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K. Wackerbauer und M. Beckmann

Verschiedene Konservierungsmethoden fur Hefen
auf dem Prifstand

Verhalten der Hefestamme bei nachfolgenden Géarungen

Neben den Aspekten der Hefepropagation und der Behandlung der Hefe zwischen den Fuhrungen stellt die Art und Weise
der Aufbewahrung der Hefestdmme im mikrobiologischen Betriebslaboratorium bzw. in Stammsammlungen einen weite-
ren Teil des Hefemanagements dar. Die bislang am haufigsten verwendete Stammhaltungsmethode flir Hefen ist die
Lagerung auf Schragagar. Als nachteilig hierbei ist jedoch einerseits die Kontaminationsgefahr wahrend der Weiterfiih-

rung von Nahrboden zu Nahrboden, andererseits das mogliche Auftreten von Eigenschaftsveranderungen zu nennen. Diese
betreffen insbesondere das Flockulationsverhalten und die unterschiedliche Bildung von aromaintensiven Garungsneben-
produkten. Als Alternative zur Aufbewahrung der Hefen bieten sich die Konservierungsmethoden Lyophilisation, Tiefkih-
len in flissigem Stickstoff und Antrocknen an Filterpapier an, deren Eignung im Rahmen eines Forschungsvorhabens
eingehend untersucht wurde.

BC 41 Brauereihefe/ 44 Hefereinzucht/Hefeflhrung An die Aufbewahrung der Hefen mussen prinzipiell folgende

(Descriptoren: Hefestamme, Konservierungsmethoden, Lyophfﬁ‘-n forderungen gestellt werden:

sation, Tiefkiihlung, Trocknung, Viabilitét, Vitalitat, Flockulation.D Gewahrleistung einer ausreichend hohen Viabilitat und Vita-

Descriptors: Yeast strains, preservation methods, lyophilization, litat der Hefen nach erneutem Uberfiihren in giinstige Wachs-
freezing, drying, viability, vitality, flocculation). tumsbedingungen und dies auch Uber einen langeren Zeitraum

von mehreren Monaten bis einigen Jahren. Unter dem Begriff
Viabilitdt versteht man den Anteil lebender bzw. zum An-
wachsen fahiger Hefezellen in einer Hefesuspension. Der
Begriff Vitalitat ist hingegen wesentlich weiter gefal3t und
Die Entwicklung der Hefereinzucht durch Emil Christian Hansen, beschreibt sowohl die Garleistung der Hefe, die metabolische
das heifl3t, die Etablierung reiner Hefestamme in der Brauindustrie, Aktivitét, das Sauerstoffaufnahme- und Saurebildungsvermo-
kann als ein bedeutender Meilenstein in Richtung einer modernengen, die Reduktionskraft und den Gehalt an Zellinhaltsstoffen,
Brauereitechnologie angesehen werden. So begannen gegen Endgie z. B. Glykogen und Trehalose (18).

des letzten Jahrhunderts viele Brauer ausschlief3lich Reinkulturen
einzusetzen, wodurch eine stetige Verbesserung sowohl der Qua
litat als auch der GleichmaRigkeit des Produktes Bier angestrebt
und zum tiberwiegenden Teil auch erzielt werden konnte. Uber die
Aspekte der Isolation, Selektion und Propagation der Hefen wurde Garantie der Kontaminationsfreiheit der Kulturen.
seitdem vielfach und ausfthrlich berichtet.

1 Einleitung und Literatur

Erhaltung der technologischen Eigenschaften der Hefestam-
me, weil nur hierdurch Uber viele Jahre eine konstante Bier-
qualitat erzielt werden kann.

Zunachst sollen an dieser Stelle einige gebrauchliche Methoden
Im folgenden soll nun ein weiterer Gesichtspunkt betrachtefir Aufbewahrung von Hefen vorgestellt werden. Als die wohl
werden, der im direkten Zusammenhang zur Kultivierung reinéiteste und bis vor wenigen Jahrzehnten noch meistbenutzte
Hefen steht. Es ist dies die Stammhaltung bzw. die Stammpflégethode ist die Lagerung der Hefen auf Schragagar bei Tempera-
der selektierten Hefestamme selbst. Neben der Auswahl techiwpen um 4 — 6C zu nennen. Hierbei erfolgt in der Regel im
logisch relevanter Hefestamme ist deren Erhaltung eine wesemlisstand von acht bis zwolf Wochen eine Uberfilhrung der Hefe
che Grundvoraussetzung flr den spéteren industriellen Einsaiuf neuen, frischen Schragagar. Als nachteilig ist neben dem bei
Hierbei werden solche Stamme in Stammsammlungen der wisaer umfangreichen Stammsammlung anfallenden hohen Ar-
senschaftlichen Spezialinstitute, aber auch in manchen Betriel@itsaufwand beim regelméaRigen Weiterfihren von Schragagar
der Brauindustrie in unterschiedlicher Form gefihrt. zu Schréagagar die damit verbundene Kontaminationsgefahr zu
nennen. Weiterhin zu beachten ist hierbei auch das mdogliche
Auftreten von Eigenschaftsveranderungen. Speziell bei Bruchhe-

