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Qualitatssicherung beginnt
el der Hefeanzucht

HEFE IN REINSTFORM | Die kontinuierliche Qualitit eines Bieres
héngt von vielen Faktoren ab. Neben den Rohstoffen Wasser,

Malz und Hopfen ist die Brauereihefe ein wichtiger Bestandteil,

der zum Gelingen eines qualitativ hochwertigen Bieres bei-

tragt. Das Forschungszentrum Weihenstephan fiir Brau- und

Lebensmittelqualitdat der TU Miinchen hat eine umfassende

Qualitatssicherung der Kulturhefeanzucht etabliert, die die hohen

Anspriiche eines Bierbrauers an eine Hefereinkultur erfiillen.

DAS INSTITUT BIETET cine Vielzahl
an Brauerei-, Brennerei-, Wein-, und Sekt-
hefen zum weltweiten Versand an. Ebenso
werden Bakterienstamme zur Herstellung
von alternativ fermentierten Getrdnken
oder zur biologischen Sduerung offeriert.
Tabelle 1 zeigt die verfiigbaren Fermentati-
onsorganismen, sowie deren taxonomische
und technologische Einordnung.

Es stehen im Bereich Hefereinkulturen
drei verschiedene Versandformen zur Ver-
figung, die individuell je nach Bedarf der
Brauerei geordert werden konnen: Reinkul-
turhefe auf Schriagagar, circa 10 ml Rein-
kulturhefesuspension auf steriler Watte
oder circa 500 ml Reinkulturhefesuspen-
sion in einer sterilen Aluminiumflasche.
Die Qualitétssicherung spielt wéihrend der
einzelnen Stufen der Hefepropagation eine
wichtige Rolle. Um eine optimale Reinkul-
tur, frei von bierschiddlichen Organismen
und anderen Begleitkeimen, zu gewéhrlei-
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sten, kommen diverse mikro- und moleku-
larbiologische  Untersuchungsmethoden
zum Einsatz. Abbildung 1 veranschaulicht
die Anzuchtzeiten der verschiedenen Hefe-
versandtypen und die Zeitpunkte der Quali-
tatssicherungsprobenahme.

I Absolute Keimfreiheit

Durch die Qualitdtssicherungsmatrix des
Forschungszentrums Weihenstephan

fiir Brau- und Lebensmittelqualitdt wird
festgelegt, wie Reinzuchthefen und Bakte-
rienkulturen und deren Anzuchtmedien
(z.B. Wiirze) und Versandbehéltnisse mit
Selektivmedien untersucht werden, um un-
erwiinschte Fremdorganismen (bierschad-
liche Bakterien, Fremdhefen, Begleitflora
wie z.B. Wiirzebakterien) nachzuweisen.
Reinzuchthefen und Bakterienkulturen
sollen hierbei stets frei von Fremdorganis-
men sein. Man spricht hierbei von absoluter
Keimfreiheit der Mikroorganismen der Star-
terkultur. In diesem Zusammenhang miis-
sen Reinzuchthefestimme, die verschie-
denen Arten angehoren (z.B. obergdrige
Brauereihefestamme der Art Saccharomyces
cerevisiae und untergédrige Brauereihefe-
stamme der Art Saccharomyces pastorianus
ssp. carlsbergensis), mit unterschiedlichen
Nahrmedien untersucht werden, um die
potenziell schadliche Flora nachzuweisen.
Gleiches gilt fiir Spezialhefen — die meist den
Nicht-Saccharomyces-Hefen angehoren —
und fiir Bakterienstarterkulturen. Ziel der
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Tab. 1 Verfiigbare Fermentationsorganismen und deren taxonomische und technologische
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Abb. 1 Anzuchtzeiten der verschiedenen Hefeversandtypen und die Zeitpunkte der Qualitats-

sicherungsprobenahme

Qualitétssicherungsmatrix ist eine reine
Starterkultur, die Kunden des Forschungs-
zentrums Weihenstephan fiir Brau- und
Lebensmittelqualitdt angeboten werden
kann.

Auf die einzelnen Uberpriifungsmetho-
den der Ndhrmedien, der Versandgefd3e der
Spezialhefen und Bakterienstimme wird
hier nicht weiter eingegangen, da im Rah-
men dieses Artikels der Blick auf die Quali-
tatssicherung der unter- und obergérigen
Brauereikulturhefen fokussiert werden soll.

Tabelle 2 verdeutlicht die aufwindige
Uberpriifung der Hefereinkulturen und de-
ren umfassende Untersuchungsmethoden.

