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INNOVATIONEN GESUCHT | Das traditionelle Getränk Bier ver-

liert auf  Grund vieler neuer und innovativer Getränke eine große 

Anzahl von Konsumenten. Innovationen im Biersektor wie neue 

Hopfensorten oder der gezielte Einsatz verschiedener Malze sowie 

verschiedenste Biermischgetränke haben diesem Trend bereits ent-

gegengewirkt [1]. Anknüpfend daran wird hier eine Methode vor-

gestellt, die neue Bierhefen hervorbringen soll.

DIE ROHSTOFFE FÜR DIE HERSTEL-

LUNG von Bier sind bekanntlich Wasser, 
Hopfen, Malz und Hefe.  Trotz einer steigen-
den Beliebtheit bei der Variation der Hefe, 
welche einen wesentlichen Anteil an der 
Aromazusammensetzung des Bieres hat, 
ist der Einsatz traditioneller Hefen meist 
das Mittel der Wahl [2]. Die Anzahl der He-
fespezies, welche für die Bierherstellung 
verwendet werden, beschränkt sich, bis auf  
einige Ausnahmen, auf  Saccharomyces ce-
revisiae und Saccharomyces pastorianus [3]. 
Viele andere Hefespezies, welche bisher nur 
als sogenannte Bier- oder Getränkeschäd-
linge in Ungnade gefallen sind, können 
vielfältige Aromen bilden und so zu einer 
Verbesserung der Aromazusammenset-
zung der Biere beitragen [2, 4]. Oenologen 
haben diesen Trend seit mehreren Jahren 
erkannt und forschen erfolgreich auf  dem 
Gebiet der Nicht-Saccharomyces-Hefen. Um 
entscheiden zu können, ob ein Hefestamm 
für die Herstellung eines Bieres brauchbar 
ist, wurde am Forschungszentrum Weihen-
stephan für Brau- und Lebensmittelquali-

tät ein Programm erstellt, durch welches 
derzeit viele Stämme verschiedener Spezies 
geführt werden. Dieses soll im Folgenden 
näher erläutert und erste Ergebnisse prä-
sentiert werden.

lIdentifizierung

Zu Beginn werden die verschiedenen Hefen 
mit Hilfe der Real-Time-PCR untersucht 
(Abb. 1 (1)). Hierbei wird mit spezifischen Pri-
mern festgestellt, zu welcher Spezies sie gehö-
ren. Es folgt die Erstellung zweier genetischer 
Fingerabdrücke mit Hilfe der Systeme RAPD 
21 und GTG5, welche ein spezifisches Muster 
auf  Stammebene darstellen [6, 5]. Diese sind 
in erster Linie für die Qualitätssicherung not-
wendig, um Kreuzkontaminationen bei solch 
einer großen Anzahl an verschiedenen Stäm-
men zu erkennen. Außerdem können so Ver-
wandtschaftsgrade der einzelnen Stämme 
untereinander näher beleuchtet werden.

lErste Tests

Auf  die Identifizierung folgt die erste Testrei-
he (Abb.1 (2)). Es wird zunächst die Verwer-
tung der verschiedenen Würzezucker über-
prüft. Da die Zusammensetzung der Würze 
meist aus geringen Konzentrationen an Glu-
cose, Fructose, Saccharose und hohen Kon-
zentrationen an Maltose und Maltotriose be-
steht, ist die Fermentation einiger oder aller 

dieser Zucker wünschenswert. Ein weiteres 
Kriterium ist der Einfluss der verschiedenen 
Hopfenfraktionen wie iso-α- und β-Säuren 
auf  den Metabolismus der verschiedenen 
Stämme. Es gilt zu klären, ob dieser das 
Wachstum bzw. bestimmte Stoffwechsel-
vorgänge einschränkt [8]. Zuletzt werden in 
diesem ersten Abschnitt des Programms die 
Ethanoltoleranz sowie das Wachstum bei 
verschiedenen pH-Werten untersucht, um 
einen Einblick in die Möglichkeiten, welche 
dieser Stamm bieten könnte, abzustecken. 
Hefen mit hohen Ethanoltoleranzen könn-
ten demnach für die Post-Fermentation 
(Nachgärung) verwendet werden oder für 
die Herstellung von Bieren mit besonders 
hohem Alkoholgehalt. Es ist möglich, alle 
diese Tests auf  einer 96-Well Multititer-
Platte in einem Versuch pro Stamm durch-
zuführen. So kann die große Menge an 
Stämmen relativ schnell bearbeitet und 
potenziell verwendbare Stämme können se-
lektiert werden.

