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1  Einleitung und Literatur

Die Entwicklung der Hefereinzucht durch Emil Christian Hansen,
das heißt, die Etablierung reiner Hefestämme in der Brauindustrie,
kann als ein bedeutender Meilenstein in Richtung einer modernen
Brauereitechnologie angesehen werden. So begannen gegen Ende
des letzten Jahrhunderts viele Brauer ausschließlich Reinkulturen
einzusetzen, wodurch eine stetige Verbesserung sowohl der Qua-
lität als auch der Gleichmäßigkeit des Produktes Bier angestrebt
und zum überwiegenden Teil auch erzielt werden konnte. Über die
Aspekte der Isolation, Selektion und Propagation der Hefen wurde
seitdem vielfach und ausführlich berichtet.

Im folgenden soll nun ein weiterer Gesichtspunkt betrachtet
werden, der im direkten Zusammenhang zur Kultivierung reiner
Hefen steht. Es ist dies die Stammhaltung bzw. die Stammpflege
der selektierten Hefestämme selbst. Neben der Auswahl techno-
logisch relevanter Hefestämme ist deren Erhaltung eine wesentli-
che Grundvoraussetzung für den späteren industriellen Einsatz.
Hierbei werden solche Stämme in Stammsammlungen der wis-
senschaftlichen Spezialinstitute, aber auch in manchen Betrieben
der Brauindustrie in unterschiedlicher Form geführt.

An die Aufbewahrung der Hefen müssen prinzipiell folgende
Anforderungen gestellt werden:

❑ Gewährleistung einer ausreichend hohen Viabilität und Vita-
lität der Hefen nach erneutem Überführen in günstige Wachs-
tumsbedingungen und dies auch über einen längeren Zeitraum
von mehreren Monaten bis einigen Jahren. Unter dem Begriff
Viabilität versteht man den Anteil lebender bzw. zum An-
wachsen fähiger Hefezellen in einer Hefesuspension. Der
Begriff Vitalität ist hingegen wesentlich weiter gefaßt und
beschreibt sowohl die Gärleistung der Hefe, die metabolische
Aktivität, das Sauerstoffaufnahme- und Säurebildungsvermö-
gen, die Reduktionskraft und den Gehalt an Zellinhaltsstoffen,
wie z. B. Glykogen und Trehalose (18).

❑ Erhaltung der technologischen Eigenschaften der Hefestäm-
me, weil nur hierdurch über viele Jahre eine konstante Bier-
qualität erzielt werden kann.

❑ Garantie der Kontaminationsfreiheit der Kulturen.

Zunächst sollen an dieser Stelle einige gebräuchliche Methoden
zur Aufbewahrung von Hefen vorgestellt werden. Als die wohl
älteste und bis vor wenigen Jahrzehnten noch meistbenutzte
Methode ist die Lagerung der Hefen auf Schrägagar bei Tempera-
turen um 4 – 6 °C zu nennen. Hierbei erfolgt in der Regel im
Abstand von acht bis zwölf Wochen eine Überführung der Hefe
auf neuen, frischen Schrägagar. Als nachteilig ist neben dem bei
einer umfangreichen Stammsammlung anfallenden hohen Ar-
beitsaufwand beim regelmäßigen Weiterführen von Schrägagar
zu Schrägagar die damit verbundene Kontaminationsgefahr zu
nennen. Weiterhin zu beachten ist hierbei auch das mögliche
Auftreten von Eigenschaftsveränderungen. Speziell bei Bruchhe-
fen kann sich dies verstärkt in einer Änderung des Flockulations-
verhaltens bemerkbar machen. Erfahrungen diesbezüglich zei-
gen, daß manche solcher flockulenten Hefestämme bei mehrjäh-
riger Lagerung auf Schrägagar mit häufigem Weiterführen ihr
Bruchbildungsvermögen mehr und mehr verlieren können. Thorne
(1) beschrieb 1963 ein solches Phänomen und begründete dies
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damit, daß der in dem seinerzeit näher untersuchten Bruchhefe-
stamm stets vorhandene Anteil an Staubhefen durch eine spontan
auftretende Mutation flockulenter in Richtung nicht flockulenter
Zellen nachhaltig erhöht wurde. Parallel dazu trat möglicherweise
auch eine ebenfalls mutationsbedingte Zunahme der Wachstums-
geschwindigkeit bei den „staubigen“ Hefen auf, so daß vermutlich
auf diesem Weg über die Zeitspanne von zweieinhalb Jahren aus
dem flockulenten ein gänzlich nicht flockulenter Hefestamm
entstand. Die Lagerung der Hefen auf Schrägagar, vor allem bei
sehr häufigem Weiterführen in kurzen Abständen, muß demnach
als alleinige Methode zur langjährigen Aufbewahrung der Hefen
zunächst mit Vorsicht betrachtet werden.

