die kleeblattstrukturartige, doppelsträngige t-RNA im
Zytoplasma wird ebenfalls durch Anlagerung gefärbt. Da aber für
eine Zellzyklusanalyse ausschließlich die Kern-DNA entschei-
dend ist, muß die störende RNA durch eine enzymatische RNAse-
Digestion eliminiert werden. Propidium Jodid hat mit 0.85 eine
höhere Fluoreszenzlichtausbeute  als andere Phenantridium Deri-
vate und wurde von Crissman und Tobey (1974) erstmalig zur
DNA-Analytik eingesetzt. Bei 488 nm Anregung fluoresziert die
gefärbte Kern-DNA bei 630 nm rot.

4.4.2  Glykogen-Färbung mit Acriflavin

1924 endeckte Robert Feulgen ein Verfahren zur Anfärbung des
Zellkerns in tierischen und pflanzlichen Zellen mit Fuchsin. Dabei
wird der Gehalt an DNA mit fuchsinschwefliger Säure stöchiome-
trisch angefärbt. Auf dieser Basis bestimmte Prenna (1976) den
DNA-Gehalt von Säugetierzellen mit Acriflavin. Zum fluores-
zenzoptischen Nachweis des DNA-Gehaltes von S. cerevisiae
setzte Hutter (1975) erstmals Acriflavin ein.
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Die Excitation liegt bei 455 nm, das Emissionsmaximum liegt bei
515 nm.

Bei den meisten konventionellen Methoden (z.B. den photometri-
schen Bestimmungen) werden  die Hefezellen mechanisch aufge-
brochen und das Glykogen aus der Zelle isoliert. In dieser Arbeit
mußte zunächst an Hefesuspensionen ein Färbeverfahren erarbei-
tet werden, das durch Ethanolfixierung der Zellen und Anfärbung
mit einer Acriflavinlösung eine quantitative Anfärbung des Gly-
kogens unter Erhaltung der Zellintegrität gestattete, d. h. das
Glykogen mußte in der Zelle verbleiben. Mit dieser Technik
wurde der Glykogengehalt von Hefen in unterschiedlichem phy-
siologischen Zustand bestimmt. Die spezifische Anfärbung mit
Acriflavin erfolgte nach Gharton et al. (1975) und Mayer et al.
(1977). Acriflavin wird bei dieser Färbung kovalent an Glykogen
gebunden.

4.4.3  Neutrallipid-Färbung mit Nilrot

Schon seit der Jahrhundertwende wird Nilblau zur Färbung von
Lipiden eingesetzt. Das Oxidationsprodukt von Nilblau ist Nilrot.
Nilrot färbt Neutrallipide in der Zelle und mit geringer Intensität
auch Phospholipide der Zellmembran.

Chemisch ist Nilrot den Benzophenonen zuzuordnen. Der Färbe-
mechanismus ist nicht vollständig geklärt; es scheint mehr eine
Einlagerung in die Lipidtröpfchen zu erfolgen, als eine feste
Bindung.

Das Anregungsmaximum von Nilrot liegt im Bereich von 530 nm
(Linz (1989); Scheper (1991); Müller (1991)).

4.5  Photometrische Glykogenbestimmung

Die konventionelle Glykogengehalt-Bestimmung wurde nach der
Methode von Aebi et al. (1982) durchgeführt. Die Prozedur
gliedert sich in den Zellaufschluß und eine anschließende Säure-
hydrolyse. Zunächst erfolgte ein Zellaufschluß mit Trichloressig-
säure TCA im Mörser, danach die Desintegration des Glykogens
und anschließend die Säurehydrolyse mit HCl. TCA fällt die
Proteine und Nukleinsäuren, während Glykogen in Lösung bleibt
und mit Ethanol präzipitiert wird.

Bei der photometrischen Bestimmung des Glykogengehaltes wurde
eine Eichreihe aus reinem Glykogen, das aus Schweineleber
isoliert wurde, ermittelt. Diese Werte sind in unterschiedlichen
Verdünnungen im Photometer (Extinktion bei λ = 540 nm gegen
Blindwert) gemessen worden und in der  Tabelle 1 dargestellt.

