Monatsschrift fiir Brauwissenschaft

Heft 3/4, 2000 44

C. Zufall, S. Kunerth, N. Tietje und K. Wackerbauer

Beeinflussung der Hefevitalitat durch

physikalischen Druck

Neben der Gartemperatur (1 —3) und dem osmotischen Druck (4, 5) hat bekanntlich ebenfalls der physikalische Druck,

d. h.der CO,-Partialdruck, einen EinfluB auf das Garverhalten der Hefe. Die erhohte Konzentration desim Garmedium
gelosten Kohlendioxides fuhrt zu einer starken Beeintr&chtigung des Baustoffwechsels. Der Ener giestoffwechsel wird dabei
in wesentlich geringerem M alRe gehemmt. Die praktische Anwendung dieses Zusammenhanges besteht darin, unter Druck
bel ver gleichsweise hohen Temperaturen zu vergaren, ohne dal’ dieflir eine forcierte Hefever mehrung typischen Aroma-
komponenten (z. B. hthere Alkohole) ver starkt gebildet werden. Die Auswirkungen physikalischen Druckes auf die Hefevi-
talitat sind dagegen bisher tiberhaupt nicht hinreichend erfor scht worden. Es zeigte sich in den Unter suchungen, daf3 sich
unter schiedliche CO_-Partialdr iicke auf den Glykogenstoffwechsel der Ernte- und Anstellhefe jeweils ver schiedenartig
auswirken. Unterschiedliche CO,-PartialdrGicke beeinflussen in erster Linie die Glykogenkonzentration der Erntehefe.

BC 41 Brauereihefe

(Deskriptoren: Hefephysiol ogie, Gérle stung, Hefevitaitét, Druck-
garung.

Descriptors: Physiology of yeast, fermentative power, yeast vita-
lity, pressure fermentation).

1 Einleitung

Waéhrend einer Druckgédrung wird der Hefestoffwechsel nicht
durch den statischen Druck, sondern durch den erhohten CO,-
Partialdruck des Mediums beeinflufdt. Durch die herrschenden
Bedingungen kann nur dasin gel dster Form vorliegende Kohlen-
dioxid die Garung beeinflussen (6). VVor allem der Baustoffwech-
sel wird durch die erhthte Konzentration des im Garmedium
gel 6sten K ohlendioxidesbeeintréchtigt. Der Energiestoffwechsel
wird in wesentlich geringerem Maf3e gehemmt. Dadurch ist es
maoglich, bei verglei chswei se hohen Temperaturen zu géren, ohne
daid Aromakomponenten wie z. B. hdhere Alkohole (n-Propanol,
2-Methylbutanol (1), usw.) verstérkt gebildet werden (7).

Das bel der Garung entstehende Kohlendioxid verdndert die
Membranpermeabilitét und beeinflufdt dadurch die Stoffwechsel -
aktivitét der Hefe. Die Permeabilitét wird durch eine Hemmung
der Permeasen und eine Verdnderung der unpolaren Fettsauren-
acyl-Enden in der Membran herabgesetzt (6). Ein Indiz fur den
geringeren Stofftransport bei erhohten CO,-Partiadriickenist die
verminderte Aufnahme an Gesamt-Stickstoff und freiem a-Ami-
nostickstoff (FAN) (8). Besonders die Sprossung wird durch
hohere Kohlendioxidkonzentration eingeschrénkt. Der Einflufd
eines erhohten CO_-Partialdruckes ist umso groier, je friher die
K ohlendioxidkonzentration nachdem Anstellenansteigt (9). Wird
der Druck zu schnell nachdem Anstellen erhoht, wirddieHefever-
mehrung zu stark eingeschréankt. Daraus resultiert eine langsame
und sogar schleppende Garung (10).
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Bei mehreren aufeinanderfolgenden Druckgérungen wird viel-
fach eine Abnahme der Géraktivitét beobachtet. Dieses macht
dann die Verwendung einer neuen Hefereinzucht erforderlich
(11). Die Glykolyse wird durch eine erhthte K ohlendioxidkon-
zentration dagegen nicht beeintrachtigt (8). Kohlendioxid wird
aber auch direkt in den Stoffwechsel eingebunden, so dal3essich
erst ab einer gréfleren Konzentration als toxisch erweist. Bevor
diese Grenze erreicht ist, wird Kohlendioxid im Intermediér-
stoffwechsel der Hefe fur diverse Carboxylierungsreaktionen
bendtigt (12).

