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Auferstehung der
Lagerbier-Hefe S. pastoria-
nus Franconia - TUM 35

AUSGEGLICHENES AROMAPROFIL | Untergérige Biere dominie-
ren mit tiber 90 Prozent den weltweiten Biermarkt. Die hierfiir

verantwortliche untergirige Hefe S. pastorianus ist somit aus der

Braubranche nicht mehr wegzudenken [1]. Obwohl einige beliebte

und weit verbreitete Stamme zur Herstellung untergériger Biere

bereits umfassend charakterisiert wurden, wie z.B. der am héiu-

figsten verwendete Stamm S. pastorianus Frisinga — TUM 34/70°,

weild man — wenn tiberhaupt — nur wenig tiber selten verwen-

dete untergarige Hefestimme aus friiheren Zeiten. So wird dem

Bier, das mit Hilfe des historischen Stamms TUM 35 vergoren

wurde, ein ausgesprochen mildes, ausgeglichenes Aromaprofil

bei hohem Vergidrungsgrad nachgesagt. Obwohl langjdhrige

Stammsammlungen existieren, war TUM 35 nirgends hinterlegt

und galt daher als verloren. Wie also war die Auferstehung dieses

Stammes moglich?

DIE WICHTIGSTEN HEFESTAMME
fiir die Fermentation im Brauprozess geho-
ren zum Genus Saccharomyces [ 2-4]. Dabei
wird die untergérige Bierhefe S. pastorianus
ausschlieRlich im Braubereich eingesetzt,
sodass eine exklusive Domestizierung fiir
diesen Industriezweig nicht ausgeschlossen
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ist. Obwohl die genaue Herkunft untergéri-
ger Hefe bisher noch unbekannt ist, kann
die logische Annahme getroffen werden,
dasssiein Zusammenhang mit der Entwick-
lung des untergérigen Bieres im 15. Jahr-
hundert in Bayern steht[5, 6].

tierenden Knappheit an Malz und Hopfen
sahen sich deutsche Brauereien bis 1948
gezwungen, ein sogenanntes ,Diinnbier*
mit einer maximalen Stammwiirze von
1,7°P zu brauen. Zu der Zeit wurden in
bayerischen Brauereien unterschiedliche
Hefen zur Herstellung untergériger Biere
eingesetzt. Kurz nach dem Zweiten Welt-
krieg etablierte sich in vielen Brauereien in
Franken eine Hefe mit dem Namen ,,C*. Thr
Name ldsst sich von der Stadt Coburg und
der Brauerei Hofbrauhaus Coburg ableiten,
aus der sie urspriinglich stammte. Aller-
dings ist nicht bekannt, woher die Brauerei
diese Hefe bezog. Ab 1948 begann sich die
deutsche Wirtschaft wieder zu erholen; so
auch der Hopfen- und Malzmarkt, gefolgt
von den Brauereien. Demnach konnten
wieder Biere mit einer Stammwiirze von
8 °P gebraut werden. Prof. Ludwig Narzil3
zufolge hatten Biere, die zu der Zeit mit der
Hefe Namens ,,C* hergestellt wurden, ein
mildes, ausgeglichenes Aroma mit feinen
Hopfennoten. Braumeister Carl Hager vom
BrauhausNtrnbergliel diese Hefenoch vor
demJahr 1952 an der TU Miinchen mit dem
Namen TUM 35 hinterlegen. Die Herkunft
und der Weg, den der Hefestamm TUM 35
in Bayern zurticklegte, sind in Abbildung 1
aufgezeigt.
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Im Jahr 1952 fiihrten ungiinstige Wet-
terverhéltnisse zu einer verfriihten Reife der
Gerste, was in einem niedrigen Aminosiu-
re- und loslichen Proteingehalt im daraus
prozessierten Malz resultierte. Zudem erga-
ben Analysen des Endvergédrungsgrads der
daraus hergestellten Wiirzen einen Wert
von maximal 76 Prozent. Dieser Ausnah-
mezustand hatte einen weitreichenden
starken Einfluss auf die damals verwende-
ten untergirigen Hefen, da diese wihrend
der Giarung nicht flokkulierten, sondern
langer in Schwebe blieben als gewohnlich.
Obwohl sich dieses Phdnomen auch bei an-
deren Hefestimmen bemerkbar machte,
16ste TUM 35 die grof3ten Schwierigkeiten
wihrend der Produktion aus. Zwar wurde
der gewiinschte Endvergidrungsgrad er-
reicht, allerdings war es trotz verstirkter
Kiihlung kaum moglich, gentigend Hefe fiir
weitere Giarungen abzuziehen. Im darauf-
folgenden Jahr fiihrten starke Regenfille er-
neut zu einer schlechten Gerstenernte, so-
dass die Hefen nun umgekehrt reagierten:
Sie flockten zu friih aus, was heutzutage als
PYF (premature yeastflocculation) bezeich-
net wird. Auch in diesem Fall gehorte TUM
35 zu den Stammen mit den schlechtesten
Fermentationseigenschaften, sodass sie
von den Brauereien nicht langer verwendet
wurde. Stattdessen kam nun TUM 44 zum
Einsatz, die sich zwar robuster gegeniiber
Rohmaterialschwankungen erwies, jedoch
sensorisch keineswegs mit dem milden,
ausgewogenen Aromaprofil des aus der
TUM 35 gebrauten Bieres mithalten konn-
te. Seither war TUM 35, auch ,,C* genannt,
von der Bildfliche verschwunden. Hinge-
gen fiihrten die schlechteren sensorischen
Eigenschaften von TUM 44 zum Beginn
der Erfolgsgeschichte von TUM 34, die bis
heute mit dem Stamm S. pastorianus Frisin-
ga—TUM 34/70 anhiilt. Letztere ist eine der
erfolgreichsten Hefen hinsichtlich Endver-
giarungsgrad und Bierreifung. Die Menge
der gebildeten Garungsnebenprodukte liegt
innerhalb der gewiinschten Grenzen und
der sensorische Eindruck des mit dieser Hefe
hergestellten Bieres wird als sehr rein be-
schrieben.Doch ehe S. pastorianusFrisinga—
TUM 34/70 im Anschluss an die Disser-
tation und Publikation von Prof. Ludwig
Narzil§ seinen Siegesfeldzug startete, war
TUM 35 bis ins Jahr 1952 eine der am wei-
testen verbreiteten Hefen in Franken, bevor
sie verloren ging.