Aus eben diesen Gründen wurden während der letzten Jahrzehnte
zahlreiche neue Methoden für die Stammhaltung entwickelt. So
zählt zu den einfacheren Methoden die Lagerung der Hefen in
Schrägagarröhrchen, die mit sterilem, flüssigem Paraffin über-
schichtet sind. Ziel dieser Methode ist, das Austrocknen des Agars
zu verhindern und zugleich das Wachstum der Hefen zu drosseln.
Wie Rehberg (2) beschrieb, kann jedoch Sauerstoff nach wie vor
in bestimmtem Umfang in die Röhrchen diffundieren, so daß auch
weiterhin ein, wenngleich geringes Wachstum der Hefen festzu-
stellen ist. Dies ist gekoppelt mit einer Anreicherung des Agars
mit verschiedenen Stoffwechselprodukten der Hefe, beispiels-
weise Ethanol, höheren Alkoholen und Estern, was auf Dauer der
Viabilität und Vitalität der Hefen abträglich sein kann. Wachstum
sollte aber, im Sinne einer echten Konservierung, auf jeden Fall
vollständig unterdrückt werden, weil nur dadurch das Auftreten
von Mutationen bzw. die Selektion und Anreicherung von Hefen
mit gänzlich anderen Charakteristika vermieden werden können.

Als echte Konservierungsmethoden im Sinne einer vollständigen
Hemmung sämtlicher Stoffwechsel- und Enzymaktivitäten gelten
allgemein die Trocknungs- und Tiefkühlverfahren. Hierzu zählen
so gebräuchliche Methoden wie die Gefriertrocknung (= Lyo-
philisation) und die Tiefkühlung in flüssigem Stickstoff (2-13).
Weniger häufig beschrieben, insbesondere hinsichtlich möglicher
Auswirkungen auf die technologischen Eigenschaften, wurde
bislang die Methode „Antrocknen der Hefen an Filterpapierstrei-
fen“ (14, 15). Auf diese drei Konservierungsmethoden soll an
dieser Stelle nun näher eingegangen werden.

Das typische Kennzeichen der Gefriertrocknung ist die Entfer-
nung des Wassers aus den zuvor eingefrorenen Zellen. An die
Stelle des bei normaler Trocknung stattfindenden Phasenüber-
gangs flüssig-gasförmig tritt hier die Sublimation des Wassers mit
den Phasenübergängen flüssig-fest-gasförmig. Demgegenüber
findet bei der Tiefkühlung in flüssigem Stickstoff ein Einfrieren
der Mikroorganismen bei Temperaturen von -196 °C statt (3).
Werden diese beiden Verfahren unter Voraussetzung gleich guter
Konservierungsergebnisse beurteilt, dann weist die Gefriertrock-
nung insbesondere einen großen Vorteil gegenüber der Tiefküh-
lung auf. Gefriergetrocknete und unter Vakuum verschlossene
Kulturen können nämlich auch bei Raumtemperatur ohne Auf-
wand für Klimatisierung und Pflege auf engstem Raum gelagert
und bei Bedarf jederzeit problemlos transportiert und in die
entferntesten Winkel der Welt verschickt werden.

Als eine reine Trocknungsmethode kann das Antrocknen der
Hefen – nach vorheriger Suspendierung in einem Schutzmittel,
wie z. B. Kondensmilch – an Filterpapierstreifen bezeichnet
werden. Der große Vorteil, gleichfalls unter Voraussetzung eines
ebenbürtigen Konservierungserfolges, sind primär die wesentlich
geringeren Kosten gegenüber der Gefriertrocknung und der Tief-
kühlung. Es sind weder Gefriertrocknungs- noch Tiefkühlvor-
richtungen erforderlich, empfohlen wird lediglich das Aufbewah-
ren der Hefen bei Kühlschranktemperaturen zwischen 4 und 6 °C,

nach Möglichkeit in einem Exsikkator bzw. in gut verschließbaren
Behältern in Anwesenheit eines geeigneten Trockenmittels (14,
15). Folglich kann der erforderliche Materialaufwand für diese
Methode als eher gering bezeichnet werden.

Die aus der Literatur auf diesem Gebiet der Konservierung von
Hefen verfügbaren Forschungsergebnisse deuten an, daß wohl
keine universell für alle Hefegattungen,-arten und -stämme gleich
gut geeignete Methode existiert, der man bedenkenlos den Vorzug
geben könnte. Berücksichtigt werden muß hierbei jedoch, daß die
Konservierungsparameter Vorzucht der Hefen, Alter, Ernte und
Vorbereitung des Zellmaterials, Durchführung der Konservie-
rung, Wahl der Schutzmittel bzw. der Vorzuchtmedien, Aufbe-
wahrung der Dauerkulturen und Reaktivierung der Hefen teilwei-
se sehr unterschiedlich gewählt werden, so daß hier nach wie vor
keine eindeutige Klarheit über die Eignung der Methoden exi-
stiert. Die Methoden zur Bestimmung der Viabilität können größ-
tenteils als zu ungenau charakterisiert werden. Es wird einerseits
nur festgestellt, ob sich die Hefen überhaupt reaktivieren lassen,
das heißt, man verzichtet auf eine möglichst exakte Bestimmung
der Überlebensraten, andererseits kommt zur lebend-tot-Bestim-
mung lediglich Methylenblau zur Anwendung, was als alleinige
Methode aus heutiger Sicht unzureichend ist (17). Der Schwer-
punkt der technologischen Untersuchungen liegt überwiegend im
Bereich reiner Laborgärungen, wobei zumeist auf einige wenige
Analysenergebnisse für höhere Alkohole und Ester, die erzielten
Vergärungsgrade und das Flockulationsverhalten nach einer ein-
zigen beschriebenen Gärung eingegangen wird. An dieser Stelle
setzten nun die folgenden Untersuchungen an, deren Ziel es war,
verschiedene Konservierungsmethoden auf den Prüfstand zu stel-
len und die Auswirkungen auf den Konservierungserfolg und
speziell die technologischen Eigenschaften der Hefen zu beleuch-
ten.