2 Versuchsdurchfiihrung

Fur die Versuche wurden zylindokonische Tanks (ZKT's) aus
Glas(501 Volumen) eingesetzt. Die Gartemperatur (15 °C) wurde
mit einem Kryostaten konstant gehalten. Die fur die Gérungen
bendti gten Hefereinzuchten wurden nach dem Eintank-Hefeher-
fuhrverfahren herangezogen. Der verwendete Hefestamm war
eine untergérige Bruchhefe (Saccharomyces cerevisiae, Stamm
»Hebru") Die angestrebte Anstellkonzentration betrugt 20 Mio.
Zellen/ml. Die Zellzahl wurde mit der Thoma-Kammer ausge-
z&hlt.

Der Druckaufbau durch Anschluf3 des Spundapparates erfolgte
jeweils24 Stunden nachdem Anstellen. Die Spundapparatewaren
auf Druckstufen von 0, 1 und 2 bar Uberdruck eingestellt. Die
Hefe wurde immer beim Erreichen der Endvergérung in eine
Steilbrustflasche geerntet, die mit einer BelUftungsvorrichtung
versehen war. Neben der Wurze wurde auch die Ernte- und die
Anstellhefe beliiftet. Zur Uberpriifung der Beliiftungsraten der
Wiirze diente ein Mel3gerdt Digox EC-401 (Fa. Dr. Thiedig,
Berlin). Zwischen den Fuhrungen wurde die Hefe zwel Tage bei
einer Temperatur von 1 °C gelagert.

Nach Erreichen desEndvergarungsgradeshat man dasJungbierin
Kegsgeschlaucht und bei 1 °C fur zwei Wochen gelagert. Fur die
Bieranalysen wurden die gel agerten Biere mittel s Schichtenfiltra-
tion oder durch Zentrifugation (10 000 U/min bei 4 °C) geklért.
DieBieranalysen wurden nach Mebak durchgefiihrt. Die Bestim-
mung des Glykogen- und Trehalosegehaltes basiert auf einer
enzymatischen Bestimmung von Glucose (2).
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Abb. 1 Glykogengehalt der Erntehefe (E.) mit steigender An-
zahl der Fuhrungen bei unter schiedlichen CO,-Partialdriicken

wéahrend der Gérung

3 Ergebnisse

Die Glykogenkonzentrationen der Ernte- und der Anstellhefe
werden durch den CO,-Partialdruck unterschiedlich stark beein-
fluldt. Unterschiedliche CO,-Partialdriicke beeinflussen in erster
Linie die Glykogenkonzentration der Erntehefe.

Mit steigendem CO,-Partialdruck verringert sich die Menge an
gespeichertem Glykogen in der Erntehefe (Abb. 1). Der Unter-
schied zwischen 1 bar und 2 bar Uberdruck ist nicht so stark
ausgepragt wie zwischen 0 bar Uberdruck und den anderen
Druckstufen. Ein Anstieg der Glykogenkonzentration findet nur
von der Erntehefe der Reinzucht (RZ) zur Erntehefe der ersten
Fihrung statt. In den folgenden Fuhrungen wird kein weiterer
Anstieg der Konzentration dieses Reservestoffes festgestellt. Ab
der zweiten Fihrung bleibt auch der Unterschied zwischen den
einzelnen Druckstufen konstant.

Der Glykogengehalt der Anstellhefe wird durch unterschiedliche
Druckstufen nicht wesentlich beeinfluf3t (Abb. 2). Bei steigenden
CO,-Partialdriicken liegen niedrigere Glykogenkonzentrationen
vor. Diese Unterschiede sind aber nicht so grof3 wie bei der
Erntehefe. Es scheint, as ob die Hefelagerung zwischen den
Fihrungen die vorherigen Unterschiede ausgleiche.

In der Anstellhefe steigt der Anteil der gespeicherten Glykogen-
reserveninder Hefezelleauch im Verlauf sukzessiver Fiihrungen
nicht an. Auffalligist, dal3 bei niedrigeren CO,-Partialdriicken die

Schwankungen in den Glykogenkonzentrationen zwischen den
einzelnen FUhrungen stérker ausgeprégt sind alsbel einer Druck-
stufe von 2 bar.