Lediglich im Jahr 2002 im Rahmen des
1. Weihenstephaner Hefeseminars tauchte
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der Stamm TUM 35 kurzzeitig in einer Hefe-
studieauf.Indieserprésentierte Dr. Diethard
Wagner verschiedene technologische und
sensorische Auswertungsparameter der
Flokkulation,beiderS. pastorianusFrisinga—
TUM 34/70auf Platz1,TUM 35 auf Platz 16
landete [7]. TUM 35 wurde in dieser Studie
aktiv genutzt, allerdings anschlieRend we-
der aktiv verkauft noch beworben, sodass
sie erneut — sowohl fiir wissenschaftliche
Zwecke als auch fiir die Industrie — in Ver-
gessenheit geriet. Zudem wurde auch zu
diesem Zeitpunkt keine aktive oder Kryo-
kultur bei —80°C im Forschungszentrum
Weihenstephan hinterlegt.

1 Auferstehung vonTUM 35

Wie also kam es zu der Auferstehung von
TUM 35?2 Am Forschungszentrum Weihen-
stephan wurden 2018 in einem Lagerraum

in einer vergessenen Box ca. 20 numme-
rierte HPLC-Gldschen unbekannten Alters
gefunden, die verschiedene gefriergetrock-
nete Hefen auf Milchpulver beinhalteten.
Die Hefestimme befanden sich in der Box in
derselben Anordnung und Nummerierung
wie auf dem Auszug der historischen Liste
in Abbildung 2 dargestellt.

Demnach konnte die Annahme getrof-
fen werden, dass es sich bei dem HPLC-
Flaschchen mit der Nummer 3 5 tatsdachlich
um den historischen Hefestamm TUM 35
handelte. Dieser wurde, wie in Abbildung 3
aufgezeigt, reaktiviert.

Fiir die Reaktivierung wurde das versie-
gelte HPLC-Gldschen mit der Nr. 35 asep-
tisch geoffnet, dasPelletin 50 mlsterile, fliis-
sige Wiirze tiberfiihrt und das Kélbchen mit
einem sterilen Baumwollstopfen verschlos-
sen.Das Wiirzekolbchen wurdebei 27 °Cfiir
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Aseptische Uberimpfung
des Hefepellets

27 °C, 14 Tage,
80 U/min., aerob

Ausstrich mit Impfése auf Wiirze-
Schragagar, 27 °C, 5 Tage, aerob

Abb. 3 Reaktivierung der gefriergetrockneten S. pastorianus TUM 35 Kultur aerob auf Schiitt-
ler in steriler Wiirze und mit anschlieBendem Ausstrich auf Wiirze-Schragagar

14 Tage unter aeroben Konditionen auf ei-
nem Schiittler bei 80 U/min geschiittelt und
anschlieBend auf einem Wiirze-Schrig-
agar ausgestrichen, welcher bei 27°C fiir
fiinf Tage aerob inkubiert wurde.

