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Einleitung

1 Einleitung

Die Bierbereitung ist eines der altesten biotechnologischen Verfahren, bei dem heutzutage
einzigartig traditionelle Verfahrensweisen mit modernsten Technologien verknilpft werden.
In Ubereinkunft mit dem Reinheitsgebot erfordert der Einsatz von Gersten- und Weizenmalz,
Wasser, Hopfen und Hefe als natirliche Rohstoffe eine komplexe Prozessfiihrung und
vollstindige Uberwachung, um ein konstantes Produkt von héchster Qualitit zu erzeugen.
Das Ziel der Brauereien muss dabei einerseits die Verbesserung von Qualitat und Stabilitat
des Produktes Bier sein und andererseits gewinnt die Rentabilitdt der Produktion durch
zunehmenden Kostendruck aufgrund von Globalisierung und Konsolidierung des Brausektors
an Bedeutung.

Die Sortenbeschaffenheit der Rohstoffe, die Sudhaustechnik sowie die Bereiche der
Filtration und der Abfilllung standen in der Vergangenheit oft im Vordergrund von
Forschungsarbeiten. Erst in den letzten Jahren ist die optimale Nutzung des
Mikroorganismus Saccharomyces cerevisiae in den Fokus der Brauwissenschaft gerlickt und
stellt eine der Herausforderungen der industriellen Bierbereitung dar. Denn die Hefe
Saccharomyces cerevisiae nimmt in den zentralen Prozessschritten der Propagation, der
Garung und der Reifung eine entscheidende Rolle ein. Die Gesamtheit der sensorischen und
chemisch-physikalischen Eigenschaften des Bieres wird maligeblich durch die
Stoffwechselprodukte der Hefe beeinflusst.

Erste Erfolge der Braubranche, die Hefe und ihren physiologischen Zustand im Sinne der
Bierbereitung besser zu nutzen, wurden mittels moderner Propagationsanlagen erreicht.
Aber nur mit einer vollstandig an die physiologischen Bediirfnisse der Hefe angepassten
Technologie lassen sich weitere Verbesserungen in den Bereichen Produktivitat, Bierqualitat
und Bierstabilitat erreichen. Eine zligige Hefemehrung zu Beginn der Garung, eine schnelle
und weitreichende Umstellung im Stoffwechsel im Hinblick auf eine effektive Verwertung
der vergarbaren Zucker, sowie eine reproduzierbare Bildung an Garungsnebenprodukten
sollten die zentralen Ziele eines modernen Hefemanagements sein. So kénnen u.a. die
vorhandenen Kapazitdten im Bereich der Gar- und Lagerkeller bestmdglich genutzt,
Investitionskosten gesenkt und Teile des kostenintensiven Energieeinsatzes fiir die Kiihlung
der Gar- und Lagertanks eingespart werden.

Fiir eine Optimierung des Hefemanagements und der Hefetechnologie muss jedoch der
physiologische Zustand der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen weitgehend
erfasst werden und der Einfluss der verschiedenen Prozessparameter auf die
Hefephysiologie bekannt sein. Vor allem der Sauerstoffeintrag bei der Propagation und
wahrend des Anstellvorgangs ist zwar unabdingbar fiir die Synthese von ungesattigten
Fettsdauren und Sterolen im Metabolismus der Hefe, aber die Versorgung wurde trotz der
enormen Bedeutung fur die Stabilitdit des Bieres hauptsdchlich nur an empirischen
Erfahrungswerten aus den resultierenden Gareigenschaften und Bierinhaltsstoffen
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orientiert. Eine an die Stoffwechselwege und Reaktionen des Hefemetabolismus adaptierte
Sauerstoffversorgung findet bis heute meist nicht statt. Dabei sind ca. 15% des Hefegenoms
direkt mit der Sauerstoffverfligbarkeit in der Umgebung verknlpft und steuern den
evolutiondr entwickelten Hefemetabolismus. Zusammen mit den negativen Eigenschaften
oxidativer Vorgange im Bereich der Bierstabilitdt ergibt sich daraus die wissenschaftliche
Fragestellung zum optimalen Einsatz von Sauerstoff fir die Hefe bei der Bierbereitung.

Um ein besseres Verstandnis der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen zu erlangen,
missen die entscheidenden Stoffwechselwege der Hefe identifiziert und deren Erfassung in
die Analytik implementiert werden. Dabei scheint der Knotenpunkt Acetaldehyd, an dem die
vermehrungs- und garungsphysiologischen Eigenschaften der Hefe miteinander verknipft
sind, von groRer Bedeutung fiir die Hefe unter brautechologischen Bedingungen zu sein.