2  Versuchsprogramm und Versuchsdurchführung

Das Versuchsprogramm A umfaßte fünf Hefestämme, die eine
repräsentative Auswahl gängiger Brauereihefen darstellen. Es
handelte sich hierbei im einzelnen um zwei weitverbreitete unter-
gärige Bruchhefen 1 und 2, eine Staubhefe, sowie eine Altbier-
und eine Weizenbierhefe. Diese Hefen wurden mittels der Metho-
den Lyophilisation, Tiefkühlung in flüssigem Stickstoff und An-
trocknen an Filterpapierstreifen konserviert und dann über einen
Zeitraum von zwei Jahren gelagert. Für die Konservierung wur-
den jeweils Zellen aus der stationären Phase verwendet. Als
Schutzmittel kamen für das Antrocknen an Filterpapierstreifen
Kondensmilch, für die Tiefkühlung Glycerin und für die Lyo-
philisation Magermilch zum Einsatz. In regelmäßigen Abständen
erfolgte die Reaktivierung der Hefen, die Bestimmung der Viabi-
lität und die Durchführung von sechs sukzessiven Gärungen im
5-Liter-Maßstab in Steilbrust-Glasflaschen. Hierfür wurden zwecks
Standardisierung des Substrates 11,5%ige Würzen aus Würzepul-
ver bereitet und bei Temperaturen von 12 °C zur Gärung gebracht.
Das Würzepulver selbst wurde hierfür aus gehopfter Ausschlag-
würze eines Sudes, stammend aus einer Großbrauerei, hergestellt.
Als Vergleich dienten jeweils die nicht konservierten Stämme, die
auf Schrägagar lagerten und alle sechs Monate neu überimpft
wurden. Angestellt wurde jeweils mit 20 Mio Zellen/ml. Von
Interesse waren einerseits die erzielten Vergärungsgrade, anderer-
seits das Spektrum der gebildeten Gärungsnebenprodukte.

Das Versuchsprogramm B beinhaltete primär eine Betrachtung
der Stabilität des Flockulationsverhaltens der Bruchhefen nach 15
bis 24 Monaten Lagerzeit über mehrere sukzessive Gärungen, die
bei 15 °C in EBC-Gärrohren durchgeführt wurden.
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Im Versuchsabschnitt C wurden mit der Bruchhefe 1 Propaga-
tionsversuche durchgeführt, woran sich zwei Führungen bei 15 °C
im 30-Liter-Maßstab anschlossen. Die 12 %igen Würzen wurden
für diesen Versuch aus Pilsener Malz in der Studienbrauerei des
Forschungsinstitutes für Technologie der Brauerei und Mälzerei
der VLB hergestellt. Es kamen konservierte Hefen zum Einsatz,
die zuvor 15 Monate gelagert wurden.

Zur Überprüfung der Viabilität kamen durchgängig die Fluores-
zenzfärbung der Hefen mittels Mg-ANS (Magnesiumsalz der 1-
Anilino-8-Naphthalen-Sulfonsäure) sowie insbesondere das
Koch’sche Plattengußverfahren zur Anwendung. Speziell für die
Überprüfung des Konservierungserfolges sind die Plattenmetho-
den den Färbemethoden vorzuziehen, da nur hierdurch eine siche-
re Beurteilung möglich ist, wieviele Zellen tatsächlich in der Lage
sind, nach der Reaktivierung erneut anzuwachsen (16 – 18).

3  Ergebnisse und Diskussion

In den Abb. 1 und 2 werden zunächst die Ergebnisse der Reakti-
vierung der an Filterpapierstreifen getrockneten Hefen über den
Untersuchungszeitraum dargestellt.