Die Abbildung 1 zeigt die  resultierende Regressionsgerade aus
diesen Meßdaten. Die Meßwerte (Extinktionen) der jungen und
die der alten Hefezellen wurden in die Kalibrationskurve einge-
fügt. Die Eichkurve der Abbildung 1  zeigt die Regressionsgrade
(r = 0.997) der Mittelwerte aus jeweils 3 Meßergebnissen. Die
optischen Dichten der jungen und der alten Hefe betrugen 0.652
bzw. 0.397.

4.6  Vergleichende Bestimmungen des Glykogengehaltes mittels
Photometrie und der Flußzytometrie

Im Vergleich zur flußzytometrischen war die photometrische
Bestimmung deutlich zeit- und arbeitsintensiver (ca. 4fache Pro-
benpräparationszeit). Darüber hinaus mußte sehr viel mehr Zell-
material  bei der photometrischen Bestimmung, nämlich 7 g,
eingesetzt werden. Für eine flußzytometrische Analyse benötigt
man 105 –106 Zellen pro ml.

5  Ergebnisse

Bei der fluoreszenzoptischen Glykogengehaltsbestimmung wur-
de immer das peak-Maximum der Häufigkeitsverteilung als Richt-
wert herangezogen. Das Fluoreszenzsignal der jungen Hefe war
gegenüber dem Fluoreszenzsignal der alten Hefe fast doppelt so
stark.

Die jungen Zellen hatten große Mengen an Glykogen eingelagert,
während der Glykogengehalt der alten Hefezellen offensichtlich
durch die lange Lagerung metabolisiert wurde und daher nur ein
sehr schwaches Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte (Abb. 2).

Abb. 2  Blockdiagramm der flußzytometrischen Glykogen-
Bestimmmung

Tabelle 1  Glykogen-Konzentration und ihre entsprechenden
Extinktionswerte

Glykogen Extinktion

[mg / ml]] λ = 540nm

0 0

0,585 0,397

0,700 0,475

0,961 0,652

1,750 1,029

2,450 1,376

3,500 1,887

Abb. 1  Photometrische Bestimmung des Glykogengehaltes
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Die entsprechenden Häufigkeitsverteilungen dieser Glykogenbe-
stimmung zweier Populationen in verschiedenem physiologi-
schem Zustand sind in der Abbildung  3 dargestellt.

Die Abbildungen 4 a und 4 b zeigen fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen alter und junger Hefezellen. Die jungen Hefen fluo-
reszierten bei Blaulichtanregung in sehr kräftigem intensivem

Grün/Gelb-Fluoreszenzlicht, während die Grünfluoreszenz der
alten Hefezellen deutlich schwächer ausfiel.

Die Ergebnisse der flußzytometrischen Zellzyklusanalyse sowie
ihrer Glykogen- und Neutrallipidgehalte junger stimulierter Hefe-
zellen bzw. alter Hefezellen sind in Abbildung 5 aufgeführt. Bei
der alten Population gab es keinen Hinweis  auf proliferierende
Zellen. In der Population fand man im mikroskopischen Bild
vorwiegend morphologisch große Hefezellen mit einer schwa-
chen Rotfärbung. Der Zellkern war als solcher nicht mehr zu
erkennen. Stattdessen war die DNA destrukturiert und fluores-
zierte über den gesamten Zellbereich durch das interkalierende
Fluorochrom PI rot. Vom zellphysiologischen Standpunkt be-
trachtet handelte es sich um Zellen, die sich im Stadium der
Autolyse befanden.

Entsprechend gering fielen auch die Fluoreszenzsignale der Gly-
kogengehalte dieser Zellen aus. Da kaum Glykogen  vorhanden
war, konnten auch keine intensiven Fluoreszenzsignale detektiert
werden.

Abb. 3  Häufigkeitsverteilungen des Glykogengehaltes von Hefe-
populationen mit unterschiedlichem physiologischem Zustand

Abb. 5  Histogramme der flußzytometrischen Messung des DNA-, Glykogen- und Neutrallipidgehaltes (PAS) von Betriebshefen in
unterschiedlichem physiologischen Zustand

Abb. 4 a  Glykogenfärbung einer alten Hefe (λ = 488 nm) Abb. 4 b  Glykogenfärbung einer jungen Hefe (λ = 488 nm)
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Abb. 6  Flußzytometrische Analysen des DNA-, Glykogen- und Neutrallipidgehaltes einer Betriebsvergärung
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Die Neutrallipidgehalte der alten und jungen Zellen zeigten keine
großen Unterschiede.