Autoren: Prof. Dr.-Ing. Karl Wackerbauer und Dipl.-Ing. Martin Bec fen kann sich dies verstéarkt in einer Anderung des Flockulations-

mann, Forschungsinstitut fir Technologie der Brauerei und Malzerei dlgrhaltens bemerkbar machen. Erfahrungen__dlesbezqgllch Zel-
Versuchs- und Lehranstalt fir Brauerei in Berlin (VLB), SeestraRe 186N, dal® manche solcher flockulenten Hefestamme bei mehrjéah-

13353 Berlin — erweiterte Fassung des gleichnamigen Vortrages, gelider Lagerung auf Schragagar mit haufigem Weiterfthren ihr

ten von Dipl.-Ing. Martin Beckmann anlaRlich der 86. Brau- und MaschBruchbildungsvermdgen mehr und mehr verlieren korifieorne
nentechnischen Arbeitungstagung der VLB am 9. Marz 1999 in Salzbyi) beschrieb 1963 ein solches Phdnomen und begriindete dies




185  Heft11/12, 1999 Monatsschrift fiir Brauwissenschaft

damit, dal3 der in dem seinerzeit naher untersuchten Bruchhefaeh Moglichkeitin einem Exsikkator bzw. in gut verschlieBbaren

stamm stets vorhandene Anteil an Staubhefen durch eine spofi@ahaltern in Anwesenheit eines geeigneten Trockenmittels (14,
auftretende Mutation flockulenter in Richtung nicht flockulentei5). Folglich kann der erforderliche Materialaufwand fur diese

Zellen nachhaltig erhéht wurde. Parallel dazu trat moglicherweibstethode als eher gering bezeichnet werden.

auch eine ebenfalls mutationsbedingte Zunahme der Wachstums- der Literat f di Gebiet der K .
geschwindigkeit beiden ,staubigen“ Hefen auf, so daf3 vermutli € aus der Literatur aut diesem >epiet der Konservierung von

auf diesem Weg Uber die Zeitspanne von zweieinhalb Jahren e%eenu\é?\;gggﬂgpaﬁgrlig?éjgnagttsflzgggqgrstzndlfrllj(;e-gt;;’n?eaglevi\i:%hI
dem flockulenten ein ganzlich nicht flockulenter Hefestam : L3 ’
entstand. Die Lagerunggder Hefen auf Schragagar, vor allem géFgemgnete Methode existiert, der man bedenkenlos den VVorzug

sehr haufigem Weiterfihren in kurzen Abstanden, muf demn% en konnte. Berucksichtigt werden muf3 hierbei jedoch, dal’ die

als alleinige Methode zur langjahrigen Aufbewahrung der Hef onserv_lerungdsparanlwleter V.orlzucht dﬁrf.!-:]efen, ﬁlter, Ernte und
sundchst mit Vorsicht betrachiet werden. orbereitung des Zellmaterials, Durchfihrung der Konservie-

rung, Wahl der Schutzmittel bzw. der Vorzuchtmedien, Aufbe-
Aus eben diesen Griinden wurden wahrend der letzten Jahrzelwahrung der Dauerkulturen und Reaktivierung der Hefen teilwei-
zahlreiche neue Methoden flr die Stammhaltung entwickelt. Se sehr unterschiedlich gewahlt werden, so daf hier nach wie vor
zahlt zu den einfacheren Methoden die Lagerung der Hefenkigine eindeutige Klarheit Gber die Eignung der Methoden exi-
Schragagarréhrchen, die mit sterilem, flissigem Paraffin Ubatiert. Die Methoden zur Bestimmung der Viabilitat konnen grof-
schichtet sind. Ziel dieser Methode ist, das Austrocknen des Agasteils als zu ungenau charakterisiert werden. Es wird einerseits
zu verhindern und zugleich das Wachstum der Hefen zu drosselur. festgestellt, ob sich die Hefen Uiberhaupt reaktivieren lassen,
Wie Rehberd2) beschrieb, kann jedoch Sauerstoff nach wie valas heif3t, man verzichtet auf eine moglichst exakte Bestimmung
in bestimmtem Umfang in die R6hrchen diffundieren, so daR audér Uberlebensraten, andererseits kommt zur lebend-tot-Bestim-
weiterhin ein, wenngleich geringes Wachstum der Hefen festauung lediglich Methylenblau zur Anwendung, was als alleinige
stellen ist. Dies ist gekoppelt mit einer Anreicherung des Agakéethode aus heutiger Sicht unzureichend ist (17). Der Schwer-
mit verschiedenen Stoffwechselprodukten der Hefe, beispiefainkt der technologischen Untersuchungen liegt iberwiegend im
weise Ethanol, hdheren Alkoholen und Estern, was auf Dauer @areich reiner Laborgédrungen, wobei zumeist auf einige wenige
Viabilitéat und Vitalitat der Hefen abtraglich sein kann. WachsturAnalysenergebnisse fir héhere Alkohole und Ester, die erzielten
sollte aber, im Sinne einer echten Konservierung, auf jeden Pa#rgarungsgrade und das Flockulationsverhalten nach einer ein-
vollstandig unterdriickt werden, weil nur dadurch das Auftretetigen beschriebenen Garung eingegangen wird. An dieser Stelle
von Mutationen bzw. die Selektion und Anreicherung von Hefesetzten nun die folgenden Untersuchungen an, deren Ziel es war,
mit génzlich anderen Charakteristika vermieden werden kénneerschiedene Konservierungsmethoden auf den Priifstand zu stel-
I&q und die Auswirkungen auf den Konservierungserfolg und