Mit einer angestrebten Enzymaktivitaitsmessung der identifizierten Schllisselenzyme, als eine
direkte Methode zur Bestimmung von Stoffwechselaktivitdaten, und der flusszytometrischen
Analyse relevanter Inhaltsstoffe der Hefe soll eine umfassende Beurteilung des
physiologischen Zustands der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen erfolgen.
Zusammen mit den Ergebnissen aus den Routineanalysen der Garungstechnologie sollen als
Ziel dieser Forschungsarbeit die Steuerungsparameter bei Propagation und Garung optimal
an den physiologischen Zustand der Hefe angepasst und praxistaugliche Ansatze zur
Optimierung des zentralen Prozessschrittes der Garung erarbeitet werden.
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2 Stand des Wissens

2.1 Die Geschichte der Hefeforschung

Die gewollte Fermentation zu Bier und Wein geht weit Giber 6000 Jahre zuriick, aber Gber die
Ursachen und das Wesen der Alkoholischen Garung herrschte lange Unklarheit. Die Historie
der intensiven Hefeforschung begann erst gegen Ende des 17. Jahrhunderts. Antoni van
Leeuwenhoek erkannte 1680 kleine runde Gebilde in gdrenden Fllssigkeiten (Buchner, 1907;
Schierbeek, 1953). Es gelang ihm allerdings nicht, deren lebendige Natur zu erkennen.
Antoine de Lavoisier dokumentierte 1789 indes die substanziellen Verdanderungen der
Alkoholischen Garung. Er zeigte, dass bei der Weinfermentation aus Zucker Alkohol,
Kohlendioxid und Essigsdure entsteht. Doch erst die Experimente von Joseph Gay-Lussac
erbrachten die richtigen Verhaltnisse der Fermentationsprodukte. Und obwohl die
Summenformel von Glucose erst durch John Babtiste Dumas 1843 publiziert wurde, geht die
allgemeine Gleichung der Alkoholischen Garung auf Gay-Lussacs Veroffentlichung von 1815
zurlick (Barnett, 1998).

Formel 1: Allgemeine Gleichung der Alkoholischen Garung
CocH1206 — 2 C2HsOH + 2 CO>

Erst mit den Maoglichkeiten der Mikroskopie konnte die Hefe als lebender Organismus
identifiziert werden. 1836 bewies Charles Cagniard-Latour, dass die Hefe sich vermehrt und
Ursache der Fermentation des Bieres ist (Bulloch, 1938). In seinen folgenden
Untersuchungen entdeckte er zunehmende Zellzahlen wahrend der Garung und beschrieb
die Sprossung und die damit verbundenen Sprossnarben der Hefezellen. Cagniard-Latour
und F. T. Kiitzing gaben erste GréBRenmale an und beschrieben die Hefe als Kligelchen mit
einem Durchmesser von 6 bis 9 um. Ebenfalls Kiitzing vermutete, dass unterschiedliche
Arten von Fermentationen auf unterschiedliche Organismen zuriickzufihren seien. Der
deutsche Physiologe Theodor Schwann machte in seinen Experimenten die Infektion mit
Hefezellen Uber die Luft deutlich und erkannte die Notwendigkeit von
Stickstoffverbindungen fiir die Hefe. Seine Beschreibung der Hefe als Zuckerpilz stellte die
Grundlage fur die Namensgebung Saccharomyces cerevisiae durch Franz Meyen dar (Meyen,
1838). Zusatzlich wurden in dieser Zeit zum ersten Mal detailliert die Stadien der
Hefevermehrung beschrieben. Das Voranschreiten der Hefeforschung wurde allerdings 1839
u.a. durch die Aussagen der Chemiker Justus von Liebig und Friedrich Wéhler fur fast 20
Jahre unterbrochen, da sie die gewonnenen Erkenntnisse als unzutreffend verspotteten und
eigene Theorien zur ,chemisch-katalysierten” Alkoholischen Garung proklamierten (Barnett,
1998). Diese zwar unzutreffenden Aussagen stellten jedoch die Grundlage fiir die sich spater
entwickelnde Enzymatik dar. In der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts gelang es Louis
Pasteur und Pierre Eugéne Marcellin Berthelot die Mikrobiologie zu etablieren und erste
Ansatze zur Erforschung der Physiologie von Mikroorganismen zu finden. Pasteur, der
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urspriinglich ebenfalls als Chemiker seine Laufbahn begann, bekundete 1857 sein Interesse
an der Fermentation und versuchte, die Biologie mit der Chemie zu verknipfen. Die von
Pasteur postulierten vier Grundsatze fir die Erforschung der Fermentation sind vergleichbar
mit den Kochschen Postulaten von 1876 (Klein, 2009):

1. Optimale Bedingungen miissen geschaffen werden.

2. Einfachste Anaboliten bzw. Hilfsstoffe miissen gefunden werden.

3. Die Garungsorganismen mussen wahrend der Garung kontrolliert und konstant

gehalten werden.
4. Ein exakter Ablauf der vermutlichen Ursachen muss eine charakteristische
Fermentation bringen.