Die jungen, stimulierten Hefezellen waren in der Anschiebephase.
Neben vielen Zellen in G

1
 befand sich eine kleine Fraktion in der

S-Phase (Schulter am G
1
-peak). Diese Hefezellen haben begon-

nen, DNA zu replizieren. Entsprechend hoch war das Fluores-
zenzsignal des Glykogengehaltes. Zu diesem Zeitpunkt speicher-
ten die Zellen wieder Glykogen ein.

Die Überwachung des DNA-, Glykogen- und Neutrallipidgehal-
tes der Betriebshefe  sind der Abbildung 6 zu entnehmen. Nach 6
Stunden zeigte die Population ein kräftiges Anschieben. Die
Zellvermehrungsphase dauerte ca. 23 Stunden. Nach 48 Stunden
setzte die Gärung ein und dauerte bis zur Filtration 198 Stunden.

Die Glykogengehalte schwankten nur leicht bei diesem optimalen
Gärverlauf, d.h. Anstieg des Glykogens zu Beginn der exponen-
tiellen Zellvermehrung, dann Reduzierung in der späten Zellver-
mehrungsphase. Schließlich wurde wieder  Glykogen im Verlauf
der Gärung eingebaut. Die Neutrallipide wurden sowohl  in der
Zellvermehrungsphase synthetisiert als auch zu Beginn der Gä-
rung und wurden  gegen Ende der Gärung wieder  abgebaut.

Eine Gegenüberstellung der Glykogen- und Neutrallipidgehalte
einer Labor- und einer Betriebsvergärung sind in den Abbildun-

gen 7 a und 7 b dargestellt. Die Säulendiagramme zeigen überein-
stimmend sowohl in der Labor- als auch in der Betriebsvergärung
einen oszillierenden Verlauf unter normalen zellphysiologischen
Bedingungen.

6  Diskussion

Das Ziel jeder Brauerei ist es, ein Bier mit gleichbleibender
Qualität zu produzieren. Dabei soll der Prozeß ohne Gärstörungen
ablaufen. Dieses Ziel ist  nur zu erreichen, wenn man den Gärpro-
zeß mit effizienten Methoden kontrolliert.

Die Aufrechterhaltung gleichbleibender Qualität liegt einmal in
der Behandlung der Betriebshefe während der Reinzucht, der
Herführung, des Anstellens und des Drauflassens, zum anderen in
der Analyse und Kontrolle des physiologischen Zustandes der
geführten Hefen, die über den gesamten Prozeß stattfinden muß
und drittens  in der Auswahl geeigneter Rohstoffe. Die Überwa-
chung des Gärprozesses mit den zur Verfügung stehenden kon-
ventionellen Parametern wie Temperaturmessung, Diacetylbe-
stimmung, Extraktgehaltbestimmung etc. reichen aber nicht aus,
einen ZKT zufriedenstellend zu kontrollieren.

Die Alternative wäre der Einsatz flußzytometrischer Analysen in
Kombination mit konventionellen Methoden. Dies führt  zu einer
optimalen Prozeßüberwachung.

Abb. 7 a  Glykogen- und Neu-
trallipidgehalte der Betriebshe-
fe während der Laborvergä-
rung