Als echte Konservierungsmethoden im Sinne einer volistandig eziell die technologischen Eigenschaften der Hefen zu beleuch-

Hemmung samtlicher Stoffwechsel- und Enzymaktivitaten gelt
allgemein die Trocknungs- und Tiefkiihlverfahren. Hierzu z&hl -
so gebrduchliche Methoden wie die Gefriertrocknung (= Lyo-
philisation) und die Tiefkihlung in flissigem Stickstoff (2-13)
Weniger haufig beschrieben, insbesondere hinsichtlich mdglic
Auswirkungen auf die technologischen Eigenschaften, wur
bislang die Methode , Antrocknen der Hefen an Filterpapierstr
fen“ (14, 15). Auf diese drei Konservierungsmethoden soll
dieser Stelle nun ndher eingegangen werden.

rVersuchsprogramm und Versuchsdurchfiihrung

(ﬂ?as Versuchsprogramm A umfafite finf Hefestdmme, die eine
qjéprésentative Auswahl gangiger Brauereihefen darstellen. Es
Hhndelte sich hierbei im einzelnen um zwei weitverbreitete unter-
garige Bruchhefen 1 und 2, eine Staubhefe, sowie eine Altbier-
Das typische Kennzeichen der Gefriertrocknung ist die Entfarnd eine Weizenbierhefe. Diese Hefen wurden mittels der Metho-
nung des Wassers aus den zuvor eingefrorenen Zellen. An dié Lyophilisation, Tiefkiihlung in flissigem Stickstoff und An-
Stelle des bei normaler Trocknung stattfindenden Phaseniliepcknen an Filterpapierstreifen konserviert und dann Uber einen
gangs flussig-gasformig tritt hier die Sublimation des Wassers igitraum von zwei Jahren gelagert. Fiir die Konservierung wur-
den Phasentibergangen flissig-fest-gasformig. Demgegenithen jeweils Zellen aus der stationdren Phase verwendet. Als
findet bei der Tiefkiihlung in flissigem Stickstoff ein EinfriererSchutzmittel kamen fur das Antrocknen an Filterpapierstreifen
der Mikroorganismen bei Temperaturen von -2@6statt (3). Kondensmilch, fur die Tiefkihlung Glycerin und fur die Lyo-
Werden diese beiden Verfahren unter Voraussetzung gleich gyibilisation Magermilch zum Einsatz. In regelméaRigen Absténden
Konservierungsergebnisse beurteilt, dann weist die Gefriertroekfolgte die Reaktivierung der Hefen, die Bestimmung der Viabi-
nung inshesondere einen grof3en Vorteil gegeniber der Tiefkiitét und die Durchfiihrung von sechs sukzessiven Garungen im
lung auf. Gefriergetrocknete und unter Vakuum verschlossebd iter-MaRstabin Steilbrust-Glasflaschen. Hierflr wurden zwecks
Kulturen kénnen namlich auch bei Raumtemperatur ohne Autandardisierung des Substrates 11,5%ige Wiirzen aus Wirzepul-
wand fur Klimatisierung und Pflege auf engstem Raum gelagegr bereitet und bei Temperaturen vori@2ur Garung gebracht.

und bei Bedarf jederzeit problemlos transportiert und in dieas Wirzepulver selbst wurde hierfur aus gehopfter Ausschlag-
entferntesten Winkel der Welt verschickt werden. wirze eines Sudes, stammend aus einer Grof3brauerei, hergestellt.
daélrs Vergleich dienten jeweils die nicht konservierten Stamme, die

Als eine reine Trocknungsmethode kann das Antrocknen f Schragagar lagerten und alle sechs Monate neu uberimpft

Hefen — nach vorheriger Suspendierung in einem Schutzmitt\%,

wie z. B. Kondensmilch — an Filterpapierstreifen bezeichn rden. Angestellt wurde jeweils mit 20 Mio Zellen/ml. Von
e . . pap . %teressewaren einerseits die erzielten Vergarungsgrade, anderer-
werden. Der grof3e Vorteil, gleichfalls unter Voraussetzung eing

ebenbirtigen Konservierungserfolges, sind primér die wesentllc%tS das Spektrum der gebildeten Garungsnebenprodukte.

geringeren Kosten gegentiber der Gefriertrocknung und der TiBfas Versuchsprogramm B beinhaltete priméar eine Betrachtung