Es ist hier auffällig, daß über den untersuchten Zeitraum eine von
Stamm zu Stamm unterschiedlich stark ausgeprägte Abnahme der
Viabilität stattfand, wobei dies insbesondere bei Betrachtung der
mittels Koch’schem Plattengußverfahren erzielten Resultate deut-
lich wird. Vor allem die Weizenbierhefe wies sowohl bei der
Prüfung mittels Fluoreszenzfärbung als auch beim Plattengußver-
fahren eine kontinuierliche Abnahme der Viabilität auf, während
bei den übrigen Stämmen entsprechend der Mg-ANS-Färbung
keine Änderung der Viabilität hätte stattfinden sollen. Tatsächlich
konnte jedoch spätestens ab dem 15. Monat nur noch ein äußerst
geringer Prozentsatz der Zellen als wirklich zum Anwachsen fähig
bezeichnet werden.

Ein anderes Bild lieferten die Reaktivierungen der in flüssigem
Stickstoff tiefgekühlten Hefen (Abb. 3 und 4).

Laut Fluoreszenzfärbung wiesen sämtliche Hefen, mit Ausnahme
der Altbierhefe, bereits nach einem Monat eine sehr niedrige
Viabilität auf, die über den weiteren Untersuchungszeitraum auf
mehr oder weniger konstant niedrigem Niveau blieb. Mittels
Koch’schem Plattengußverfahren konnte überraschenderweise
bei den zwischen dem 15. und 17. Monat reaktivierten Hefen,
insbesondere bei der Altbier- und auch bei den beiden Bruchhefen,
eine deutliche Erhöhung der Viabilität in der untersuchten Probe

Abb. 1  Antrocknen an Filterpapier, Viabilitätsprüfung mit
Koch’schem Plattengußverfahren

Abb. 2  Antrocknen an Filterpapier, Viabilitätsprüfung mit
Mg-ANS

Abb.  3    Tiefkühlung in fl. N 2, Viabilitätsprüfung mit  Koch’schem
Plattengußverfahren

Abb. 4  Tiefkühlung in fl. N
2
, Viabilitätsprüfung mit Mg-ANS
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ermittelt werden, wohingegen nach zwei Jahren erneut sehr nied-
rige Werte festgestellt wurden, so daß nicht von einer eindeutigen
Änderung der Viabilität über den gesamten Versuchszeitraum
auszugehen ist. Erneut fiel hier die Weizenbierhefe mit stets
extrem niedrigen Viabilitäten negativ auf.

Die schlechtesten Konservierungsergebnisse, zumindest was die
Zahl der tatsächlich angewachsenen Zellen betrifft, wurden mit
der Lyophilisation erzielt (Abb. 5 und 6).

Positiv fiel lediglich erneut die Altbierhefe auf, wenngleich auch
hier die erzielten Viabilitäten, bei Betrachtung der Skalierung der
Y-Achse, als sehr niedrig zu bezeichnen sind. Anzumerken ist,
daß sich die lyophilisierte Weizenbierhefe bereits nach sechsmo-
natiger Lagerzeit nicht mehr reaktivieren ließ, wenngleich die
Mg-ANS-Färbung nach wie vor einen Anteil an lebenden Zellen
andeutete, der merklich größer Null war. Gerade am Beispiel der
Lyophilisation wird also deutlich, daß es für die Beurteilung einer
Konservierungsmethode eminent wichtig ist, neben den Färbe-
methoden auch Plattenverfahren zur Ermittlung der tatsächlich
zum Wachstum fähigen Zellen einzusetzen.

Die sehr niedrigen Überlebensraten, insbesondere bei der Lyo-
philisation und der Tiefkühlung in flüssigem Stickstoff, waren
Anlaß, noch während des Untersuchungszeitraumes eine Wieder-
holung der Konservierung durchzuführen, wobei neben einer
Modifikation der Durchführung der Konservierung auch das Alter
der Vorzucht von 24 bis 72 h variiert wurde. Hier war zu beobach-
ten, daß insbesondere dann zumindest bei der Lyophilisation
merklich bessere Viabilitäten von teilweise größer zehn Prozent
laut Plattengußverfahren erzielt werden konnten, wenn Zellen aus
der stationären Phase (nach 48 bzw. 72 h) konserviert wurden.
Eine Kontrolle der Viabilität nach dreimonatiger Lagerung der
Lyophilisate deutete, wie schon bei der Tiefkühlung erwähnt,
keine eindeutige Veränderung der Überlebensraten an. Entschei-
dend für den Konservierungserfolg ist demnach offensichtlich die
Höhe des Ausgangsniveaus an lebenden Zellen unmittelbar nach
deren Konservierung, wobei die während der anschließenden
Lagerung auftretende Abnahme der Viabilität als eher gering
bezeichnet werden kann. Dies steht jedoch im Gegensatz zu den
bisherigen Erfahrungen mit der Konservierungsmethode Antrock-
nen an Filterpapierstreifen, bei der, wie bereits zuvor beschrieben,
eine stetige Abnahme der vermehrungsfähigen Zellen auftrat.