Eswerden ebenfalls die Glykogenkonzentrationen der in Schwe-
be befindlichen Hefezellen zum Zeitpunkt der Endvergérung
bestimmt. Daraus resultiert ein bemerkenswertes Ergebnis: der
Glykogenstoffwechsel der in Schwebe befindlichen Hefezellen
ist von den vorherrschenden CO,-Partial driicken unbeeinfluf3t, so
dal3 die Hefen bei unterschiedlichen Druckstufen identische Gly-
kogengehalte aufweisen. Hohere CO,-Partial driicke beeinflussen
am stérksten die Verstoffwechselung des Glykogens bei der im
Konus abgesetzten Hefe. Wéhrend der Hefelagerung zwischen
den Fuhrungen findet ebenfallseine V erwertung der Glykogenre-
serven statt. Der Einflufd unterschiedlicher, wahrend der Gérung
auf der Hefe lastender CO,-Partialdriicke spiegelt sich dort nicht
wider. Wird die CO, durch die Bel tiftung der Erntehefe ausgetrie-
ben, so kann man damit einen negativen EinfluR des K ohlendioxi-
des verhindern. Die Erntehefen aus einer Garung bei 2 bar Uber-
druck zeigen die stérkste Reduzierung desintrazelluléren Glyko-
genpools wahrend der Sedimentation bzw. des Verweilens im
Konus. Im Vergleich zur Hefelagerung zwischen den einzelnen
Fihrungen spielen die im Konus vorherrschenden héheren Tem-
peraturen ebenfalls eine Rolle. Werden die Glykogenkonzentra-
tionen der in Schwebe befindlichen Hefezellen mit denen der
abgesetzten Hefe verglichen, ergibt sich die in Tabelle 1 aufge-
zeigte durchschnittliche Veranderung.

Tabellel DurchschnittlicheprozentualeVeranderungder Gly-
kogenkonzentration der in Schwebe befindlichen Hefen zu den
abgesetzten Hefen

Obar 1bar 2bar
Abnahme der Glykogenkonzentration [%] 4,7 9,2 17,5

Diese vom CO,-Partialdruck abhangige Veranderung der Glyko-
genreserven fuhrt zu geringeren Glykogenkonzentrationen in
jener Erntehefe, die einer Garung mit héherem CO,-Partialdruck
entstammt.

In den Untersuchungen der Trehal osekonzentration sind in der
Anstellhefe aus drucklosen Garungen etwas héhere Trehal ose-
konzentrationen beobachtet worden als bei den Druckgérungen.
Der Unterschied zwischen einer Garung mit 1 bar und 2 bar
Uberdruck ist dabei gering (Abb. 3).
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Abb. 2 Glykogengehalt der Anstellhefe (A.) mit steigender
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Abb. 4 Stickstoffgehalt der Anstellhefe (A.) mit steigender An-
zahl der Fuhrungen bei unter schiedlichen CO,-Partialdriicken
wéahrend der Gérung
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Abb. 5 Extraktabnahmemit zunehmender Anzahl der Fiihrun-
gen bei 2 bar Druck

Auchhierist der starke Anstieg fur alledrei Druckstufenzwischen
der Reinzuchthefe und der ersten Fiihrung zu beobachten. Esmuf3
angemerkt werden, dal3 die erste Fiihrung nach der Reinzucht fir
alledrei Hefendrucklosstattfindet. Bereitsdabei tritt der beobach-
tete Anstieg der Trehal osekonzentration auf. Die Erntehefe dieser
»Null-Fihrung” besitzt eine Trehal osekonzentration von 5,1%in
TrS. Im Verlauf der Filhrungen wird eine Abnahme des Trehal o-
segehaltes deutlich. Die fur das Glykogen festgestellte unter-
schiedliche Beeinflussung der einzelnen Stadien (Anstellen, Ern-
ten, Erreichen der Endvergérung) in Abhéngigkeit von den jewei-
ligen Druckstufen zeigt sich fur die Trehalose nicht. Die fir die
Anstellhefe dargelegten Tendenzen sind auch bei den anderen
beiden Probenahmezeitpunkten in gleicher Weise vorhanden.

Im Vergleich zum Glykogen oder der Trehalose zeigt der Stick-
stoffgehalt der Anstellhefe eine entgegengesetzte Abhangigkeit
zu den vorherrschenden CO,-Partialdriicken. Fir eine drucklose
Fiihrung ergeben sich niedrigere Stickstoffkonzentrationen. Der
Unterschied zwischen der Reinzuchthefe (RZ) und den folgenden
Fihrungen ist nicht so grof® wie bei den anderen untersuchten
Metaboliten. Eine Stickstoffanreicherung wird bei mehreren hin-
tereinander folgenden Fihrungen nicht beobachtet (Abb. 4).

Auch die Gérverlaufe wei sen keine wesentlichen V eranderungen
durch ein mehrmaliges Fuhren der Hefe auf. Auch bei ungiinstig
erscheinenden Milieubedingungen, wie in diesem Fall einem
erhohten CO,-Partia druck, wird keine Beeintréchtigung der Gar-
aktivitét festgestellt. Der grofdte zu verzeichnende Unterschied in
der Geschwindigkeit der Extraktabnahme ist zwischen der ersten
und den darauffolgenden Fuhrungen vorhanden (Abb. 5).