kiihlung. Es sind weder Gefriertrocknungs- noch Tiefkiihlvoder Stabilitdt des Flockulationsverhaltens der Bruchhefen nach 15
richtungen erforderlich, empfohlen wird lediglich das Aufbewalbis 24 Monaten Lagerzeit iber mehrere sukzessive Garungen, die
ren der Hefen bei Kuihlschranktemperaturen zwischen 4 @d 6 bei 15°C in EBC-Garrohren durchgefiihrt wurden.
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Im Versuchsabschnitt C wurden mit der Bruchhefe 1 Propages ist hier auffallig, daR tiber den untersuchten Zeitraum eine von
tionsversuche durchgefiihrt, woran sich zwei Fiilhrungen B& 15Stamm zu Stamm unterschiedlich stark ausgepragte Abnahme der
im 30-Liter-MaRstab anschlossen. Die 12 %igen Wiirzen wurd¥igbilitit stattfand, wobei dies insbesondere bei Betrachtung der
fur diesen Versuch aus Pilsener Malz in der Studienbrauerei deigiels Koch’schem PlattengulR3verfahren erzielten Resultate deut-
Forschungsinstitutes fur Technologie der Brauerei und Malzetigh wird. Vor allem die Weizenbierhefe wies sowohl bei der
der VLB hergestellt. Es kamen konservierte Hefen zum EinsaBxiifung mittels Fluoreszenzféarbung als auch beim PlattenguBver-
die zuvor 15 Monate gelagert wurden. fahren eine kontinuierliche Abnahme der Viabilitat auf, wahrend

bei den Ubrigen Stammen entsprechend der Mg-ANS-Farbung
Zur Uberpriifung der Viabilitat kamen durchgéngig die Fluoregeine Anderung der Viabilitat hatte stattfinden sollen. Tatséchlich
zenzfarbung der Hefen mittels Mg-ANS (Magnesiumsalz der konnte jedoch spatestens ab dem 15. Monat nur noch ein duRerst

Anilino-8-Naphthalen-Sulfonsdure) sowie insbesondere dggringer Prozentsatz der Zellen als wirklich zum Anwachsen fahig
Koch’sche PlattenguRverfahren zur Anwendung. Speziell fir dipzeichnet werden.

Uberpriifung des Konservierungserfolges sind die Plattenmeth
den den Farbemethoden vorzuziehen, da nur hierdurch eine smﬁoi -anderes Bild lieferten die Reaktivierungen der in fllissigem
re Beurteilung méglich ist, wieviele Zellen tatséchlich in der Lag%t'Cksm‘cf tiefgekuhlten Hefen (Abb. 3 und 4).

sind, nach der Reaktivierung erneut anzuwachsen (16 — 18). | aut Fluoreszenzfarbung wiesen samtliche Hefen, mit Ausnahme
der Altbierhefe, bereits nach einem Monat eine sehr niedrige
Viabilitat auf, die Uber den weiteren Untersuchungszeitraum auf

3 Ergebnisse und Diskussion mehr oder weniger konstant niedrigem Niveau blieb. Mittels

Koch’'schem Plattenguf3verfahren konnte Uberraschenderweise
In den Abb. 1 und 2 werden zunéachst die Ergebnisse der Realiéi den zwischen dem 15. und 17. Monat reaktivierten Hefen,

vierung der an Filterpapierstreifen getrockneten Hefen tber desbesondere beider Altbier- und auch bei den beiden Bruchhefen,

Untersuchungszeitraum dargestellt. eine deutliche Erh6hung der Viabilitat in der untersuchten Probe
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ermittelt werden, wohingegen nach zwei Jahren erneut sehr nigdrazellular akkumulierter Trehalose (z. B. 13, 19). Hefen, die
rige Werte festgestellt wurden, so daf3 nicht von einer eindeutigé@er eine groliere Menge dieses zelleigenen Schutzmittels verfi-
Anderung der Viabilitat Uber den gesamten Versuchszeitraugan, sollten demnach auch eine gréRere Resistenz gegeniiber
auszugehen ist. Erneut fiel hier die Weizenbierhefe mit stgibysiologisch unginstigen Milieubedingungen wie Trockenheit,
extrem niedrigen Viabilitdten negativ auf. subletale Warme und rasches Einfrieren bei niedrigen Temperatu-
ren besitzen. In diesem Zusammenhang sei erwahnt, dall die
zenbierhefe auch nach der modifizierten Lyophilisation be-

s von Beginn an erneut eine aufféllig niedrige Viabilitat
aufwies. Bereits zw0If Monate spéater war auch hier eine erfolgrei-
Positiv fiel lediglich erneut die Altbierhefe auf, wenngleich auckhe Reaktivierung nicht mehr moglich.

hier die erzielten Viabilitaten, bei Betrachtung der Skalierung dp'érallel 2u den Konservierungen wurde auch der Trehalosegehalt

Y-Achse, als sehr niedrig zu bezeichnen sind. Anzumerken iglgen funf Hefestammen ermittelt (Tab.1), und es konnte festge-
daf sich die lyophilisierte Weizenbierhefe bereits nach sechsrgfb—”t werden, daR just die Weizenbierhefe auch wahrend der
natiger Lag.et;zelt n'Chlf] mehr reaktivieren _IlleB,leennngelch ”dﬁationéren Phase extrem wenig Trehalose akkumulierte, was bei
Mgd—ANS—Fadr ung nkell_chW@r\S/or emlclen Antei ar:j ebenden Z.el%chfolgenden Bestimmungen bestatigt wurde. Hier kdnnte also
andeutete, der merklich groRer Null war. Gerade am Beispiel dha qirekte Beziehung zu den niedrigen Uberlebensraten vorlie-
Lyophilisation wird also deutlich, daR3 es fiur die Beurteilung eln%n wobei dies jedoch in weiteren Untersuchungen naher zu

Die schlechtesten Konservierungsergebnisse, zumindest wa:
Zahl der tatsachlich angewachsenen Zellen betrifft, wurden Pt
der Lyophilisation erzielt (Abb. 5 und 6).