In direktem Zusammenhang zur Konservierbarkeit der Hefestäm-
me steht zahlreichen Veröffentlichungen zufolge die Menge an

Tab. 1  Trehalosegehalte (% TrS) der Hefen nach 72stündiger
Vorzucht

Bruchhefe 1 Bruchhefe 2 Staubhefe Weizenbierhefe Altbierhefe

4,1 5,3 3,7 0,1 1,9

Abb. 5  Lyophilisation, Viabilitätsprüfung mit Koch’schem
Plattengußverfahren

Abb. 6  Lyophilisation, Viabilitätsprüfung mit Mg-ANS

intrazellulär akkumulierter Trehalose (z. B. 13, 19). Hefen, die
über eine größere Menge dieses zelleigenen Schutzmittels verfü-
gen, sollten demnach auch eine größere Resistenz gegenüber
physiologisch ungünstigen Milieubedingungen wie Trockenheit,
subletale Wärme und rasches Einfrieren bei niedrigen Temperatu-
ren besitzen. In diesem Zusammenhang sei erwähnt, daß die
Weizenbierhefe auch nach der modifizierten Lyophilisation be-
reits von Beginn an erneut eine auffällig niedrige Viabilität
aufwies. Bereits zwölf Monate später war auch hier eine erfolgrei-
che Reaktivierung nicht mehr möglich.

Parallel zu den Konservierungen wurde auch der Trehalosegehalt
in den fünf Hefestämmen ermittelt (Tab.1), und es konnte festge-
stellt werden, daß just die Weizenbierhefe auch während der
stationären Phase extrem wenig Trehalose akkumulierte, was bei
nachfolgenden Bestimmungen bestätigt wurde. Hier könnte also
eine direkte Beziehung zu den niedrigen Überlebensraten vorlie-
gen, wobei dies jedoch in weiteren Untersuchungen näher zu
betrachten ist.

Stellvertretend für die fünf Hefestämme sollen nun einige Ergeb-
nisse der technologischen Untersuchungen für die beiden Bruch-
hefen und für die Staubhefe dargestellt werden.

Der Versuchsabschnitt A umfaßte die bereits zuvor erwähnten
Gärungen in Steilbrust-Glasflaschen. Anzumerken ist, daß die
resultierenden Biere in diesem Fall keiner sensorischen Beurtei-
lung unterzogen wurden. Von Interesse war hier primär die Menge
an gebildeten Gärungsnebenprodukten und die Gärleistung der
Hefen.

Bei Bruchhefe 1 konnten bei den einen Monat nach der Konservie-
rung durchgeführten Gärungen zunächst gewisse Unterschiede in
den durchschnittlich erzielten Vergärungsgraden zwischen den
mit verschiedenen Methoden konservierten Hefen festgestellt
werden (Abb. 7). Hier zeigte die Filterpapier-Hefe die höchste, die
tiefgekühlte Hefe hingegen die niedrigste Gärleistung. Auch sechs
Monate später konnte die Filterpapier-Hefe auf quasi gleich
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Vergärungsgrade keineswegs schlechter abschnitten, als dies mit
der entsprechenden nicht konservierten Hefe der Fall war. Bezüg-
lich dieses wichtigen Aspektes schien demnach keine der unter-
suchten Konservierungsmethoden, und das über einen längeren
Untersuchungszeitraum, gegenüber der klassischen Methode (Auf-
bewahrung der Hefen auf Schrägagar) benachteiligt zu sein.

Stellvertretend für die gebildeten Gärungsnebenprodukte sollen
an dieser Stelle die zwei für das Bieraroma wichtigsten Gruppen,
nämlich die der höheren aliphatischen Alkohole und der Ester,
dargestellt werden.

Grundsätzlich konnten bezüglich dieser Gärungsnebenprodukte
gewisse Schwankungen zwischen den konservierten und nicht
konservierten Bruchhefen 1 festgestellt werden (Abb. 9). Das
Gros der Durchschnittswerte bewegte sich hier, von zwei Ausnah-
men abgesehen, in der Größenordnung von 82 – 92 ppm. Im
Vergleich zur nicht konservierten Hefe wurden von den konser-
vierten Hefen durchschnittlich mehr höhere aliphatische Alkoho-
le gebildet. Bei den untersuchten Estern, hier vor allem Ethylace-
tat und Isoamylacetat, bewirkten insbesondere die nicht konser-
vierte und die Filterpapier-Hefe in der Summe die durchschnitt-
lich höchsten Konzentrationen. Deutlich weniger Ester wurden
hingegen von der lyophilisierten Hefe nach einem und sechs
Monaten gebildet (Abb. 10).

hohem Niveau gären. Sowohl die lyophilisierte als auch die
tiefgekühlte Hefe wiesen in den Gärungen nach sechs Monaten
Lagerzeit eine geringfügig bessere Gärleistung auf als nach einem
Monat. Gerade die lyophilisierte Hefe erzielte auch nach 20
Monaten unverändert hohe scheinbare Vergärungsgrade. Da die
nach 15 Monaten durchgeführten Gärungen aus technischen Grün-
den leider bei 10 statt wie zuvor bei 12 °C durchgeführt werden
mußten, ergaben sich als Konsequenz in allen Ansätzen um 2 bis
4 % niedrigere Vergärungsgrade.