INachweis von Fremdorganismen

Untergérige Brauereikulturhefen konnen
bei einer Temperatur von 37 °Cnicht wach-
sen. Der Grof3teil der Arten von wilden He-
fen und obergirige Brauereikulturhefen
vermogen bei dieser Temperatur zu wach-
sen [1, 3]. Wird untergirige Kulturhefe in
ein Hefe-Universalmedium wie z.B. Wiirze,
YPG, YGC oder YM inokuliert und dieses bei
37°C bebriitet, konnen — falls eine Konta-
mination vorliegt — wilde Hefen und ober-
girige Brauereikulturhefen nachgewiesen
werden (Tab. 2.1) [3].

Brauereikulturhefen konnen bei einer
Anwesenheit von tiber 200 ppm Kupfer-
sulfat (CuSO,) in einem Nédhrmedium nicht
wachsen. Der Grof3teil an wilden Hefen wird
von dieser Konzentration nicht gehemmt.
Somit ermdglicht ein Hefeuniversalmedi-
um (z.B. YM) mit einem Zusatz von 200
ppm CuS0, einen Nachweis von wilden He-
fen in unter- und obergérigen Brauereikul-
turhefen (Tab. 2.2)[2, 3, 7].

Das Uberimpfen der aktiven Reinzucht-
kulturen findet in 4 - 6-wochigem Turnus
statt. Zusétzlich zu den Fremdhefenachwei-
sen YM 37°C und YM + CuSO, werden die
frischen Chargen mittels Kristallviolettagar
(Saccharomyces-Fremdhefen),  Lysinagar
(Nicht-Saccharomyces-Fremdhefen)  und
EV-Bier (endvergorenes Bier -> Nachweis
ubervergirender Hefen) kontrolliert (Tab.
2.3)[8,9].

Mit dem vorevakuierten Ndahrmedium
NBB-Bouillon kénnen Pediokokken, Lakto-
bacillen und gram-negative Bierschadlinge
nachgewiesen werden [1]. Hierbei wird ein
Tropfen bzw. ein Tupfer der Reinzuchthe-
fe in ein NBB-Bouillon Rohrchen gegeben
(Tab. 2.4).

Die Hefe soll auch frei von anderen Be-
gleitorganismen (z.B. Woiirzebakterien,
Indikatorkeime) sein. Um Bakterien der
Begleitflora nachzuweisen, eignet sich das
Nadhrmedium Hefewasser. Bei der Untersu-
chung von Brauereikulturhefen mit Hefe-
wasser sollten keine Bakterien festzustellen
sein. Dieser Test ist ein Bestandteil der He-
fereinzuchtiiberpriifung, um eine absolute
Freiheit von Fremdkeimen in einer Rein-
zuchthefe zu gewéhrleisten (Tab. 2.5).

Die mikroskopische Kontrolle von Hefen
ist zwar als ungenau (geringe Nachweis-
grenze) und subjektiv (abhédngig von mi-
kroskopischer Erfahrung des Mitarbeiters)
einzustufen, jedoch unabdingbar, um einen
schnelleren Uberblick des mikrobiellen Sta-
tus der Hefereinkulturen zu erhalten. So
konnen z.B. grobe Produktionsfehler (par-
tikelhaltige Wiirzen, Begleitflora) schnell
vorevaluiert werden. Sind Fremdorganis-
men schon in der mikroskopischen Vorana-
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lyse zu sehen, ist die Hefe sofort zu verwerfen
(Tab. 2.6).

Frisch  propagierte = Reinzuchthefen
sollten moglichst viele lebende Zellen be-
inhalten bzw. sollte die Anzahl an toten
Zellen der Betriebshefen moglichst gering
sein. Mittels Methylenblaulosung konnen
tote Hefezellen identifiziert und prozentual
angegeben werden. Die Viabilitit der Hefen
sollte nicht unter 95 Prozent liegen (Tab.
2.7).

Schnellnachweis
mittels PCR

Die Ndhrmediennachweise 2.1-2.5 neh-
men bis zur Auswertung 3-7 Tage in
Anspruch. Um schon 2-4 h nach der QS-
Probenahme eine Aussage tiber den mikro-
biellen Status treffen zu konnen, werden am
Forschungszentrum Weihenstephan mo-
derne Polymerase-Chain-Reaction (PCR)-
Analysen parallel zum Kultivierungsansatz
durchgefiihrt. Es stehen Detektionssysteme
fiir obligat und potenziell bierschédliche
Bakterien und fiir ober- und untergirige

Hefen zur Verfligung. (Tab. 2.8-2.10) [3-
6]. Hefeproben konnen somit schnell und
zuverldssig auf ihre richtige Art-Zugeho-
rigkeit hin untersucht werden und zudem
konnen Spurenkontaminationen von bier-
schadlichen Bakterien und der ,falschen*
Brauhefeart (z.B. untergirig in obergirig
oder obergirig in untergirig) nachgewie-
sen werden [3-5]. Somit sind auch Ver-
wechslungen ober- und untergériger Hefen
und Impffehler kontrollierbar und aus-
schlie3bar.