Konservierungsmethode eminent wichtig ist, neben den Farke; ;

) . o Petrachten ist.
methoden auch Plattenverfahren zur Ermittlung der tatsachlic
zum Wachstum fahigen Zellen einzusetzen. Stellvertretend fir die fiinf Hefestdmme sollen nun einige Ergeb-

) o . i i nisse der technologischen Untersuchungen fiir die beiden Bruch-
Die sehr niedrigen Uberlebensraten, insbesondere bei der Ly@ten und fiir die Staubhefe dargestellt werden.

philisation und der Tiefkthlung in flissigem Stickstoff, waren
AnlaR, noch wahrend des Untersuchungszeitraumes eine Wiedg!r Versuchsabschnitt A umfal3te die bereits zuvor erwahnten
holung der Konservierung durchzufiihren, wobei neben eife@rungen in Steilbrust-Glasflaschen. Anzumerken ist, dafi3 die
Modifikation der Durchfiihrung der Konservierung auch das Altéesultierenden Biere in diesem Fall keiner sensorischen Beurtei-
der Vorzucht von 24 bis 72 h variiert wurde. Hier war zu beobacking unterzogen wurden. Von Interesse war hier primar die Menge
ten, daR insbesondere dann zumindest bei der Lyophilisatidm gebildeten Garungsnebenprodukten und die Garleistung der
merklich bessere Viabilitaten von teilweise gréRer zehn Prozdmgfen.

laut PlattenguRverfahren erzielt werden konnten, wenn Zellen gy§ grychhefe 1 konnten bei den einen Monat nach der Konservie-
der stationaren Phase (nach 48 bzw. 72 h) konserviert wurdgp,q qurchgefiihrten Garungen zunéchst gewisse Unterschiede in
Eine Kontrolle der Viabilitat nach dreimonatiger Lagerung deden’ qurchschnittlich erzielten Vergarungsgraden zwischen den
Lyophilisate deutete, wie schon bei der Tietkuhlung erwahng yerschiedenen Methoden konservierten Hefen festgestellt
keine eindeutige Veranderung der Uberlebensraten an. Entscligizjen (abb. 7). Hier zeigte die Filterpapier-Hefe die héchste, die
dend fir den Konservierungserfolg ist demnach offensichtlich qig g ekiihite Hefe hingegen die niedrigste Garleistung. Auch sechs
Hohe des Ausgangsniveaus an lebenden Zellen unmittelbar ”A@ﬁlﬂate spater konnte die Filterpapier-Hefe auf quasi gleich
deren Konservierung, wobei die wahrend der anschlielRenden

Lagerung auftretende Abnahme der Viabilitdt als eher gering

bezeichnet werden kann. Dies steht jedoch im Gegensatz zu [den

bisherigen Erfahrungen mit der Konservierungsmethode Antrogk-Tab.1 Trehalosegehalte(% TrS)derHefennach 72stiindiger
nen an Filterpapierstreifen, bei der, wie bereits zuvor beschriebgeryorzucht

eine stetige Abnahme der vermehrungsfahigen Zellen auftrat

Bruchhefe 1 Bruchhefe 2 Staubhefe Weizenbierhefe Altbierhefe
In direktem Zusammenhang zur Konservierbarkeit der Hefestam-

. L . . a[ ' 4,1 53 3,7 0,1 1,9
me steht zahlreichen Veroffentlichungen zufolge die Menge an
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hohem Niveau garen. Sowohl die lyophilisierte als auch diéergarungsgrade keineswegs schlechter abschnitten, als dies mit
tiefgeklhlte Hefe wiesen in den Garungen nach sechs Monatkm entsprechenden nicht konservierten Hefe der Fall war. Bezlg-
Lagerzeit eine geringflgig bessere Garleistung auf als nach eirlerh dieses wichtigen Aspektes schien demnach keine der unter-
Monat. Gerade die lyophilisierte Hefe erzielte auch nach Zbichten Konservierungsmethoden, und das uber einen langeren
Monaten unverandert hohe scheinbare Vergarungsgrade. DalUdiigersuchungszeitraum, gegeniiber der klassischen Methode (Auf-
nach 15 Monaten durchgefiihrten Garungen aus technischen Gligwahrung der Hefen auf Schragagar) benachteiligt zu sein.

den leider bei 10 statt wie zuvor bei 2 durchgefiihrt werden

X . x tellvertretend fur die gebildeten Garungsnebenprodukte sollen
multen, ergaben sich als Konsequenz in allen Ansatzen um Zsmes . . o . S
4 % niedrigere Vergarungsgrade. an dieser Stelle die zwei fur das Bieraroma wichtigsten Gruppen,

namlich die der héheren aliphatischen Alkohole und der Ester,
Die nach einem Monat reaktivierten Staubhefen sowie die edargestellt werden.

sprechende nicht konservierte Hefe zeigten eine ungefahr gleiche - L , N
o o e rundsétzlich konnten beziglich dieser Garungsnebenprodukte
S/lurchschmtthchg r?arl.ew,;\ung (ﬁb\bb_ d8)_ é_lljffalllg _naf_lh fsech wisse Schwankungen zWigSChen den konserg/ierten upnd nicht
onaten war, dafd mit Ausnahme der Filterpapier-Hefe ei :