Dieerste Flhrung benétigt 24 Stunden [anger, um den gewiinsch-
ten Vergdrungsgrad zu erreichen. Die folgenden Filhrungen ver-
laufen hinsichtlich Ausmal3 der VVergérung und Geschwindigkeit
der Extraktabnahme sehr einheitlich. Auch die Unterschiede be-
ziiglich der Extraktabnahme zwischen den einzelnen Druckstufen
sind relativ gering. Die Differenz zwischen der ersten und der
folgenden Fuhrungtritt bei allen drei Druckstufen gleichartig auf.

Die unterschiedlichen Druckstufen beeinflussen erwartungsge-
mal3dieEntwicklung der Gesamtzellzahl. Nach 24 Stundenkommit
es bel hdheren Druckstufen zu einer verminderten Bildung neuer
Zellen. Dieser Unterschied verringert sich bei mehreren aufeinan-
derfolgenden Fihrungen, jedoch ist mit steigender Filhrungsan-
zahl in jeder Druckstufe eine verminderte Zellneubildung zu
beobachten. Im Vergleich der ersten Fiihrung zu denfolgendenist
das schlechter werdende Sedimentationsverhalten der Hefe auf-

fallig. Dieseswirdfir alledrei Druckstufengleichermal3enfestge-
stellt. Ab der zweiten Flhrung wird die Sedimentation weder
durch die Druckstufe noch durch die Anzahl der Fihrungen
beeinfluft.

Diedrel Druckstufen spiegelnsichinder von der Zellvermehrung
abhangigen Bildung von Gérungsnebenprodukten, vor allem der
hoheren Alkoholeund Ester wider. Diegeringere Bildung htherer
aliphatischer Alkohole bei htheren Konzentrationen an gel dster
Kohlensdure im Garmedium ist Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2 Summe der Konzentrationen gebildeter héherer
Alkohole [ppm] in Abhangigkeit vom Garungsdruck und von
der Anzahl der Fiihrungen

Obar 1bar 2bar
1. Fihrung 137 135 120
4. Fuhrung 140 120 89
6. Fuhrung 139 111 -

Bel druckloser Gérung sind in der Summe der héheren Alkohole
auch Uber sechs Fiihrungen gleichméafiige Konzentrationen vor-
handen. Mit zunehmendem CO,-Partialdruck nimmt die K onzen-
tration bei nacheinander folgenden Fihrungen ab. Bei der druck-
losen Filhrungist dasAusmal3der Synthesean htheren Alkoholen
unbeeinflul3t vom Grad des Baustoffwechsels. Eswird trotz eines
im Laufe der Flhrungen eingeschrénkten Hefewachstums die
gleiche Menge an hoheren Alkoholen gebildet. Die Menge der
gebildeten Ester hangt ebenfalls vom vorherrschenden CO,-Par-
tialdruck ab. Sieverringert sich mit steigendem Gérdruck und mit
der Anzahl der Fuhrungen (Tab. 3).

Tabelle3 Summeder Konzentrationen gebildeter Ester [ppm]
in Abhangigkeit vom Garungsdruck und von der Anzahl der
FUhrungen

Obar 1bar 2bar
1. Fihrung 42 33 27
4. Fihrung 38 32 19
6. Fuhrung 33 31 -
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4 Diskussion