Phenolische Aromen
Der darauffolgende Test untersucht die Bil-
dung sogenannter Phenolic-Off-Flavours 
(Abb. 1 (3)). Viele obergärige Hefen besitzen 
die Fähigkeit, phenolische Aromen zu bilden, 
welche im Weißbier teils gewollt (nelkig), 
in anderen Bierstilen hingegen ungewollt 
sind. Hierfür werden Agarplatten mit ver-
schiedenen Ausgangsstoffen (Precursor) für 
phenolische Aromen, wie z. B. Ferulasäure, 
Zimtsäure und Kumarsäure, bestückt. Auf  
diesen Platten werden die verschiedenen He-
festämme ausgestrichen und drei Tage lang 
bebrütet. Die Fähigkeit, phenolische Aromen 
zu bilden, kann anhand der verschiedenen 
phenolischen Gerüche wie z. B. 4-Vinyl-Gu-
ajakol (Nelke), 4-Vinylbenzol (Styropor) bzw. 
4-Vinylphenol („Medizinschrank-Geruch“) 
identifiziert werden [9].
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1. Feststellen der Spezies und des Stammes mit Real-Time-PCR + Fingerprint 
RAPD 21 und GTG5 

2. Feststellen des Zuckerspektrums, Ethanol-,Hopfenresistenz, optimaler pH-Wert 
mit Hilfe einer 96-Well Microtiter-Platte 

3. Phenolic-Off-Flavour Test mit verschiedenen Ausgangsstoffen: Cumar-, Ferula- 
und Zimtsäure auf YM-Agar-Platten 

4. Propagation mit 12 °P Standard-Würze, FAN 200 mg/l, Raumtemperatur ca. 20 ⁰C  

5. Fermentation (3-Fach), Würze: 12 °P , 27 °C, 30 Mio. Zellen/ml ,  
Analysen täglich: Extrakt, pH-Wert, Zellen in Schwebe   

6. Verkostung, Gärungsnebenproduktsanalyse, Zucker und Aminosäure-Spektrum   

Propagierbarkeit
Die so bereits zum Teil charakterisierten He-
festämme werden nun zunächst bei Raum-
temperatur in einer Würze propagiert, 
welche aus Extrakt hergestellt wurde (Abb. 
1 (4)). Dieser standardisierte Prozess dient 
zum einen der Reproduzierbarkeit und zum 
anderen der Vergleichbarkeit der verschie-
denen Hefestämme untereinander. Diese 
Würze kann beliebig oft hergestellt wer-
den und unterliegt nicht den natürlichen 
Schwankungen, welche bei der Herstellung 
konventioneller Würze Einfluss nehmen. 
Dieser Würzeextrakt wurde aus einer Reihe 
verschiedener Extrakte aufgrund seiner gu-
ten Eigenschaften bzgl. Aminosäure-Zusam-
mensetzung, FAN-Gehalt und Zuckerzusam-
mensetzung ausgewählt. Weiterhin ist diese 
Würze ungehopft, um den reinen Einfluss der 
Hefe auf  die entstehenden Aromen bewerten 
zu können. Die Zellzahl sowie die Vitalität und 
Viabilität wird nach fünf  Tagen bestimmt, 
um eine Aussage über die Propagierbarkeit 

treffen zu können. Hierbei wird weiterhin die 
optimale Temperatur für das Wachstum der 
verschiedenen Stämme angepasst. 

Mit den nun propagierten Stämmen 
werden Test-Fermentationen in 2 l Schott-
flaschen in Dreifachbestimmung angesetzt 
(Abb. 1(5)). Die Anstellparameter für die-
se Fermentationen sind 30 Mio Zellen/ml 
Anstellzellzahl und eine Stammwürze von 
12 °P bei einer Temperatur von 27 °C. Hier-
bei werden täglich der Extraktabbau, Zellen 
in Schwebe sowie der pH-Wert gemessen. 
Die Temperatur mag vielen Brauern hoch er-
scheinen, ist für viele „Nicht-Saccharomyces-
Hefen“ jedoch optimal und bringt weiterhin 
hohe Konzentrationen an flüchtigen Aroma-
stoffen hervor. Diese Aromen werden nach 
abgeschlossener Fermentation von einem 
Panel geschulter Verkoster bewertet und 
beschrieben. Weiterhin werden Gärungsne-
benprodukte, Zuckerverwertung, pH-Wert, 
Ethanol-Konzentration sowie org. Säuren 
der fertigen Biere analysiert (Abb. 1 (6)). 

Abb 1.  Aufbau und Reihenfolge der verschiedenen Untersuchungen zur Charakterisierung 

von „Nicht-Saccharomyces-Hefen“ [7]
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Aus über 200 Stämmen sind so in den ersten 
Durchgängen der Versuche insgesamt 5 po-
tenzielle Stämme gefunden worden, welche 
weiterhin untersucht werden. 

Eine der untersuchten Spezies ist bereits 
aus der Weinherstellung bekannt. Torulaspo-
ra delbrueckii gilt als eine sehr osmotolerante 
Hefe, welche in der Weinherstellung für mehr 
„Fruchtigkeit“ in bestimmten Weinsorten 
eingesetzt wird [10]. Für den ersten Durch-
lauf  des Programms wurden 10 Stämme 
aus verschiedensten Habitaten und Stamm-
sammlungen gewählt (siehe Tab. 1).

lErgebnisse

Die untersuchten Stämme verwerteten bis 
auf  den Stamm T9 keine Maltose oder Mal-
totriose. Sie zeigten keine Sensitivität gegen-
über Hopfen, und alle Stämme – bis auf  T10 
und T6 – zeigten bis zu einer Ethanolkonzen-
tration von 8 % Wachstum. Der Phenolic-

off-flavour Test ergab, 
dass keine der Hefen 
diese bestimmte Fä-
higkeit zur Bildung 
der oben beschriebe-
nen Aromen besa-
ßen. 