SO : 5 g nservierten Bruchhefen 1 festgestellt werden (Abb. 9). Das
geringfugige Abnahm_e in der G_arle|stun_g festzustelle_n war. Na ros der Durchschnittswerte bewggte sich hier vorE zwei ALsnah-
15 Monaten konnten, im Vergleich zur mitgefihrten nicht konse Jen abgesehen, in der GroRenordnung von,82 — 92 ppm. Im
\IillE;Qtaer\nbgeg?ﬁezlr:ﬁr%gznngz?i Félrtgrr%a;r Itirr_n ug%gﬁi;;ﬁ?;ﬁ%@g%ﬂergIeich zur nicht konservierten Hefe wurden von den konser-
tigen Unterschiede festgest%llt werden pDie nach 20 Monat iﬁrten Hefen durchschnittlich mehr hohere aliphatische Alkoho-
durchgefihrten Gérungen mit der lyophilisierten Staubhefe er gebildet. Bei den untersuchten Estern, hier vor allem Ethylace-

e - A . und Isoamylacetat, bewirkten insbesondere die nicht konser-
ben durchschnittliche Vergarungsgrade auf ahnlichem Nive L} Lo - ; , ;
wie nach sechs Monaten. vierte und die Filterpapier-Hefe in der Summe die durchschnitt-

lich héchsten Konzentrationen. Deutlich weniger Ester wurden
Interessant in diesem Zusammenhang ist, daf3 die mit den konkargegen von der lyophilisierten Hefe nach einem und sechs
vierten Hefen durchgefiihrten Garungen bezuglich der erzieltstonaten gebildet (Abb. 10).
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Bei der Staubhefe waren, mit einer Ausnahme bei der tiefgekttiere in den ersten Fiihrungen jeweils unterschiedlich hohe Verga-
ten Hefe nach einem Monat, recht gleichméRige Ergebnisse haigsgrade am sechsten Gartag erzielten (Abb. 13). Mit zuneh-
zuiglich der héheren aliphatischen Alkohole und Ester festzustelender Zahl der Fiihrungen wurde dann jedoch, mit Ausnahme
len. Eindeutige konservierungsbedingte Unterschiede waren der tiefgekihlten Hefe in der dritten und vierten Fuhrung, ein
mit hier nicht zu erkennen (Abb. 11 und 12). stetiger Anstieg der Géarleistung beobachtet. Auffallig war hier

Um nun genauere Aussagen Uber das FlockuIationsverhaltengjer die lyophilisierte Hefe, die ganz offensichtlich in allen
9 9 %Fungen den mit Abstand niedrigsten Vergarungsgrad erzielte.

Hefen treffen zu knnen, wurden im folgenden Versuchsabschrm diesem Zusammenhang ist nattrlich auch das Flockulations-

B sechs Fuhrungen in EBC-Garrohren durchgefihrt. Dabei wyr- , ; : §
den sowohl das Absetzverhalten der Hefen als auch mdg“%@rhalten der Hefen von Interesse. Die Bruchhefe 1 ist erwiesener

- S TP . . Ben eine fir Brauereihefen recht stark flockulierende Hefe.
Unterschiede hinsichtlich der erzielten Vergarungsgrade betra es kann anhand der dargestellten Zellzahlen in Schwebe am

tet. Von besonderem Interesse war primér das Flockulationsver- x , . . e X
halten der Bruchhefen 1 und 2, weil sich hier mogliche konserv%é-ChSten Gartag uber die gesamte Serie bestéatigt werden. Als eine

) SO ; . . Ursache fir die relativ niedrigen Vergarungsgrade der mit der
rungsbedingte Einflisse vermutlich am deutlichsten auswirk e ; . T
werden. Die Hefen wurden fur diese Untersuchungen nach philisierten Hefe hergestellten Biere ist das friihzeitige und

; . . - . . rchgehend auch sehr kompakte Absetzverhalten dieser Hefe zu
Monaten (nicht konserwert, tiefgekahit bzw. an .F!Iterpaplerstre'l{ nnegn das sich auch in denpgleichméBig niedrigen Zellzahlen in
fen getrocknet) sowie nach 20 Monaten (lyophilisiert) aerob umgfzhwet;e widerspiegelt. Betont werden mufR jedoch, daR bei

kontinuierlichem Ruhren und permanenter Belliftung bé{2t samtlichen Hefen weder ein eindeutiges ,Staubigwerden® noch

Steilbrust-Glasflaschen bis in die stationére Phase propagiert gp ! ; ! X . _
anschlieRend fur die Garungen eingesetzt. Ausgehend von a%%ﬁeznu\?vzrTAeb(gerlz;ockulatmnsnelgung Uber die Serie zu beob

hernd gleichem Ausgangsniveau der Zellzahl waren nach
Stunden Propagationszeit gewisse Unterschiede in der maxiiba Bruchhefe 2 scheint, bei Betrachtung der Zellzahlen, stamm-
erzielten Zelldichte festzustellen. Bei Stamm 1 wies die tiefgggpisch weniger flockulent aber héhervergarend zu sein als Bruch-
kiihlte Hefe in diesem Ansatz mit 220 Mio Zellen/ml die hochsteefe 1. Die erzielten Vergarungsgrade fielen Gber die gesamte
Endzellzahl auf, bei Stamm 2 hingegen konnte bei der Filterpa-

pier-Hefe mit 207 Mio Zellen/ml die hdchste Zelldichte erzielt

werden.