Um einer verstarkten Bildung hoherer Alkohole bei erhdhten
Gértemperaturen entgegenzuwirken, hat sich die Anwendung
erhohter CO,-Partialdriicke bewahrt. Durch einen hoheren CO,-
Partialdruck kommt es zu einem verminderten Zellwachstum.
Ausdem eingeschrankten Baustoffwechsel resultiert die vermin-
derte Bildung von Géarungsnebenprodukten, deren Bildung eng
mit dem Ausmal’ der Zellneubildung durch entsprechende Stoff-
wechsel schritte (Aminosdurensynthese, Verfligbarkeit von Ace-
tyl-Coenzym A usw.) verbundenist. DaK ohlendioxidim Rahmen
diverser Carboxylierungs- und Decarboxylierungsschritte eine
bedeutende Rolle im Gesamtstoffwechsel der Hefe einnimmt, ist
die Veranderung des Hefestoffwechsels erklérlich. Dal3d es mit
zunehmender Anzahl der Fihrungen auch bei Druckgarungen
nicht zu einer Beeintréchtigung der Gérei genschaften kommt, ist
inerster Linieauf dieBel Uftung der geernteten Hefe zurtickzuf tih-
ren. Wahrend der Gérung findet innerhalb der Zelle eine Anrei-
cherung mit Kohlendioxid statt. Diese intrazellulére Anreiche-
rung ist fir einen verénderten Stoffwechsel der Hefe verantwort-
lich. Die Plasmamembran der Hefe, die fir neutrale und hydro-
phobe Molekile (z. B. CO,) durchléssig ist, reguliert den Aus-
tausch des Kohlendioxides zwischen Zelle und umgebendem
Medium. Das Ausmal3 der CO,-Diffusion wird durch die extra-
und intrazelluldre Konzentration an Kohlendioxid beeinfluf3t.
Wird die CO,-Konzentration im Medium durch die Beliftung
bzw. Entgasung der Erntehefe vermindert, kommt es aufgrund
von Gleichgewichtsreaktionen zu einem vermehrten Ausschleu-
sen von Kohlendioxid aus der Zelle. Es konnte gezeigt werden,
daid fur die Lagerung der Hefe zwischen zwei Fihrungen keine
Abhangigkeit zwischen dem in der vorangegangenen Fuhrung
herrschenden CO,-Partialdruck und Glykogenverbrauch existiert.
Eine deutliche Abhangigkeit vom CO,-Partialdruck ist aber fir
diesedimentierte Hefeim Konusdes zylindrokonischen Tanks zu
erkennen. Enthdlt die die Hefe umgebende Suspension nur noch
wenig vergarbare Kohlenhydrate, werden bei erhdhten CO,-Par-
tialdriicken die Glykogenreserven stérker verstoffwechselt. Bei
der Betrachtung des Einflusses erhéhter CO,-Partiadriicke muf3
zwischen dem Baustoffwechsel und dem Energiestoffwechsel
unterschieden werden. Wahrend der Baustoffwechsel, wiebereits
erwahnt, durch hohere CO,-Konzentrationen deutlich beeinfluf3t

wird und daraus geringe Zellausbeuten resultieren, wird die Um-
wandlung von Kohlenhydraten zu Ethanol und Kohlendioxid
nicht beeintréchtigt. Der Extrakt nimmt in allen dargestellten
Ansédtzen (0, 1 und 2 bar) gleich schnell ab. Dieses findet statt,
obwohl die hemmende Wirkung des K ohlendioxideswahrend der
Zellvermehrung auf eine eingeschrénkte Permeasenaktivitat und
verénderte Permeabilitdt der Zellmembran zuriickgefuhrt wird.
Da der Stoffumsatz bei steigendem Anteil des anaeroben Stoff-
wechsels (Gérung) aber nicht beeintréchtigt wird, ist dieses as
Indiz fir die Entkopplung des aeroben und anaeroben Stoffwech-
sels bezuglich seiner Sensitivitét gegenuber steigenden CO,-
Partialdriicken anzusehen. Wie die Ergebnisse der Glykogenun-
tersuchungen zeigen, tritt bei der sedimentierten Hefe im Konus
des zylindrokonischen Tanks der Einflu des Kohlendioxides
wieder auf. In dieser durch hohere Temperaturen und Nahrstoff-
mangel gekennzeichneten Situationkommt eszusétzlichzueinem
verminderten Gasaustausch zwischen Hefe und dem umgeben-
dem Medium. Dieses fuihrt zu einer verschlechterten Abfuhr des
gebildeten Kohlendioxides, so dai3 die intrazelluldre Anreiche-
rung mit Kohlendioxid in der Hefe (2 bar) noch weiter steigt. Wie
entscheidend diese verminderte Abfuhr des gebildeten K ohlendi-
oxidesist, wird bei Betrachtung des Reservekohlenhydrat-Stoff-
wechsels wahrend der Hefelagerung nach einer Belliftung deut-
lich. Die Glykogenverwertung wahrend der Hefelagerung erfol gt
fur alle Hefen aus den unterschiedlichen Druckgérungen gleich
stark. Fur die forcierte Verstoffwechselung des Glykogens unter
erhohtem CO,-Partialdruck kann der in Abbildung 6 dargestellte
Regul ationsmechanismus herangezogen werden.