Die Propagation 
bei Raumtemperatur 
erbrachte Zellzahlen 
im Bereich von 110-
180 Mio. Zellen/ml, 
welche Viabilitäts-
werte von 95,3 bis 
98.8 % aufwiesen 

(Farbstoff  Propidiumiodid). Eine Messung 
der Vitalität anhand des Acidification-power-
tests (AP) ergab eine gute bis sehr gute Vitali-
tät der Hefe bei Werten von 2,4-2,5 AP [11]. 

Die untersuchten Hefestämme zeigten 
während der Versuchsgärungen die anhand 
des ermittelten Zuckerspektrums vorherge-
sagten Gärverläufe (Abb. 2). Der Stamm T9, 
welcher als einziger die Verwertung von Mal-
tose und Maltotriose im vorhergegangenen 
Test zeigte, vergor innerhalb von 7 Tagen bis 
auf  einen Restextrakt von 5,1 °P. Alle ande-
ren Stämme zeigten nach zwei Tagen keine 
weitere Änderung des Extraktes, welcher zwi-
schen 9,8 und 10,8 °P lag. Die Zuckerverwer-
tung der einzelnen Hefestämme zeigten eine 
ca. 80-95-prozentige Verwertung von Glu-
cose, Fructose und Saccharose. T9 erreichte 
eine 94,8-prozentige Vergärung von Maltose 
sowie eine 58,9-prozentige Vergärung von 
Maltotriose. Die Ethanolkonzentration lag im 
Mittel bei 4 % vol. für die Biere vergoren mit 

T9 sowie zwischen 0,8 und 0,9 % vol. bei al-
len anderen Stämmen.

Die Bewertung der Verkostungen der 
verschiedenen Biere erfolgte anhand drei 
verschiedener Parameter sowie einer Akzep-
tanzverkostung. Die drei Parameter „Würze 
ähnlich“, „Fruchtig“, „Floral“ wurden den 
Verkostern vorgegeben und mussten von 0 - 8 
(0=geringe Wahrnehmung, 8= sehr starke 
Wahrnehmung) bewertet werden. Weiter-
hin wurde die Akzeptanz mit 1-5, wobei 1 
eine hohe Akzeptanz und 5 keine Akzeptanz 
darstellte, bewertet. T9 stellte sich auf  Grund 
hoher Werte bei „Fruchtig“ (8) und „Floral“ 
(7) und sehr geringen Werten bei „würze-
ähnlich“ (1) als favorisierter Stamm heraus. 
T13 zeigte trotz geringer Vergärung geringe 
„würzeähnliche“ Aromen. Die Fruchtigkeit 
von T17 wurde mit 6 Punkten, die von T13 
mit 5 Punkten bewertet. Bei allen anderen 
Stämmen überwogen die „würzeähnlichen“ 
Aromen und es konnte nur eine geringe Ak-
zeptanz der Biere festgestellt werden.

lFazit

Mit den Schritten des Programmes ist es 
möglich, eine Selektion vorzunehmen, 
um einen Hefestamm zu finden, der für die 
Fermentation von Würze zu Bier geeignet 
scheint [7]. Nach dem Durchlaufen des 
Programmes muss eine Optimierung der 
Bierherstellung mit dem entsprechenden 
Hefestamm anhand der Fermentationspa-
rameter Anstellzellzahl, Würze, pH-Wert, 
Fermentationstemperatur sowie Länge und 
Temperatur bei der Reifung und Lagerung 
vorgenommen werden.  ■

Abb. 2  Gärverläufe der untersuchten Stämme
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VERWENDETE HEFESTÄMME
 Spezies Synonym Herkunft Flokkulation

Torulaspora delbrueckii T6 Wein, Sorghum Leicht staubig

Torulaspora delbrueckii T9 Brandy Sehr staubig

Torulaspora delbrueckii T10 Unbekannt Leicht staubig

Torulaspora delbrueckii T11 Bier Leicht staubig

Torulaspora delbrueckii T13 Weißbier Leicht staubig

Torulaspora delbrueckii T15 Käse Sole Bruchhefe

Torulaspora delbrueckii T17 WYSC Leicht staubig

Torulaspora delbrueckii T18 CBS Leicht staubig

Torulaspora delbrueckii T19 DSM Leicht staubig

Torulaspora delbrueckii T20 CBS Leicht staubig
DSM = Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen. Braunschweig
CBS = Centrallbureau voor Schimmelcultures. Utrecht. Niederlande
WYSC/G = Weihenstephan Culture Collection of Yeast and Mould Strains, glycerol-stock. TU München. Freising

Tab. 1