80

Bei Betrachtung der spezifischen Wachstumsnaishzu erken-
nen, dal lediglich die lyophilisierte Bruchhefe 2 mit 0,094
gegeniber der nicht konservierten Hefe abfiel (Tab. 2).

In den folgenden Abbildungen sind die in den anschlieRenders
sechs Fuhrungen erzielten Vergarungsgrade am sechsten Garts
und die Zahl der noch in Schwebe befindlichen Zellen dargeste
Betrachtet man zunéchst die Garungen mit der Bruchhefe 1,
fallt auf, daf3 die aus der Propagation kommenden Hefen insbes

1. 2. 3 4. 5. 6
Fuhrung Fahrung Fuhrung Fuhrung Fihrung Fahrung

Tab.2 spez.Wachstumsrate  p(h Y)wahrendderPropagation

3 nicht konserviert m Filter o Stickstoff glyo

Bruchhefe nicht-konserviert Filter N Lyo

1 0,092 0,090 0,099 0,099
2 0.104 0.119 0.115 0.094 Abb.13 Bruchhefel,V S(%)amsechstenGéinag




Monatsschrift fiir Brauwissenschaft

Heft 11/12, 1999 190

=
s 12
=
o 10
°
E 8
~
[s}
] 6
£ 4
E 4
ST
0
1. Fuhrung 2. Fihrung 3. Fuhrung 4. Fuhrung 5. Fiihrung 6. Fihrung
—e—nicht konserviert .o Fiter g Stickstoff o Lyo
Abb.14 Bruchhefe1ZelleninSchwebeamsechstenGértag
80
£ L
T
°
2
o
c
=
©
=
<
>
3
3]
o
€
@
=
[&3
0w
1. 2. 3. 4. 5. 6.
Fuhrung Flihrung Fiihrung Fiihrung Fithrung Fuhrung
[ nicht konserviert m Filter o Stickstoff glyo
Abb.15Bruchhefe2,V  (%)amsechstenGartag
20
18
16
~ 14
£
s 12
= A
o 10
=)
[
g 8 1
[s}
@ 6
<
& 4
Kol
N 2
4]
1. Fuhrung 2. Fihrung 3. Fuhrung 4. Fuhrung 5. Fuhrung 8. Fuhrung

_e—nichtkonserviert — _ g Fiter ~ _4  Sfickstoff _gLyo

Abb.16 Bruchhefe2, ZelleninSchwebeamsechstenGartag

Serie recht gleichmafig aus, wobei hier die lyophilisierte Hefe 70
trotz starkerer Flockulation annahernd noch gleichhohe Verga-

rungsgrade wie die Ubrigen Hefen erzielen konnte. Die gering
gigen Unterschiede in den Zellzahlen sollten jedoch auf kein
Fall Gberinterpretiert werden, da sich diese insgesamt auf verh
nismanig niedrigem Niveau bewegten. Somit schien sich al
wahrend dieser Serie das Flockulationsverhalten nicht wirkli

geandert zu haben (Abb. 15 und 16).

Die Ergebnisse der Bieranalysen, inshesondere hinsichtlich der
wichtigen Garungsnebenprodukte, deuteten im Fall der lyophili-
sierten Bruchhefen 1 und 2 merkliche Erh6hungen der vicinalen
Diketone an, welches konform geht mit der insgesamt starkeren
Flockulationsneigung bzw. der schwacheren Garleistung. Weiter-
hin auffallig war bei beiden lyophilisierten Hefen zudem eine
deutlich geringere Esterbildung.

Besonders auffallig bei den Propagationsversuchen in Versuchs-
abschnitt C war, daR3 hierbei samtliche konservierten Hefen in der
ersten Fuhrung deutlich mehr hdhere aliphatische Alkohole (HAA)
bildeten als die nicht konservierte Hefe, wobei sich die Konzen-
trationen in der zweiten Fuhrung starker anglichen (Abb 17).
Hierbei ist zu vermuten, daf3 die Konservierung zumindest in der
ersten Fihrung den Stoffwechsel der Hefen im Rahmen des
Ehrlich-Mechanismus und der Biosynthese von Aminosauren und
damit auch die Synthese der hoheren aliphatischen Alkohole
nachhaltig beeinfluRt hat. Sensorisch wurden die Biere der zwei-
ten Fuhrung in jedem Fall besser und gleichméRiger beurteilt,
wobei hier keine eindeutigen geschmacklichen Unterschiede fest-
zustellen waren.