Die nach einem Monat reaktivierten Staubhefen sowie die ent-
sprechende nicht konservierte Hefe zeigten eine ungefähr gleiche
durchschnittliche Gärleistung (Abb. 8). Auffällig nach sechs
Monaten war, daß mit Ausnahme der Filterpapier-Hefe eine
geringfügige Abnahme in der Gärleistung festzustellen war. Nach
15 Monaten konnten, im Vergleich zur mitgeführten nicht konser-
vierten Hefe, zwischen den Filterpapier- und den tiefgekühlten
Hefen bei erneut um 2 °C niedrigerer Gärtemperatur keine eindeu-
tigen Unterschiede festgestellt werden. Die nach 20 Monaten
durchgeführten Gärungen mit der lyophilisierten Staubhefe erga-
ben durchschnittliche Vergärungsgrade auf ähnlichem Niveau
wie nach sechs Monaten.

Interessant in diesem Zusammenhang ist, daß die mit den konser-
vierten Hefen durchgeführten Gärungen bezüglich der erzielten

Abb. 8  Staubhefe, V
s
 (%) am zehnten Gärtag, Durchschnitt aus

sechs Führungen

Abb. 9  Bruchhefe 1, Σ höhere aliphatische Alkohole, Ø zweier
Führungen

Abb. 7  Bruchhefe 1, V
s
 (%) am zehnten Gärtag, Durchschnitt

aus sechs Führungen

Abb. 10  Bruchhefe 1, Σ Ester, Ø zweier Führungen



189          Heft 11/12, 1999

Abb. 11  Staubhefe, Σ höhere aliphatische Alkohole, Ø zweier
Führungen

Bei der Staubhefe waren, mit einer Ausnahme bei der tiefgekühl-
ten Hefe nach einem Monat, recht gleichmäßige Ergebnisse be-
züglich der höheren aliphatischen Alkohole und Ester festzustel-
len. Eindeutige konservierungsbedingte Unterschiede waren so-
mit hier nicht zu erkennen (Abb. 11 und 12).

Um nun genauere Aussagen über das Flockulationsverhalten der
Hefen treffen zu können, wurden im folgenden Versuchsabschnitt
B sechs Führungen in EBC-Gärrohren durchgeführt. Dabei wur-
den sowohl das Absetzverhalten der Hefen als auch mögliche
Unterschiede hinsichtlich der erzielten Vergärungsgrade betrach-
tet. Von besonderem Interesse war primär das Flockulationsver-
halten der Bruchhefen 1 und 2, weil sich hier mögliche konservie-
rungsbedingte Einflüsse vermutlich am deutlichsten auswirken
werden. Die Hefen wurden für diese Untersuchungen nach 15
Monaten (nicht konserviert, tiefgekühlt bzw. an Filterpapierstrei-
fen getrocknet) sowie nach 20 Monaten (lyophilisiert) aerob unter
kontinuierlichem Rühren und permanenter Belüftung bei 20 °C in
Steilbrust-Glasflaschen bis in die stationäre Phase propagiert und
anschließend für die Gärungen eingesetzt. Ausgehend von annä-
hernd gleichem Ausgangsniveau der Zellzahl waren nach 48
Stunden Propagationszeit gewisse Unterschiede in der maximal
erzielten Zelldichte festzustellen. Bei Stamm 1 wies die tiefge-
kühlte Hefe in diesem Ansatz mit 220 Mio Zellen/ml die höchste
Endzellzahl auf, bei Stamm 2 hingegen konnte bei der Filterpa-
pier-Hefe mit 207 Mio Zellen/ml die höchste Zelldichte erzielt
werden.

Bei Betrachtung der spezifischen Wachstumsraten µ ist zu erken-
nen, daß lediglich die lyophilisierte Bruchhefe 2 mit µ = 0,094
gegenüber der nicht konservierten Hefe abfiel (Tab. 2).

In den folgenden Abbildungen sind die in den anschließenden
sechs Führungen erzielten Vergärungsgrade am sechsten Gärtag
und die Zahl der noch in Schwebe befindlichen Zellen dargestellt.
Betrachtet man zunächst die Gärungen mit der Bruchhefe 1, so
fällt auf, daß die aus der Propagation kommenden Hefen insbeson-