Die Beeinflussung der Phosphofructokinase-Aktivitat nimmt da-
bei eine entscheidende Stellung ein. Prinzipiell wird die Phos-
phofructokinase durch hohe ATP- und Citrat-Konzentrationen
gehemmt. Durch hohe AM P-K onzentrationen sowie einen erhéh-
ten Fructose-2,6-bisphosphat-Spiegel wird sieaktiviert. Fructose-
2,6-bisphosphat aktiviert die Phosphofructokinase, indem sie
deren Affinitét zu Fructose-6-phosphat steigert und den Hemmef-
fekt des ATP herabsetzt. Die Inhibierung einiger Decarboxylie-
rungen im Stoffwechsel durch erhthte K ohlendioxidkonzentra-
tionen muf3 auch berticksichtigt werden. Dabel ist vor alem die
Hemmung der |socitrat-Dehydrogenase zu erwadhnen. Bel der
durch dieses Enzym katalysierte Reaktion handelt essichum die

Abb. 6 Regulation des Glyko-
genstoffwechsels bei erhohten
CO_-Partialdriucken wahrend
der Garung
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erste oxidative Decarboxylierung im Citratzyklus. | st diese Reak-
tion gehemmt, kommt es zu einer Anreicherung mit Citrat und in
der Folge zur Hemmung der Phosphofructokinase. Der Stoffum-
satz der Glykolysewird reduziert, und die Energieversorgung der
Zelle ist unter den herrschenden anaeroben Bedingungen stark
eingeschrankt. Es ist denkbar, da3 diese Hemmung der Phos-
phofructokinase durch einen erhthten Fructose-2,6-bisphosphat-
Spiegel wieder ausgeglichen wird. Um diesen zu erreichen, kann
dieHefein einem verstérkten Maf3e Zucker durch den Abbau von
Glykogen in phosphorylierter Form freisetzen. Das gewonnene
Glucose-1-phosphat wirdin Glucose-6-phosphat Gberfihrt. Auch
dienachfolgende Umwandlungin Fructose-6-phosphat geschieht
ohne Weiteres. Durch die Inhibierung der Phosphofructokinase
kommt es nun aber zu einer Anreicherung mit Fructose-6-phos-
phat. Ein Uberschul an Fructose-6-phosphat fihrt zu einer hohe-
ren K onzentrationvon Fructose-2,6-bisphosphat, dasandererseits
die Phosphofructokinase stimuliert. Fir die Synthese von Fructo-
se-2,6-bisphosphat wird ein Molekil ATP verbraucht. Diese
Reaktion scheint unter energeti schen Gesi chtspunktenwenigsinn-
voll zu sein. Betrachtet man sie aber unter dem Aspekt, dal3 durch
die weitere Minimierung des ATP-Spiegels eine Stimulation der
Phosphofructokinase einsetzt und dadurch dem hemmenden Ein-
fluReineserhthten Citratspi egel sentgegengewirkt wird, ist dieser
M echanismusdurchausvon Vorteil fir dieZelle. Man muf3davon
ausgehen, dal3 die Beeinflussung der Phosphofructokinase-Akti-
vitét durch Citrat und ATP-Spiegel miteinander konkurrieren. Der
erniedrigte ATP-Spiegedl fuhrt in dieser Phase zu einem vermehr-
ten Glykogen-Abbau. Dadurch kann esbei zu langem Verweilen
der Hefepopulation unter néhrstoffarmen Bedingungenbei gleich-
zeitig erhéhtem CO,-Partialdruck zu einem Auszehren der Koh-
lenhydratreserven kommen. Unter extremen Bedingungen fihrt
diesesdann zu einem zu weitreichenden V erbrauch an Glykogen,
sodal3daraus Angérschwierigkeitenin der nachfolgenden Gérung
resultieren. Bei einer rechtzeitigen Bel iftung bzw. Austreiben des
Kohlendioxideswird aber die Hemmung der Phosphofructokina-
se durch einen erhéhten Citrat-Spiegel aufgehoben (siehe Hem-
mung der Decarboxylierung). Eine niedrigere K ohlendioxidkon-
zentration und damit geringerer Glykogenverbrauch ist bei der
drucklosen Gérung anzutreffen. Wird die Hefe bei Druckgérun-
gen rechtzeitig geerntet und die Erntehefe ausreichend bel Uiftet
bzw. entgast, kann ein zu weitgehender Verbrauch an Reserve-
kohlenhydraten ausgeschlossenwerden. DieMengean Glykogen,
die in Folge einer Belliftung in einem nahrstoffarmen Medium
verbraucht wird, ist vergleichsweise gering und fuhrt daher nicht
Zu einer Beeintrachtigung der nachfolgenden Angérung durch
einen eventuell zu geringen Glykogenvorrat.