Abb. 7 b  Glykogen- und Neu-
trallipidgehalte der Hefe wäh-
rend der Betriebsvergärung
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Neben den bereits etablierten Methoden (DNA-Zellzyklus: (Dar-
zynkiewicz (1982)), Esteraseaktivität: (Rotman und Papermaster
(1966); Portno und Molzahn (1977)), Bestimmung der Neutralli-
pide: (Linz (1989); Scheper (1991); Müller (1991)) für ein Biomo-
nitoring des Gärprozesses wurde nun eine weitere Methode eta-
bliert, die es ermöglicht, anhand des Glykogengehaltes den Zu-
stand der Betriebshefe noch aussagekräftiger zu beschreiben.
Dazu wurde die herkömmliche Methode, Glykogen durch Feul-
genhydrolyse in Säugetierzellen nachzuweisen, praxistauglich für
Hefezellen weiterentwickelt. Der Glykogengehalt einzelner Zel-
len wurde  flußzytometrisch nach spezifischer Anfärbung mit
Acriflavin nach Gharton et al. (1975), modifiziert nach Mayer et
al. (1977), analysiert. Mit konventionellen Methoden  wird Glyko-
gen vor allem als Mittelwertsverteilung über eine gesamte Popu-
lation bestimmt. Dazu existieren Methoden sowohl für die alkali-
lösliche Fraktion des Glykogens, welche erst nach Behandlung
mit Lauge analytisch zugänglich wird (Wackerbauer et al. (1997)),
als auch für die säurelösliche Fraktion des Glykogens (Slaughter
und Nomura (1982)). Wir haben uns für die photometrische
Methode nach Aebi et al. (1982) entschieden.

Die Probenpräparation der photometrischen Bestimmung war
wesentlich aufwendiger als die einfache fluoreszenzoptische Ana-
lyse.  Die photometrische Bestimmung einer alten und einer
jungen Hefe ergab bei der alten Hefe circa die Hälfte des Glyko-
gengehaltes der jungen Hefe. Dieses Ergebnis bestätigte die
flußzytometrische Methode hinreichend, da bei dieser ebenfalls
ein deutlicher Unterschied im Fluoreszenzsignal  gemessen wurde.

Die flußzytometrische Analyse zeigte, daß sich die Hefezellen der
alten Population zum Zeitpunkt der Probenahme bereits in der
Autolyse befanden, sie hatten einen merklich geringeren DNA-
Gehalt als bei den jungen Hefen festzustellen war. Die jungen
Zellen befanden sich in der G

0
-/G

1
- und S-Phase.

Im Vergleich hierzu hatte die alte Hefe einen wesentlich geringe-
ren Glykogengehalt als die junge Hefe, auch der Neutrallipidge-
halt war geringer. Nach der sehr langen Lagerungsphase bei
Raumtemperatur und ohne Nährstoffzufuhr hatten die alten Hefen
ihren Reservestoff (Glykogen) aufgezehrt, während die jungen
Hefen, durch die kurze Lagerung im Stimuliertank, bei ausrei-
chend vorhandenem Nährstoffangebot Glykogen einlagern konn-
ten und dadurch entsprechend höhere Gehalte an diesen Reserve-
stoffen besaßen.

Die Neutrallipid- und Glykogengehalte zeigten sowohl in den
Laborvergärungen als auch in den Betriebsvergärungen einen
oszillierenden Verlauf bei normal verlaufenden Gärprozessen.
Während in der lag-Phase und beginnenden exponentiellen Phase
der Zellvermehrung ein Glykogeneinbau zu verzeichnen war,
wurde in der intensiven Zellvermehrungsphase Glykogen redu-
ziert. In der stationären Phase wurde wieder Glykogen eingebaut.

Zusammenfassend ist festzustellen, daß mit  flußzytometrischen
Parametern wie dem DNA-Gehalt, der Bestimmung der Esterase-
aktivität, den Neutrallipiden und dem Glykogengehalt ein sensi-
tives Biomonitoring des Gärprozesses durchführbar ist. ZKG-
Vergärungen werden dadurch transparent, so daß quasi on line die
Prozeßmodellierung durchgeführt und deren Steuerung zu jedem
Zeitpunkt überprüft und optimiert werden kann.

7  Schlußfolgerungen

Das Hefemanagement der Betriebshefe sollte unbedingt durch
flußzytometrische Analysen, die schnelle und klare Aussagen
über den jeweiligen Wachstums- und physiologischen Zustand
der Hefe ermöglichen, ergänzt werden. Dieses Biomonitoring der

Betriebshefe umfaßt Analysen des  DNA-, Glykogen- und Neu-
trallipidgehaltes sowie die Bestimmung der Viability mit Hilfe
des Esteraseaktivitäts-Nachweises. Folgende Aussagen sind mög-
lich:

❑ Die Bestimmung des DNA-Gehaltes gibt über den gesamten
Gärverlauf signifikant Auskunft über Gäraktivität und Gärge-
schwindigkeit der Hefen. Der Produktionsleiter ist zu jedem
Zeitpunkt des Prozeßablaufes über die Vermehrungsaktivität
seiner Hefe informiert.