Im Anschluss an die Reaktivierung
wurde mittels genetischer Analyse in Form
einer quantitativen PCR (qPCR) mit spezifi-
schen DNA-Markerregionen fiir S. pastori-
anus bestétigt, dass es sich tatsachlich um
den besagten Hefestamm handelte. Uber-
dies zeigte eine PCR-Kapillarelektrophorese
grofRe Ahnlichkeiten zwischen TUM 35 und
Frisinga—TUM 34/70, wobei auch feine Un-
terschiede im DNA-Fingerabdruck deutlich
wurden.

IBrauversuche

Im néchsten Schritt wurden Brauversuche
mit TUM 35 durchgefiihrt. Fiir die Garver-
suche wurde industrielle HeilBwiirze (31
Bittereinheiten, Stammwtirze 12,2 °P) des
Biertyps Weihenstephaner Original (ein
bayerisches Helles mit 21 Bittereinheiten,
Hopfen: Hallertauer Perle) eingesetzt und
in 30-l-Fermentationstanks der Versuchs-
brauerei am Forschungszentrum Weihen-
stephan (BLQ) tuberfiihrt. Nachdem die
Wiirze nach dem Abkiihlen die entspre-
chende Anstelltemperatur erreicht hatte,
wurde TUM 35 mit 15 x 10° Zellen/ml An-
stellzellzahl eingeimpft.

Die Gdrung dauerte 13 Tage bei 11 °C.
Dabei zeigte TUM 35 gute Fermentations-
eigenschaften bei einem Restextraktgehalt
von 1,6°P sowie einem Endvergirungs-
grad von 87,4 Prozent nach neun Tagen.
Da es bei einem stabilen Restextraktge-
halt von 1,6 °P blieb, war nach insgesamt
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13 Fermentationstagen das Runterkiihlen
auf 1°C moglich mit einer anschlieRenden
Lagerzeit von 14 Tagen. Die Diacethyl-Re-
duktion und gleichzeitig auch die Reifung
waren nach Tag 13 abgeschlossen.

Das Fermentationsprofil der Hauptgi-
rung von TUM 35 ist in Abbildung 4 zu se-
hen und vergleichbar mit den Resultaten
anderer Studien, die untergérige Hefen ein-
setzten [8-11].

I Analytische Methoden

Nach 14 Tagen Lagerung konnte das fer-
tige Bier analysiert werden. Dabei standen
physikalische und chemische Eigenschaf-
ten wie Ethanol, pH, spezifische Dichte,
Vergirungsgrad und die Konzentration
der Gidrungsnebenprodukte wie Diacetyl,
2,3-Pentandion, Acetaldehyd und Acetoin

im Mittelpunkt der Analysen. Alle Ergeb-
nisse zeigten typische Werte fiir ein unter-
gériges Vollbier mit einer Stammwt{irze von
ca. 12°P, die auf ein Bier mit reinem Ge-
schmack und Aromaprofil hinweisen.

Zusitzlich wurde der sogenannte POF-
Test (Phenolic off-flavour test) durchge-
fithrt, dessen Ergebnisse in Tabelle 1 (siche
S.1162)aufgeflihrtsind. In Weilbieren sind
phenolische Aromen durchaus erwtinscht,
die beispielsweise von der Positivkontrolle
S. cerevisiae LeoBavaricus—TUM 68 gebildet
werden. In einem untergérigen Bier hinge-
gen wiirde ein positiver Befund Fehlaromen
kennzeichnen, sodass S. pastorianus Frisin-
ga—TUM 34/70 als Negativkontrolle einbe-
zogenwurde [12, 13].

Fiir den Test wurden die in Tabelle 1
aufgelisteten Hefezellisolate von Wiirze-
Schrigagar entnommen und auf YM-Agar
Platten ausgestrichen, die jeweils eine der
folgenden Zusitze enthielten: Ferulasdu-
re, Cumarsidure und Zimtsdure. Nach drei
Tagen Inkubation bei 24 °C konnten drei
Platten pro Hefe mit den unterschiedlichen
Zusitzen durch sensorische Analyse aus-
gewertet werden. Bei einem POF-positiven
Test wird die Ferulasdure zu 4-Vinylgua-
jacol (4-VG, nelkenartig), Cumarsdure zu
4-Vinylphenol (4-VP, medizinisch) und
Zimtsdure zu 4-Vinylstyrene (4-VS, styro-
porartig) umgewandelt [14]. Da keine der
drei phenolischen Aromen im Rahmen des
POF-Tests mit TUM 35 auftraten, handeltes
sich hierbei um eine POF-negative Hefe.