In seinen Veréffentlichungen von 1857 und 1858 widerlegte Pasteur die AuRerungen von
Liebig und Wédhler unter der Annahme, dass, wenn es sich um eine allein katalytische
Umsetzung der Zucker bei der Fermentation handelt, es keine Massenverluste geben diirfte,
dies aber der Fall sei. Er schlussfolgerte: , The Breakdown of sugar into alcohol and carbonic
acid is associated with a vital process (...) in which the sugar takes a direct part of the
material of the yeast globules” (Barnett, 2000). Weiterhin beschrieb er die Abnahme an
Ammonium in Zusammenhang mit der Phosphataufnahme und der Bedeutung der Zucker als
Kohlenstoffquelle wahrend der Fermentation und des Hefewachstums. Zusatzlich
beschaftigte sich Pasteur mit der Bildung von Glycerol und Succinat wahrend der
Fermentation. Zu diesem Zeitpunkt stellte er zwei Hypothesen gegeneinander, von denen er
keine bevorzugte. Entweder die Hefe nimmt den Zucker als Nahrstoff auf und gibt Alkohol
und CO, ab oder die bildet Hefe einen Stoff dhnlich wie Pepsin, der aulRerhalb der Zellen fiir
den Zuckerabbau verantwortlich ist, der bis dato jedoch in keiner garenden Flissigkeit
nachgewiesen werden konnte. Flir Pasteur war es von grofRer Wichtigkeit festzuhalten, dass
eine echte Fermentation an das physiologische Phdanomen geknlipft ist. Auch die
Forschungsergebnisse von Berthelot, in denen er 1860 die Invertase als Enzym und in seinen
Augen somit das ,Ferment” isolierte und die Aussagen Pasteurs in Frage stellte, wurden von
Pasteur mit dem Hinweis auf die Unzuldanglichkeit hinsichtlich der alkoholischen Garung und
damit der echten Fermentation zuriickgewiesen (Swain, 2008).

1861 veroffentliche Pasteur seine vermutlich bedeutendsten Forschungserbnisse in Bezug
auf die Zuckerverwertung der Hefe in An- und Abwesenheit von Sauerstoff. In diesem
Zusammenhang postulierte Pasteur 1863 die Begriffe ,,Aerob” und ,Anaerob” und teilte die
Mikroorganismen nach ihren Wachstumsbedingungen in zwei Gruppen. In seinen Versuchen
zeigte sich, dass die Hefe unter anaeroben Bedingungen sehr viel mehr Zucker umsetzt bei
gleichzeitig niedrigerem Hefewachstum als unter aeroben Bedingungen. Pasteur schrieb in
seinen Veroffentlichungen von einer 20fach hoheren Hefevermehrung unter aeroben
Bedingungen (Barnett, 2000). Lagunas fugte hinzu, dass dieses erhéhte Wachstum nicht
allein auf den respirativen Metabolismus des Zuckers zurlickzufiihren sei, sondern die Hefe
in der Lage ist, unter aeroben Bedingungen zusatzlich die Fermentationsprodukte, speziell
den Alkohol weiter zu verwerten. In diesem Zeitraum erarbeitete Reess 1870 in seinem Buch
die erste Taxonomie der Hefen und zusammen mit seinen Zeichnungen, die u.a. auch die
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Ascosporen der Hefen zeigten, wurde zum ersten Mal die sexuelle Vermehrung der Hefen
diskutiert. Die kontroversen Ansichten zwischen den Chemikern und Biologen hielten trotz
der gewonnen Erkenntnisse, nicht zuletzt aufgrund der von Berthelot gefundenen Invertase
an. Um die verschiedenen Definitionen des ,Ferments” auszurdaumen und ,Ferment”
eindeutig den Aktivitditen der Hefe bzw. allg. den Mikroorganismen zu zuordnen, fihrte
Wilhelm Kiihne 1878 den Begriff Enzyme ein. Dieser sollte sowohl die von der Hefezelle
exkretierten Substanzen, als auch die von anderen Organismen stammenden Katalysatoren
(Pepsin etc.) beinhalten (Fruton, 2002).