Bei den bislang durchgefiihrten Garungen mit den Staub-, Alt-,
und Weizenbierhefen ergab sich prinzipiell ein &hnliches Bild.
Samtliche untersuchten Hefestamme schienen dabei ihren grund-
sétzlichen Charakter nach der Konservierung beibehalten zu ha-
ben. Dennoch konnten, was die Intensitat der Auspragung der
stammtypischen Eigenschaften betrifft, durchaus Verstarkungen
bzw. Abschwéachungen beobachtet werden. An dieser Stelle soll
nicht unerwahnt bleiben, dal3 begleitend zu den technologischen
Untersuchungen im Institut fir Mikrobiologie und Genetik der
TU Berlin eingehende genetische Kontrollen der konservierten
Hefen mittels RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-
Polymerase Chain Reaction) durchgefuhrt wurden. Hier konnten
im Vergleich zu den nicht konservierten Ausgangsstammen keine
Anderungen auf DNA-Ebene festgestellt werden. In weiteren
Untersuchungen soll nun ein besonderes Augenmerk auf Mal3nah-
men zur Verbesserung der Uberlebensraten bei den verschiedenen
Konservierungsmethoden gelegt werden. Nach Erzielung még-
lichst hoher Viabilitdten, die unter Voraussetzung einer geeigne-
ten Lagerung der konservierten Hefen auch eine langjéahrige
sichere Aufbewahrung gewébhrleisten, erscheint es abschlieRend
sinnvoll, erneut die technologischen Eigenschaften der Stamme,
auch in Hinblick auf den wichtigen Aspekt Geschmackstabilitat,
zu Uberprufen.
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4 Zusammenfassung Wackerbauer,K.,etBeckmann,M.:Evaluationdedifférentesmé-

. - . . thodesdeconservationdelevures  — Monatsschrift fir Brauwissen-
Es lassen sich die bis dato vorliegenden Ergebnisse der ,Kons@faft 52, No 11/12, 184 — 191, 1999

vierungsmethoden fir Hefen auf dem Prifstand” wie folgt formu-
lieren: BCAILevuredebrasseri¢d4culturepureddevure/génératioridevain

(0 Die untersuchten Konservierungsmethoden Antrocknen an s as .
€ management des levures comporte, a c6té de la conservation de la

Fllterp.a.p'e.rStre'fen' Tlefkuhlung n flusglgem S.t'c.kSto.ff UNGollection de levures, d’autres aspects tels la propagation des levures, le
Lyophilisation unt_erschlede_n sich _ZUU?‘EhSt h'f_‘S'Cht"_Ch det’faitement des levures entre les fermentations, en particulier la fagon de
nach der Konservierung erzielten Viabilitaten. Hier schien d@gnserver des souches de levures dans le laboratoire de contréle micro-
Antrocknen an Filterpapierstreifen den Hefen anfanglich wejologique. La méthode de conservation des collections de levures la plus
niger Schaden zugefligt zu haben als die Tiefkiihlung und digisée jusqu'a présent est la conservation sur modt gélosé incliné.

Lyophilisation. Mit zunehmender Lagerzeit der Konservetraspect négatif de cette méthode est, d’une part le danger de contamina-
kam es bei den getrockneten Hefen jedoch zu einer stetigen au cours des repiquages sur milieux de culture, et d'autre part

Abnahme der Viabilitat, wogegen die Abnahme der lebendéapparition de changements de propriétés. Ces dernieres touchent plus

Zellen bei der Tiefkiinlung und Lyophilisation als sehr geringarticulierement le comportement de floculation et la formation irrégu-
bezeichnet werden kann. iere de produits aromatiques secondaires de fermentation. Une alterna-

0 Es waren zudem deutliche hefestamm Sifische Einfli tive a la conservation des levures est offerte par les méthodes de conser-

f S ware I u Ie I euFf:” e |'ef§s 'ah Spe” Scd_e Wei ion: lyophilisation, conservation a basse température dans de I'azote
e.StZUSte en. In allen Fallen liels sich vor allem die VeIZelq,jide et préséchage sur papier filtre qui, dans le cadre d'une recherche,
bierhefe, auch unter optimierten Bedingungen in der stationgy & évaluées de fagon approfondie.

ren Phase, aufl3erst schlecht konservieren.

O Die Ergebnisse der technologischen Untersuchungen deuten
an, daR durch die verschiedenen Konservierungsmethoden@diteratur
grundsatzliche Charakter der Hefen, hier insbesondere dasthorne, R.'S. W., und Nohr, B.: Some observations on the stability
Flockulationsverhalten, nicht verandert wurde. Dabei konnten of a brewing yeast strain, The Brewers Digest 38, 36 — 39, 1963.
jedoch gewisse VerS_tarkun_gen U'f‘d _Abschwachgnggn ger Rehberg, R.: Kulturerhaltung und Konservierung von Hefestammen,
stammspezifischen Eigenheiten, wie die Flockulationsinten- Mschr. Brauerei 30, 222 — 230, 1977.
sitat und die Bildung von aromabeeinflussenden Garungsr®e- Rehberg, R.: Uber Grundprobleme der Gefriertrocknung von Hefen,
benprodukten, festgestellt werden. Dies betraf in auffalliger Diss. TU Berlin, 11, 1982. _ _ _
Weise die beiden untersuchten lyophilisierten Bruchhefeh Kirsop, B.: The Stability of Biochemical, Morphological and Brewing
nach zweijahriger Lagerung, die eine verstarkte Flockula- Properties of Yeast Cultures maintained by Subculturing and Freeze-
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niedrigeren Vergarungsgraden und hdheren Diacetylgehalten Ve , IR X )
bedingte. Weiterhin konnte bei einem untersuchten Bruchhe- Storage of Brewer's Yeast, ASBC Proceedings 34, 61 - 64, 1976.

. . ~_Richards, M.: Preservation of Brewing Yeast Characteristics by
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