❑ Die Bestimmung der Esteraseaktivität zeigt an, wie das Ver-
hältnis lebender zu toten Zellen in der Population ist.

❑ Die Bestimmung der Neutrallipide sagt etwas über die Über-
lebensfähigkeit der Hefen  während der Gärung aus. Hohe
Lipidgehalte während der Gärung und Lagerung verhindern
u.a. die schnelle Autolyse der Zellen.

❑ Die Bestimmung des Glykogengehaltes gibt Hinweise auf die
vorzeitige Alterung einer Population. Zellen, die aufgrund
nachteiliger Umweltbedingungen ihr Glykogen intrazellulär
abgebaut haben, sind kaum mehr in der Lage, einen neuen
Zellzyklus zu starten.
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8  Summary

Hutter, K.-J., Remor, M., and Müller, S.: Biomonitoring in practice
by optical fluorescence methods – VII. Notification: Studies on the flow
cytometric determination of the glycogen content of brewery yeast —
Monatsschrift für Brauwissenschaft 53, No 5/6, 68 – 76, 2000

BC 44 Yeast propagation

Modern, efficient process control must link empirical knowledge with
new, direct electronic counting and fluorescence procedures and molecu-
lar biological techniques to obtain extensive knowledge on the growth
kinetics and the appropriate physiological states of the cells of the starter
and pure cultures. Biomonitoring to monitor fermenting processes has
been extended by a further parameter – the optical fluorescence determi-
nation of the glycogen content. The glycogen contents of yeast indicate
an oscillating course in the case of normal fermentations in both labora-
tory and brewery fermentations. Glycogens can be incorporated during
the lag phase and the beginning exponential phase. During the following
intensive cell propagation phase they are metabolized and in the stationary
phase are deposited again. The respective cell cycle phase and the neutral
lipid content of the yeast are studied in additions glycogen content. The
determination of the glycogen content provides, amongst other things,
indication of a premature senescence of population. Cells which have
decomposed their glycogen intracellularly due to detrimental environ-
mental conditions are hardly in a position to initiate a new cell cycle.

Hutter, K.-J., Remor, M., et Müller, S.: Biomonitoring en pratique
par des procédés de fluorescence optique – VII ème Communication:
Examens de la détermination par cytometrie à flux de la teneur en
glycogène de la levure industrielle — Monatsschrift für Brauwissen-
schaft 53, No. 5/6, 68 – 76, 2000

BC 44 Culture pure de levure, propagation de levure

Les contrôles de fabrication modernes et efficaces doivent être liés aux
connaissances empiriques. Les nouvelles techniques comprennent des
procédés électroniques de comptage et des fluorescence ainsi que des
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procédés de la biologie moléculaire dans le but d’acquérir des
connaissances sur la cinétique de croissance et l’état physiologique
cellulaire correspondant des cultures pures et des cultures starter. Le
biomonitoring, pour la surveillance du procédé de fermentation, a été
augmenté d’un autre paramètre: la détermination de la teneur en glycogène
par fluorescence optique. La teneur en glycogène de la levure montrait,
aussi bien pour les fermentations en laboratoire que pour les fermentations
industrielles, un déroulement par oscillation pour des fermentations
normales. Le glycogène est intégré pendant la lag-phase et au début de la
phase exponentielle. Par la suite le glycogène est réduit pendant la phase
de multiplication cellulaire intensive et il est à nouveau stocké pendant la
phase stationnaire. A côté de la teneur en glycogène on a examiné la phase
correspondante des cycles cellulaires et la teneur en lipides neutres. La
détermination de la teneur en glycogène fournit, entre autre, des informa-
tions sur la sénescence anticipée de la population levurienne. Les cellules
qui ont dégradé leur glycogène intercellulaire par des conditions
d’environnement défavorables, ne sont guère en mesure d’initier un
nouveau cycle cellulaire.
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