dere in den ersten Führungen jeweils unterschiedlich hohe Vergä-
rungsgrade am sechsten Gärtag erzielten (Abb. 13). Mit zuneh-
mender Zahl der Führungen wurde dann jedoch, mit Ausnahme
der tiefgekühlten Hefe in der dritten und vierten Führung, ein
stetiger Anstieg der Gärleistung beobachtet. Auffällig war hier
aber die lyophilisierte Hefe, die ganz offensichtlich in allen
Gärungen den mit Abstand niedrigsten Vergärungsgrad erzielte.
In diesem Zusammenhang ist natürlich auch das Flockulations-
verhalten der Hefen von Interesse. Die Bruchhefe 1 ist erwiesener-
maßen eine für Brauereihefen recht stark flockulierende Hefe.
Dies kann anhand der dargestellten Zellzahlen in Schwebe am
sechsten Gärtag über die gesamte Serie bestätigt werden. Als eine
Ursache für die relativ niedrigen Vergärungsgrade der mit der
lyophilisierten Hefe hergestellten Biere ist das frühzeitige und
durchgehend auch sehr kompakte Absetzverhalten dieser Hefe zu
nennen, das sich auch in den gleichmäßig niedrigen Zellzahlen in
Schwebe widerspiegelt. Betont werden muß jedoch, daß bei
sämtlichen Hefen weder ein eindeutiges „Staubigwerden“ noch
eine Zunahme der Flockulationsneigung über die Serie zu beob-
achten war (Abb. 14).

Die Bruchhefe 2 scheint, bei Betrachtung der Zellzahlen, stamm-
typisch weniger flockulent aber höhervergärend zu sein als Bruch-
hefe 1. Die erzielten Vergärungsgrade fielen über die gesamte

Tab. 2   spez. Wachstumsrate µ (h -1) während der Propagation

Bruchhefe nicht-konserviert Filter N
2

Lyo

1 0,092 0,090 0,099 0,099

2 0,104 0,119 0,115 0,094

Abb. 12  Staubhefe, Σ Ester, Ø zweier Führungen

Abb. 13  Bruchhefe 1, V
s
 (%) am sechsten Gärtag
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Abb. 17  Bruchhefe 1, Σ HAA, Gärungen nach Propagation bei
15 °C bis stat. Phase

Serie recht gleichmäßig aus, wobei hier die lyophilisierte Hefe
trotz stärkerer Flockulation annähernd noch gleichhohe Vergä-
rungsgrade wie die übrigen Hefen erzielen konnte. Die geringfü-
gigen Unterschiede in den Zellzahlen sollten jedoch auf keinen
Fall überinterpretiert werden, da sich diese insgesamt auf verhält-
nismäßig niedrigem Niveau bewegten. Somit schien sich auch
während dieser Serie das Flockulationsverhalten nicht wirklich
geändert zu haben (Abb. 15 und 16).

Die Ergebnisse der Bieranalysen, insbesondere hinsichtlich der
wichtigen Gärungsnebenprodukte, deuteten im Fall der lyophili-
sierten Bruchhefen 1 und 2 merkliche Erhöhungen der vicinalen
Diketone an, welches konform geht mit der insgesamt stärkeren
Flockulationsneigung bzw. der schwächeren Gärleistung. Weiter-
hin auffällig war bei beiden lyophilisierten Hefen zudem eine
deutlich geringere Esterbildung.

Besonders auffällig bei den Propagationsversuchen in Versuchs-
abschnitt C war, daß hierbei sämtliche konservierten Hefen in der
ersten Führung deutlich mehr höhere aliphatische Alkohole (HAA)
bildeten als die nicht konservierte Hefe, wobei sich die Konzen-
trationen in der zweiten Führung stärker anglichen (Abb 17).
Hierbei ist zu vermuten, daß die Konservierung zumindest in der
ersten Führung den Stoffwechsel der Hefen im Rahmen des
Ehrlich-Mechanismus und der Biosynthese von Aminosäuren und
damit auch die Synthese der höheren aliphatischen Alkohole
nachhaltig beeinflußt hat. Sensorisch wurden die Biere der zwei-
ten Führung in jedem Fall besser und gleichmäßiger beurteilt,
wobei hier keine eindeutigen geschmacklichen Unterschiede fest-
zustellen waren.

Bei den bislang durchgeführten Gärungen mit den Staub-, Alt-,
und Weizenbierhefen ergab sich prinzipiell ein ähnliches Bild.
Sämtliche untersuchten Hefestämme schienen dabei ihren grund-
sätzlichen Charakter nach der Konservierung beibehalten zu ha-
ben. Dennoch konnten, was die Intensität der Ausprägung der
stammtypischen Eigenschaften betrifft, durchaus Verstärkungen
bzw. Abschwächungen beobachtet werden. An dieser Stelle soll
nicht unerwähnt bleiben, daß begleitend zu den technologischen
Untersuchungen im Institut für Mikrobiologie und Genetik der
TU Berlin eingehende genetische Kontrollen der konservierten
Hefen mittels RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-
Polymerase Chain Reaction) durchgeführt wurden. Hier konnten
im Vergleich zu den nicht konservierten Ausgangsstämmen keine
Änderungen auf DNA-Ebene festgestellt werden. In weiteren
Untersuchungen soll nun ein besonderes Augenmerk auf Maßnah-
men zur Verbesserung der Überlebensraten bei den verschiedenen
Konservierungsmethoden gelegt werden. Nach Erzielung mög-
lichst hoher Viabilitäten, die unter Voraussetzung einer geeigne-
ten Lagerung der konservierten Hefen auch eine langjährige
sichere Aufbewahrung gewährleisten, erscheint es abschließend
sinnvoll, erneut die technologischen Eigenschaften der Stämme,
auch in Hinblick auf den wichtigen Aspekt Geschmackstabilität,
zu überprüfen.