Nichts desto trotz war bis 1880 die Hefe und ihre physiologischen Eigenschaften nicht als
Grundlage der Fermentation vollstandig anerkannt. Die Untersuchungen zur enzymatischen
Aktivitat, die zum Teil von der Forschung der Mikroorganismen abgekoppelt waren, machten
ein Verstandnis der Zusammenhange schwierig.

In den folgenden 20 Jahren machte die Wissenschaft in allen Bereichen enorme Fortschritte.
In der Mikrobiologie und Biochemie wurden die ersten Verfahren zur Isolierung und Anzucht
von Reinkulturen durch den Mykologen Brefeld auf dem Gebiet der Schimmelpilze und
Bakterien mittels Verdiinnungsreihen und fester Nachweismedien erarbeitet. In seinen
Arbeiten postulierte Brefeld Grundsatze zur Herstellung von Reinzuchten fiir Pilze, die noch
heute weitgehend auf die Hefereinzuchten Ubertragbar sind (Brefeld, 1872).

1. Die Inokulation eines Mediums muss von einer einzigen Zelle in einer Lésung
ausgehen.

2. Die Keimfreiheit muss mikroskopisch tGberprift werden.

3. Das Medium muss optimale Nahrstoffbedingungen fiir das
Mikroorganismenwachstum mitbringen.

4. Das Nahrmedium sollte klar sein, um das Wachstum aus einer Spore und das
Heranwachsen Uberpriifen zu kénnen.

5. Die Kulturen missen sowohl vor Kontaminationen als auch vor eventuellem
Austrocknen geschiitzt werden.

Dieses Verfahren war noch nicht auf die wesentlich kleineren Bakterien Ubertragbar. Hierflr
entwickelte Lister 1878 erste Moglichkeiten mit geringen Probenmengen. Die wichtigsten
Errungenschaften hinsichtlich von Reinkulturen lieferte dann Robert Koch. Auch die bis heute
gebrduchlichen Techniken der Guss- und Ausstrichplatte gehen auf Koch und seine
Mitarbeiter aus dem Jahre 1883 zuriick. Unabhangig davon entwickelte Hansen 1883 eine
effektive Methode zur Gewinnung von Reinkulturen von Brauereihefen. Zu Beginn arbeitete
Hansen mit Verdiinnungen der Hefesuspensionen, die er unter dem Mikroskop auf einem
Deckglas auszdhlte. Nach dem Beimpfen eines Flissigmediums ging er davon aus, dass es
sich bei nur einer gewachsenen Kolonie am Flaschenboden um eine Reinkultur handeln
musste (Kodama, 2006). In der Folge setzte er zusatzlich Gelatine an den Deckglasern zur
Trennung der Mikroorganismen ein. Damit geht auch die heute verwendete
Objekttragermethode auf die Arbeiten von Hansen bei der Carlsbergbrauerei in Kopenhagen
zurick (Meussdoerffer, 2009).
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In dieser Zeit befasste sich Hansen ebenfalls mit auftretenden Qualitdtsproblemen bei der
Bierbereitung und konnte dies auf ein Isolat von Saccharomyces pastorianus zurlickfiihren.
Gleichzeitig isolierte er einen Stamm von Saccharomyces carlsbergensis, die die gewlinschte
Bierqualitat sicherstellte. Er legte damit den Grundstein fir die Nutzung einzelner
Kulturhefestamme fiir die Bierbereitung und dies war ein Meilenstein in der Produktion
kontinuierlich gleichbleibender Bierqualitat. Dieser von Hansen isolierte Hefestamm wurde
der Standard bei untergarigen Prozessbedingungen.

Insgesamt wurden so zwischen 1880 und 1990 ca. 130 verschiedene Hefen isoliert,
beschrieben und benannt. Aus heutiger Sicht lasst sich nur vermuten, dass es sich hierbei
wirklich um derart viele verschiedene Hefen gehandelt hat, oder Wachstumsbedingungen
und Mischkulturen die Anzahl der Isolate vortauschten (Barnett, 2001).