Dadie Trehalose nicht die Rolle eines typi schen Reservekohlen-
hydrateserfillt, unterliegt dieseim Vergleich zum Glykogen auch
nicht einer so starken Beeinflussung. So sind weder zwischen den
einzelnen Druckstufen noch zwischen den einzelnen Stadien einer
Gérung (Anstellhefe, Hefein Schwebezum Zeitpunkt der Endver-
gérung, Erntehefe) Unterschiede in den Konzentrationen zu er-
kennen. Die Abnahme wéahrend der Hefelagerung ist damit zu
erkléren, dal3 Trehalosein diesem Abschnitt ebenfallsalsKohlen-
hydratreserve verstoffwechselt wird. Eszeigt sich, dal3 Trehal ose
nicht erst dann von der Hefe verstoffwechselt wird, wenn die
Glykogenreserven erschopft sind. In diesem Fall mifdte bei der
Druckgérung (2 bar) ein forcierter Abbau zu erkennen sein, da
unter diesen Gérbedingungen, wie bereits gezeigt, die stérkste
Glykogenverwertung der Hefe im Konus beobachtet wird. Der
Trehalosestoffwechsel zeigt aber keine Beeinflussung durch die
unterschiedlichen Druckstufen. Wertet man die vermehrte Bil-
dung von Trehalose als Antwort der Hefezelle auf unglinstigere
Millieubedingungen, mufd gefolgert werden, dal3 ein erhohter

CO,-Partialdruck nicht zu dieser Kategorie zu zéhlenist. Treha o-
se wird a's Stref3antwort gebildet, wenn eine Stabilisierung der
Zellmembran notwendig ist. Diese tritt bei Austrocknung der
Zelle oder dem Einflul3 von Detergentien auf. Da aber ein stati-
scher Druck von 2 bar fir die Hefe noch keine Belastung darstel It,
bleibt die verstérkte Bildung von Trehal ose a's Schutzmechanis-
mus aus. Auch die geschilderte mogliche Beeintréchtigung des
Glykogenstoffwechsels durch einen héheren CO,-Partialdruck
wird fur den Trehal osestoffwechsel nicht belegt. Dieses ist aber
auchverstéandlich, dadieV erwertung von Trehal ose unter energe-
tischen Gesichtspunkten als wenig sinnvoll erscheint, solange
noch phosphorylierte K ohlenhydrate ausdem Glykogenabbau zur
Verfugung stehen. Es bleibt zu kl&ren, warum mit zunehmender
Fuhrungsanzahl die Trehalosekonzentration in der Anstellhefe
abnimmt. Diese Abnahme tritt fUr alle drei Druckstufen in glei-
chem Mal3e auf.

Bei der Betrachtung des Stickstoffgehaltesder Hefe zeigt sichim
Vergleich zum Glykogen und der Trehalose ein gegenteiliges
Bild. Mit zunehmendem Druck werden hthere Stickstoffkonzen-
trationen in der Hefezelle beobachtet. Die Differenzen sind aber
zu gering, um daraus Unterschiede zwischen denjeweiligen CO,-
Partia driicken herleiten zu kdnnen. Dieniedrigeren Werte bei der
drucklosen Fihrung werden auf die verstérkte Hefevermehrung
zuriickgefuhrt, die zu einem stérkeren Verbrauch der eigenen,
zuvor angereicherten Stickstoffverbindungen fuhrt. Ein Anstieg
der Stickstoffkonzentration mit der inder Literatur beschriebenen
nachlassenden Géraktivitdt wird nicht festgestellt.