Abb. 2 veranschaulicht die Auswertung
von Real-Time PCR Analysen zur Quali-
tatskontrolle der Reinzuchthefen, welche
am Forschungszentrum Weihenstephan
eingesetzt werden. Bild A in Abbildung 2
zeigt den Nachweis bierschéadlicher Bak-
terien, Bild B die Identifizierungskurve,
Bild C den Nachweis untergériger Hefen
und Bild D den Nachweis obergériger He-
fen. Wird nun zum Beispiel eine saubere
untergirige Reinzuchthefe S. pastorianus
ssp. carlsbergensis W 34/70 untersucht,
miissen die Kurven A negativ, B negativ, C
positiv und D negativ verlaufen. Somit ist

eine schnelle Reinheitskontrolle innerhalb
von vier Stunden moglich. Es ist noch zu
ergdanzen, dass dem Forschungszentrum
Weihenstephan weitere PCR-Nachweise
fiir u. a. wilde Hefen, Essigsdurebakterien,
Milchsdurebakterien,  Enterobacteriaceae
zur Verfligung stehen, diese jedoch nur im
Verdachtsfall bzw. fiir Chargenkontrollen
eingesetzt werden.

Differenzierung von Hefen auf
Stammebene

Neben den erwidhnten Methoden kann
auch eine Differenzierung von Hefen auf
Stammebene durchgefiihrt werden (sie-
he Abb. 3). Hierbei kommt die kombinierte
Methodik PCR-Kapillarelektrophorese zum
Einsatz. Abb. 3 zeigt exemplarisch, dass die
Kapillarelektrophorese-Bandenmuster von
Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis
W 34/70, W 59 und Saccharomyces cerevisi-
aeW 68, W B4 differenziert werden konnen.
W 34/70 und W 59 sind zwei untergérige
Bruchhefen, W 68 ist eine obergirige Wei-
zenbierhefeund WB4 isteine Brennereihefe.

I UNTERSUCHUNGSMETHODEN ZUR QUALITATSSICHERUNG DER HEFEREINKULTUREN

Kultivierungsmethoden

Nachweis von eI (LT wilden Hefen Fremdhefen Bakterien
charomyces Hefen
1. 2. 3. 4 5
Untersuchung 37°C Test=gehopfte YM +CuSO, KV, Lysin, EV s )
Wiirze (UG) (0G) (Chargenkontrolle) LR e OS]
Saccharomyces
pastorianus ssp. X X X
carlsbergensis
UG Hefen
Saccharomyces
cerevisiae X X X
0G Hefe
Mikroskopische Methoden Molekularbiologische Untersuchungen
Nachweis von Fremdorganismen toten Hefezellen Bakterien Hefeidentifizierung
Mikrosﬁ.opieren Viab7i.litét S - L
Untersuchung . PCR Screening PCR Saccharo- PCR Saccharo-
AL OIS DUteEicil g titce bierschadl. Bakt myces pastorianus myces cerevisiae
Fremdpartikel Zellen % ’ ’ ycesp ¥
Saccharomyces
pastorianus ssp. X X X X X
carlsbergensis
UG Hefen
Saccharomyces
cerevisiae X X X X X
0G Hefen
Tab. 2
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Abb. 2 Nachweis (A) und Identifizierung (B) bierschadlicher Bakterien am Beispiel Lactobacil-
lus brevis und Nachweis und Identifizierung von untergarigen Hefen/ S. pastorianus ssp. carls-
bergensis (C) und obergarigen Hefen/ S.cerevisiae (D) mittels Real-Time PCR Analytik

Diese Methodik eignet sich zur regelma-
Rigen Kontrolle der Stammidentitét. Weicht
das Bandenmuster vom stammspezifischen
origindren Bandenmuster ab, liegt eine
Kontamination mit einem weiteren Stamm
vor, oder der Stamm hat sich genetisch
verdndert. Das Forschungszentrum Wei-
henstephan arbeitet an einer Erweiterung
dieses Systems und an einer Referenzdaten-
bank von Kapillarelektropherogrammen.

IResiimee

Zusammenfassend wurde die Qualitétssi-
cherung fiir untergérige und obergérige
Brauereihefen in Auszligen dargestellt.
Fiir alle weiteren Mikroorganismen, die am
Forschungszentrum Weihenstephan ange-
boten werden, bestehen dquivalente Quali-
tatssicherungssysteme.

Die mikroskopischen, mikro- und mole-
kularbiologischen Methoden werden in der
Abteilung Mikrobiologie des Forschungs-
zentrums Weihenstephan, welche nach
DIN EN ISO/IEC 17025:2005 akkreditiert
ist, durchgefiihrt. [ |
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Abb. 3: Unterscheidung von Hefen auf Stammebene mittels
PCR-Kapillarelektrophorese an den Beispielen Saccharo-
myces pastorianus ssp. carlsbergensisW 34/70,W 59 und
Saccharomyces cerevisiaeW 68,W B4
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