In den Jahren 1894 bis 1895 wurden von Emil Fischer die ersten Ergebnisse zum
Metabolismus der Zucker bei Hefen publiziert. Fischer war zu dieser Zeit der fiihrende
Wissenschaftler der organischen Chemie und der Kohlenhydratchemie. Besonders seine
Forschungen Uber die verschiedenen Zucker und deren Enantiomere brachten die
Voraussetzungen, um die Zuckerverwertung von Hefen zu untersuchen. Fischer und
Thierfelder berichteten Uber die Verwertung von Mannose, Fructose, Glucose, Galactose und
Maltose verschiedener Stamme und zeigten, dass nur die D-Enantiomere von der Hefe
verwertet werden konnen (Lichtenthaler, 1992). Zudem interpretierte Fischer seine
Erkenntnisse Uber die verschiedenen Zucker und die wissenschaftlichen Erkenntnisse tber
die Enzyme mit der heute noch giltigen und erwiesenen Annahme eines Schlissel-
Schlossprinzips (Lichtenthaler, 1994). Diese Annahme war an einige andere Aussagen
verschiedener Wissenschaftler dieser Zeit angelehnt und mit deren Auffassungen
verbunden. Ebenfalls wurde die Unfahigkeit von Pichia membranefaciens beschrieben, unter
Fermentationsbedingungen jegliche Art von Zuckern zu metabolisieren. Auch Anséatze fir die
Aufnahme und Verwertung der Maltose gehen auf die wissenschaftlichen Arbeiten dieser
Zeit zurick.

1908 lGbernahm Hansen mit Saccharomyces cerevisiae die Nomenklatur von Meyen fir die
hauptsachlich in der Ale-Produktion eingesetzten obergarigen Hefen. Mit der von Fischer
gefundenen unterschiedlichen Verwertung der Melibiose ist eine bis heute angewandte
physiologische Unterscheidung von ober- und untergéariger Hefe gefunden worden.

Die Wissenschaft machte in dieser Zeit enorme Fortschritte und so wurden Ende des
19. Jahrhunderts auch die ersten Ansatze fir ndhrstoffabhdngige Enzyminduktionen und zur
Ausstattung der Hefe mit Transportmechanismen der Membran erarbeitet. Frédéric Dienert
veroffentlichte 1899 und 1900 erste Studien zur Adaption der Hefe an verschiedene Zucker
als Kohlenstoffquellen (Barnett, 2002).

Eine der herausragenden wissenschaftlichen Arbeiten war 1897 die von Eduard Buchner fur
die er 1907 den Nobelpreis bekam. Er erreichte die zellfreie Garung durch Aufschluss der
Hefe und dem gewonnenen Zellsaft. Aus seinen Ergebnissen schloss Buchner das
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Vorhandensein einer gelosten Substanz, zweifellos ein Protein, und nannte dies Zymase als
Erreger der Alkoholischen Garung (Buchner, 1907). Die Zellbiologie als Bereich der
wissenschaftlichen Bemiihungen in dieser Zeit war hingegen weniger erfolgreich. Es wurden
zwar viele Anstrengungen mit Farbemethoden etc. unternommen, einzelne Zellorganelle zu
untersuchen, jedoch blieben die meisten davon ohne nennenswerte Ergebnisse. Erst ab
1950 mit der Einfliihrung des Phasenkontrastmikroskops und des Elektronenmikroskops
sowie der Konsolidierung der Biochemie, der Genetik und der Molekularbiologie konnten die
Zellorganelle, wie Mitochondrien, der Golgi-Apparat und das endoplasmatische Retikulum
fundiert analysiert werden (Barnett, 2002).

Van Dorsten machte 1947 elektronenmikroskopisch die Sprossnarben der Hefezellen in den
Zellwanden von Schizosaccharomyces pombe sichtbar. 1952 verdéffentlichten Northcote und
Horne ihre Ergebnisse zu den Bestandteilen der Zellwand. Sie bezifferten die Bestandteile
der Zellmembran mit 29% Glukan, 31% Mannan, 13% Protein und 8,5% Lipide (Northcote,
1952). Nachdem bereits mehrfach Chitin als Bestandteil der Zellwdande von Saccharomyces
cerevisiae und Saccharomyces pastorianus beschrieben wurde, konnte Cabib 1971 Chitin im
duBeren Ring der Sprossnarben mit ca. 1% der gesamten Zellwand identifizieren (Cabib,
1971).