Dieeigentlichen Gérverlaufe (Extraktabnahmen) werden auch bei
hoheren CO,-Partialdriicken im Verlauf mehrerer nacheinander
folgender Flhrungen nicht beeintrachtigt. Zwischen den einzel-
nen Druckstufen ist der markanteste Unterschied in der Zellver-
mehrung zu erkennen. Diese gewilinschte Beeintréchtigung —um
bei h6heren Géartemperaturen die Bildung hoherer Alkohole zu
reduzieren —ist ebenfallsauf dieInhibierung einer Decarboxylie-
rungsreaktion zurtickzuf iihren. Bei eingeschrankter Aktivitét der
Pyruvat-Dehydrogenase kommt eszu einer verminderten Bildung
vonAcetyl-CoA. Esist eineVorstufefir dieBildung von Fettsiu-
ren, diefur den Aufbau von Zellmaterial unerlailich sind. Gleich-
zeitig ist Acetyl-CoA auch ein Ausgangspunkt fur die Estersyn-
these. Daraus ergeben sich ebenfalls die geringeren Esterkonzen-
trationen bei héheren CO,-Partiadriicken. Die geringere Menge
gebildeter aliphatischer Alkohole steht in direktem Zusammen-
hang zur Zellvermehrung. Die geringere Zellvermehrung — be-
dingt durch hdhere K ohlendioxidkonzentrationen —und die nach-
lassende Zellvermehrung im Verlauf nacheinander folgender
Fihrungen ergibt einen geringeren Bedarf an Aminosduren. Dar-
ausresultiert einegeringereBildung von Garungsnebenprodukten
im Rahmen der Eigensynthese bendtigter Aminosduren. Wieauch
in anderen Versuchsansétzen ist der Unterschied zwischen der
ersten Fuhrung und den folgenden markant. Der Unterschied zeigt
sich deutlich in einer geringeren Glykogen- und Trehal osekon-
zentration, einer langsameren Extraktabnahme und in schlechte-
ren Sedimentationseigenschaften der Hefe wahrend der ersten
Fuhrung. Im Unterschied zu Ergebnissen, diein der Literatur zu
finden sind, wird bei einem hohem CO_-Partialdruck in mehreren
aufeinanderfolgenden Fuhrungen keine Abnahme der Garaktivi-
tét festgestellt. Die Hefebehandlung zwischen den Flhrungen ist
dabei von grofier Bedeutung. Der aufgezei gte Regul ationsmecha-
nismus (Abb. 6) liefert eine Erklarung, wie bedeutend bei hohen
CO,-Partialdriicken eine Belliftung der Erntehefe ist. Die Uber
mehrere Flhrungen nahezu konstanten Glykogenkonzentratio-
nen sind ein Indiz fir die Gleichméafigkeit der Garungen. Die
abnehmende Zellneubildung bei aufeinanderfolgenden Fihrun-
gen zeigt an, dal3 die Beliftung der Hefe, vor allem der Anstellhe-
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fe, aber auch der Anstellwiirze nicht ausreichend war, um gleich-
bleibende Vermehrungsraten zu gewéahrleisten. Die Auffassung,
dai3eine Bel iiftung der Hefe den Abbau der Reservestoffeforciert
und daraus Géarstérungen resultieren kénnen, konnte widerlegt
werden. Gerade bei hohen CO,-Partialdriicken ist daher eine
Beltiftung der Hefe zwingend erforderlich.
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5 Summary

Zufall,C.,Kunerth, S, Tietje, N., and Wackerbauer, K.: Influencing
the yeast vitality by physical pressurel — Monatsschrift fir Brauwis-
senschaft 53, No 3/4, 44 — 49, 2000

BC 41 Brewery yeast

Asisknownthephysical pressure, i. e. CO, partial pressureapart fromthe
fermenting temperature (1-3) and the osmotic pressure (4.5), hasalso an
influence on the fermenting behaviour of yeast. The increased concen-
tration of the carbon dioxidedissolved in the fermenting medium leadsto
strong impairment of the metabolism. In thiscasethe energy metabolism
isrestricted to aconsiderably lessextent. The practical application of this
interrelation is to ferment under pressure at comparably high temper-
atureswithout thearomacomponents(for exampl e, highalcohols) typical
for aforced yeast propogation. On the other hand the effects of physical
pressure on the yeast vitality have not been researched adequately at all
uptonow. Inthestudiesitwasrevealed that theinfluenceof different CO,
partial pressures on the glycogenous metabolism between the effect on
the crop and pitching yeast is different. Primarily different CO, partial
pressures influence the glycogenous concentration of the crop yeast.

Zufall, C.,Kunerth, S, Tietje, N., et Wackerbauer, K.: Influencede
la pression physique sur la vitalité de la levure — Monatsschrift fur
Brauwissenschaft 53, No 3/4, 44 — 49, 2000

BC 41 Levuredebrasserie

A cété de la température de fermentation (1 — 3) et de la pression
osmotique (4, 5), lapression physique, ¢’ est - a- direlapression partielle
du CO,, exerce, comme on le sait, uneinfluence sur le comportement de
lalevure pendant lafermentation. L’ augmentation delaconcentration en
anhydride carbonique soluble dans le milieu fermentaire conduit a une

forteinhibition desmétabolismes. Lemétabolismeénérgetiqueestinhibé
defagonréduite. L’ application pratique de cetteliaison conduit afermen-
ter sous pression a haute température répétée, sans que lamultiplication
forcée de la levure conduise a une augmentation des composés aroma-
tiques typiques (p. ex. des alcools supérieurs). La répercussion de la
pression physique sur la vitaité de la levure n'a pas encore été sufi-
samment exploré. Les essais ont montré, que I'influence des pressions
partielles variables en CO, différencie I' effet du métabolisme du glyc-
ogene entre lalevure de I’ entonnement et de lalevure alarécolte. Des
pressions partielles variables en CO, influencent en premiére ligne la
concentration en glycogene de lalevure récoltée.
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