Abb. 14  Bruchhefe 1 Zellen in Schwebe am sechsten Gärtag

Abb. 15  Bruchhefe 2, V
s
 (%) am sechsten Gärtag

Abb. 16  Bruchhefe 2, Zellen in Schwebe am sechsten Gärtag
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4  Zusammenfassung

Es lassen sich die bis dato vorliegenden Ergebnisse der „Konser-
vierungsmethoden für Hefen auf dem Prüfstand“ wie folgt formu-
lieren:
❑ Die untersuchten Konservierungsmethoden Antrocknen an

Filterpapierstreifen, Tiefkühlung in flüssigem Stickstoff und
Lyophilisation unterschieden sich zunächst hinsichtlich der
nach der Konservierung erzielten Viabilitäten. Hier schien das
Antrocknen an Filterpapierstreifen den Hefen anfänglich we-
niger Schaden zugefügt zu haben als die Tiefkühlung und die
Lyophilisation. Mit zunehmender Lagerzeit der Konserven
kam es bei den getrockneten Hefen jedoch zu einer stetigen
Abnahme der Viabilität, wogegen die Abnahme der lebenden
Zellen bei der Tiefkühlung und Lyophilisation als sehr gering
bezeichnet werden kann.

❑ Es waren zudem deutliche hefestammspezifische Einflüsse
festzustellen. In allen Fällen ließ sich vor allem die Weizen-
bierhefe, auch unter optimierten Bedingungen in der stationä-
ren Phase, äußerst schlecht konservieren.

❑ Die Ergebnisse der technologischen Untersuchungen deuten
an, daß durch die verschiedenen Konservierungsmethoden der
grundsätzliche Charakter der Hefen, hier insbesondere das
Flockulationsverhalten, nicht verändert wurde. Dabei konnten
jedoch gewisse Verstärkungen und Abschwächungen der
stammspezifischen Eigenheiten, wie die Flockulationsinten-
sität und die Bildung von aromabeeinflussenden Gärungsne-
benprodukten, festgestellt werden. Dies betraf in auffälliger
Weise die beiden untersuchten lyophilisierten Bruchhefen
nach zweijähriger Lagerung, die eine verstärkte Flockula-
tionsneigung aufwiesen, was Biere mit zum Teil deutlich
niedrigeren Vergärungsgraden und höheren Diacetylgehalten
bedingte. Weiterhin konnte bei einem untersuchten Bruchhe-
festamm festgestellt werden, daß sämtliche konservierten Hefen
gegenüber der nicht konservierten Hefe vor allem in der ersten
Führung merklich größere Mengen an höheren aliphatischen
Alkoholen bildeten.
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5  Summary

Wackerbauer, K., and Beckmann, M.: Various methods of conser-
ving  yeast on the test bench — Monatsschrift für Brauwissenschaft 52,
No. 11/12, 184 – 191, 1999

BC 41 Brewers’ yeast/ 44 yeast propagation

Apart from yeast propagation aspects and the treatment of yeast between
the generations, the way in which yeast strains are kept in microbiological
brewery laboratory or in strain collections is a further part of yeast
management. The methods of keeping yeast strains employed most
frequently up to now is storage on inclined agars. However, on the one
hand the disadvantage is of this the risk of contamination when taking
yeast from agar to agar and, on the other hand, the possibility of the
occurrence of changes to properties. This concerns more especially the
flocculation behaviour and the varying development of aroma-intensive
fermentation bi-products. Conservation methods such as lyophilisation,
deep freezing in liquid nitrogen and drying on filter paper are alternative
methods for keeping yeasts, the suitability of which was studied closely
in a research project.

Wackerbauer, K., et Beckmann, M.: Evaluation de différentes mé-
thodes de conservation de levures  — Monatsschrift für Brauwissen-
schaft 52, No 11/12, 184 – 191, 1999

BC 41 Levure de brasserie / 44 culture pure de levure/génération de levain

Le management des levures comporte, à côté de la conservation de la
collection de levures, d’autres aspects tels la propagation des levures, le
traitement des levures entre les fermentations, en particulier la façon de
conserver des souches de levures dans le laboratoire de contrôle micro-
biologique. La méthode de conservation des collections de levures la plus
utilisée jusqu’à présent est la conservation sur moût gélosé incliné.
L’aspect négatif de cette méthode est, d’une part le danger de contamina-
tion au cours des repiquages sur milieux de culture, et d’autre part
l’apparition de changements de propriétés. Ces dernières touchent plus
particulièrement le comportement de floculation et la formation irrégu-
lière de produits aromatiques secondaires de fermentation. Une alterna-
tive à la conservation des levures est offerte par les méthodes de conser-
vation: lyophilisation, conservation à basse température dans de l’azote
liquide et préséchage sur papier filtre qui, dans le cadre d’une recherche,
ont été évaluées de façon approfondie.
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