Bereits Ende der 50er Jahre begannen die ersten Wissenschaftler den Zellzyklus der Hefe
genauer zu betrachten. Erster Anhaltspunkt fir Sylvén und Kollegen sowie Williamson und
Scopes waren die zeitgleiche Sprossung der Hefe bei dem Beimpfen von Nahrmedien. In der
Folge wurde erstmals eine Wachstumsphase der Hefezellen zwischen den Sprosszeitpunkten
beschrieben und die Vermehrung in mehrere Phasen der Zellteilung unterschieden. 1966
veroffentlichten Robinow und Marak Bilder von fixierten und mit Fuchsin und Giemsa
angefarbten Zellen bei der Teilung. In einer Veroffentlichung von 1974 zeichnete Hartwell,
der 2001 zusammen mit Nurse und Hunt den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin fir
ihre Forschungsarbeiten hinsichtlich des Zellzyklus erhielt, eine vollstandige Einteilung der
vier Vermehrungsphasen von Saccharomyces cerevisiae (Hartwell, 1974). Neben den Stadien
des Zellzyklus und dem Zellwandaufbau sind auch die einzelnen Zellorganellen mit den
modernen mikroskopischen Mdoglichkeiten untersucht worden. Die Anfange machte neben
vielen anderen Wissenschaftlern Miiller in Jena, der ab 1959 die einzelnen Zellorganellen in
den unterschiedlichen Wachstumsstadien zusatzlich filmte. In den folgenden Jahren sind
Erkenntnisse Uber die Funktion der Chromosomen und deren Verhalten bei der Teilung
ebenso hinzugekommen, wie die Erkenntnisse liber den Aufbau und die Funktionen der
Mitochondrien, des Golgi-Apparates und der Ascosporen (Barnett, 2002). Dieses
exponentiell zunehmende Wissen (iber die Zellbiologie und den Hefemetabolismus soll im
Folgenden fiir die in dieser Arbeit relevanten Themen detailliert beschrieben werden.
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2.2 Fiir die Hefeernahrung relevante Wiirzeinhaltsstoffe

Die Wirzezusammensetzung ist stets abhangig von den verwendeten Rohstoffen und der
angewendeten Technologie in der Herstellung. Das Brauwasser, die Glite und Beschaffenheit
des Hopfens und der Gerste sind zwar teilweise bereits beeinflussbar, aber dennoch fiihren
die umweltbedingten Schwankungen in Kombination mit dem Herstellungsprozess auch
innerhalb der Produktionschargen zu feinen Veranderungen der Konzentrationen und somit
der Zusammensetzung einzelner Wirzeinhaltsstoffe (Boulton, 2001). Bei normalen
Vollbierwiirzen liegt das Verhdltnis zwischen vergarbaren Zuckern wund den
Stickstoffverbindungen in einem gewissen Rahmen, der technologisch bedingt in eine
Richtung verschoben werden kann. Der Extrakt der Wirze besteht zu 90-92% aus
Kohlenhydraten und zu 4-5% aus Stickstoffverbindungen (Anderson, 2000). Als weitere
Woirzeinhaltsstoffe bilden die Mineralstoffe und Spurenelemente, sowie die Lipide, die
Vitamine und die Purine und Pyrimidine zusammen mit dem wahrend der Angarphase oder
im Prozess der Propagation dosierten Sauerstoff die Nahrstoffgrundlage fir den
Hefestoffwechsel (Narzifs, 1992).

Die Maltose nimmt bei den vergarbaren Zuckern mit ca. 60-65% den Hauptanteil ein. Der
Rest setzt sich aus Glucose, Fructose, Saccharose, Maltotriose, Maltotetraose und den
hoheren Dextrine zusammen. Ca. 25% der Kohlenhydrate der Wiirze sind fiir die Bierhefe
nicht zu verwerten. Neben einigen Monosacchariden (Arabinose, Xylose und Ribose), dem
Disaccharid Isomaltose, einigen Trisacchariden (Panose und Isopanose) und den R-Glucanen
besteht der nicht vergarbare Anteil zu 90% aus Dextrinen mit mehr als 4 Glucoseeinheiten.
40-50% davon sind Oligosaccharide mit 4-9 Glucoseeinheiten, und 50-60% sind hohere
Dextrine mit >10 Glucoseeinheiten (Boulton, 2001). Die Tabelle 1 zeigt die durchschnittliche
Zusammensetzung der wichtigsten Kohlenhydrate einer 12 °P Vollbierwiirze im Uberblick
(Narzif3, 1995).