Im Rahmen der sensorischen Auswer-
tung wurdedasmitTUM 3 5 hergestellte Bier
von zehn geschulten und erfahrenen Ver-

e Temperatur
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Abb. 4 Fermentationsprofil der untergarigen Hefe S. pastorianus TUM 35 bei einer Stamm-
wiirze von 12,2 °P und einer Hauptgarungstemperatur von 11°C
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kostern nach DLG-Schema bewertet. Auf
einer Skala von 1-5 Punkten (1 niedrigste,
5 hochste Punktzahl, DLG Verkostungs-
schema) wurden Geruch, Geschmack,
Qualitét der Bittere, Mundgefiihl und Kar-
bonisierung des Bieres bewertet. Fiir jedes
Qualitdtsmerkmal wurde der Mittelwert
aus den vergebenen Punkten der Verkoster
gebildet. Die Ergebnisse wurden mit dem
Durchschnitt aus 480 analysierten unter-
garigen Bieren verglichen, die von demsel-
ben Sensorikpanelim LaufedesJahres 2018
verkostet wurden. Geruch, Geschmack und
Qualitét der Bittere des mit TUM 3 5 fermen-
tierten Bieres fielen mit 4,4 im Vergleich zu
4,2 Punkten tiberdurchschnittlich gut aus,
wihrend Mundgefiihl und Karbonisierung
mit dem sehr guten Durchschnitt von 4,5
Punkten gleichauf lagen. Uberdies folgte
eine beschreibende sensorische Bewertung,
die den Geruch des Bieres als rein, ange-
nehm, frisch-hefig und sortentypisch be-
zeichnete. Auch geschmacklich tiberzeugte
das Bier mit seinem angenehm frisch-hefi-
gen, sortentypischen, ausgeglichen milden
und vollmundigen Charakter sowie seiner
leichten Bittere. Schwefelaromen, wie sie
oftmals in untergdrigen Bieren vorkom-
men, wurden weder im Geruch noch im Ge-
schmack wahrgenommen.

IZusammenfassung

Die Herkunft des Hefestammes Saccharo-
myces pastorianus — TUM 35 konnte tiber
Niirnberg bis hin nach Coburg in Franken
zurtickverfolgt werden. Nach dem Zweiten
Weltkrieg war sie eine dominierende und
hiufig verwendete Brauhefe, deren Einsatz
aufgrund ihrer nachlassenden Fermenta-
tionsleistung bei schlechten Malzqualita-
ten zurtickging. Entsprechend wurde sie
durch robustere Hefestimme ersetzt, bis
sie schlielich vollstdndig aus dem indust-
riellen Umfeld verschwand. Im Jahr 2018
konnte ein gefriergetrockneter Stamm reak-
tiviert und mittels spezifischer qPCR-Analy-
se bestétigt werden, dass es sich bei TUM 35
um einen Stamm der Spezies S. pastorianus
handelt. Der DNA-Fingerabdruck bestétig-
te ebenfalls die groRe Ahnlichkeit zum des
im Detail charakterisierten Hefestammes

S. pastorianus Frisinga —TUM 34/70. Ledig-
lich kleine Unterschiede waren erkennbar.
Uberdies konnte mittels POF-Test gezeigt
werden, dass TUM 35 keine phenolischen
Aromen wihrend der Gdrung erzeugte und
die Analysen der Gidrungsnebenprodukte
sowie der weiteren Hauptmerkmale des Bie-
res vergleichbar zu einem standardisierten
untergérigen Vollbier waren. Sensorisch
uberzeugte das mit TUM 35 vergorene Bier
mit einer liberdurchschnittlich guten Be-
wertung im Vergleich zu 480 verkosteten
untergérigen Vollbieren aus der Datenbank
des BLQ, was die beschreibende sensorische
Analyse unterstrich. Aus dieser ging her-
vor, dass TUM 35 fiir ein aul3erordentlich
neutrales, mildes und harmonisches Bier
mit dem typischen Hellen Vollbier-Aroma-
profil verantwortlich ist. Diese Studie ist ein
erster Entwurf der Reaktivierung und Cha-
rakterisierung alter, historischer untergéri-
ger Hefestimme. Aufgrund ihrer Herkunft
ist TUM 35 nun unter dem Markennamen
,Franconia — TUM 35%“ im Forschungs-
zentrum Weihenstephan fiir Brau- und
Lebensmittelqualitdt hinterlegt und kann
fiir weitere wissenschaftliche Studien oder
industrielle Anwendungen angefragt wer-
den. [ ]
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