Tabelle 1: Kohlenhydratzusammensetzung der Wiirze

Anteil [%] Konzentration [g/I]

Glucose 7-9 5-10
Fructose 1-2 1-2,5
Saccharose 2-4 2-4,5
Maltose 41-48 37-53
Maltotriose 11-13 9-14
Niedere Dextrine 6-12 5-13
Hohere Dextrine 19-24 17-26

Die 4-5% des Extraktes, die als Stickstoffverbindungen vorliegen, bestehen zu 85-90% aus
Aminosauren, kleineren Peptiden und Proteinen (Enari, 1974). Die Wirze kann bis zu 1200
mg/| Stickstoffsubstanzen enthalten. Im Durchschnitt betragen die Werte zwischen 700 und
800 mg/l. Der gesamt l6sliche Stickstoff besteht zu 20% aus Proteinen, 22% Polypeptide und
zu 58% aus Peptiden und freien Aminosauren. Neben den mittel- und hochmolekularen
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Fraktionen, die fiir den Schaum und die Vollmundigkeit von hochster Relevanz sind, spielen
fir die Hefen insbesondere die niedermolekularen Verbindungen eine entscheidende Rolle.
Lasst man die Ammoniumsalze aufgrund ihrer geringen Konzentration von max. 25-30 mg/|
(D ca. 10 mg/l) auBer Acht, sind vor allem die Aminosduren und einige Dipeptide fiir eine
ausreichende Hefeversorgung mit o-Amino-Stickstoff von zentraler Bedeutung. Die
Konzentration der freien Aminosauren betragt dabei 150-230 mg/| in einer Wiirze von 12 °P.
Die empfohlene Konzentration an freien Aminosduren liegt bei 150-200 mg/l, wenn
Sauerstoff den limitierenden Wachstumsfaktor ausmacht (Boulton, 2001). Ein Drittel bis die
Halfte der Aminosauren wird durch die Enzyme beim Maischen freigesetzt. Die restlichen ca.
50% kommen direkt aus dem Malz und werden wahrend des Malzungsprozesses gebildet.

Die Aminosduren lassen sich aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften in polare und
unpolare oder in basische, neutrale und saure Aminosauren unterteilen (Karlson, 1994). Fir
den Hefestoffwechsel unter brautechnologischen Bedingungen ist jedoch die Reihenfolge
der Assimilation der einzelnen Aminosdauren entscheidend. Hierbei kann eine
Unterscheidung in vier verschiedene Gruppen erfolgen. In der ersten Gruppe befinden sich
die Aminosauren Glutamin, Glutaminsdure, Arginin, Asparagin, Asparaginsdure, Serin,
Threonin und Lysin. Die Aufnahme dieser Aminosauren beginnt bereits wahrend der
Angarung. Die zweite Gruppe setzt sich aus Valin, Methionin, Leucin, Isoleucin und Histidin
zusammen. Die Aufnahme beginnt ebenfalls bereits zu Beginn des Garprozesses, ist aber
langsamer und setzt sich Uber die gesamte Garung kontinuierlich fort. Glycin, Phenylalanin,
Tyrosin, Alanin und Tryptophan bilden die dritte Gruppe. Deren Verwertung durch die Hefe
ist an die Aufnahme der ersten Gruppe gekoppelt. Erst nach der Aufnahme der Aminosauren
der ersten Gruppe durch die Hefe beginnt diese die dritte Gruppe der Aminosauren in den
Stoffwechsel einzuschleusen. Die Aminosaure Prolin, die in Proteine eingebunden mit flr die
kolloidale Stabilitdit des resultierenden Bieres verantwortlich ist, wird unter
brautechnologischen Bedingungen nicht von der Hefe verwertet und bildet aufgrund dessen
alleinstehend die vierte Gruppe. Der Gruppeneinteilung der Aminosdauren und die
Konzentrationen am Beispiel einer hellen Wiirze sind in der Tabelle 2 zusammengefasst
(Jones, 1969).

Tabelle 2: Die Aufnahme der Aminosauren und die Konzentrationen am Beispiel einer hellen Wiirze

Aminosauren Anteil Konzentration Aufnahme
verwertbarer [mg/100 ml]
AS [%]
Gruppe 1 Glu, Asp, Asn, Gin, 47 82 Sofortige und vollstandige
Ser, Thr, Lys, Arg Aufnahme
Gruppe 2 Val, Met, Leu, lle, Langsame aber
His 34 66 kontinuierliche Aufnahme
wahrend der ganzen Garung
Gruppe 3 Gly, Phe, Tyr, Try, Aufnahme erfolgt erst
Ala 24 47 nachdem die Gruppe 1
volistandig assimiliert wurde
Gruppe 4 Pro i 48 Wird von der Hefe nicht
verwertet
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Die Wiirze enthélt zusatzlich verschiedene Nukleinsduren und deren Abbauprodukte. 5,7-
6,4% des Gesamt-Stickstoffes bestehen aus Purinen und davon sind ein Drittel freies Adenin
und Guanin. Der Rest setzt sich aus Adenosin und Guanosin zusammen. Insgesamt machen
die Purine und Pyrimidine in Summe ca. 280-330 mg/I aus (Boulton, 2001).

Nur ein geringer Teil der im Malz vorliegenden Lipide gelangt in die fertige Ausschlagwiirze.
Jedoch spielen diese verfiligbaren Lipide eine wichtige Rolle hinsichtlich der Hefeernahrung,
stehen aber zugleich im Zusammenhang mit der Bildung geruchs- und geschmacksrelevanter
Substanzen im fertigen Bier (Gastl, 2006). Die Konzentrationen der in der Wirze
vorhandenen Lipide sind stark von den verwendeten Technologien bei der Wiirzebereitung
und den Rohstoffen abhdngig. Dabei haben sowohl die Schrotbehandlung als auch die
Lautertechnik einen groRen Einfluss. So schwanken die Werte zwischen 10-80 mg/| bei der
Verwendung eines Lauterbottichs und zwischen 10-25 mg/l bei der Nutzung eines
Maischefilters. Der Hopfen tragt zusatzlich zur Ausstattung der Wirzen an Lipiden bei
(Boulton, 2001). Hopfenpellets sind besonders reich an 18:3 Fettsdauren und somit mit
verantwortlich fiir die Konzentration an Linolensaure der Wiirze. Die freien und die in den
Triglyceriden veresterten Fettsduren machen den GroRteil der Lipide der Wiirze aus. Die
Tabelle 3 zeigt einen Uberblick der Lipide einer durchschnittlichen 12 °P Vollbierwiirze
(MacWillliam, 1968).

Tabelle 3: Konzentrationen der Wiirzelipide

Lipide Konzentration
[mg/1]
Freie Fettsduren (C4-C10) 0-1
Freie Fettsduren (C12-18) 18-26
Triacylglyceride 5-8
Diacylglyceride 0,2-0,5
Monoacylglyceride 1,6-18
Sterolester 0,1-0,2
Freie Sterole 0,2-0,4
Phospho- und Glykolipide 3
Kohlenwasserstoffe (Squalen) und Wachse 0,7
Freie Fettsdaureester 1,2-1,3

Die in der Wirze vorhandenen Schwefelverbindungen von ca. 90 mg/I unterteilen sich zu
60% in organische und 40% anorganische Verbindungen. Das anorganische Sulfat kommt
vorwiegend aus dem Brauwasser. Der organische Anteil stammt Uberwiegend von den
schwefelhaltigen Aminosduren Methionin und Cystein. Hinzu kommen Glutathion, Thiamin
und freies oder verestertes Acetyl-CoA als weitere biochemische Verbindungen. Der Gehalt
der Ubrigen Mineralstoffe ist weitestgehend durch das Brauwasser und das Malz bestimmt,
sodass die Mineralstoffzusammensetzung in Abhdngigkeit der Biertypen und Brauereien
starken Schwankungen unterworfen ist. Ebenfalls die wahrend der Fermentation in hoheren
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Konzentrationen durch die Hefe abgegebenen organischen Sauren sind, wie auch einige
Vitamine, bereits in der Wiirze vorhanden (Mandl, 1974).

11
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2.3 Biochemische Grundlagen der Enzyme

Enzyme wirken im Stoffwechsel als Katalysatoren von biochemischen Reaktionen und sorgen
fir eine effiziente Verwertung diverser Metaboliten. An sie sind die Anpassung an
wechselnde Habitat-Bedingungen, die Energiegewinnung und die Proliferation der
Mikroorganismen geknipft. Damit ist die grundsatzliche Bedeutung der Enzyme, die
Funktionsweise, sowie ihre Regulationsmechanismen ein maRgeblicher Teil der Biochemie
zum Verstandnis des Stoffwechsels von Mikroorganismen (Voet, 1994). Zusatzlich haben die
Eigenschaften der Enzyme und die Bandbreite ihrer katalysierten Reaktionen in den letzten
Jahren mehr und mehr zu diversen groBtechnischen Einsatzmdglichkeiten gefihrt. Auch im
Bereich der Bier- und Getrdankeherstellung hat die Enzymtechnologie, von dem direkten
Einsatz im Produktionsprozess bis hin zur additiven Reinigung, Einzug erhalten.

Enzyme sind meist globuldre Proteine mit einem mittleren molaren Gewicht zwischen 12000
und 1 Mio. Dalton. In der Zelle konnen Enzyme sowohl geldst als auch membrangebunden
vorliegen und wirken im Gegensatz zu chemischen Katalysatoren hochspezifisch. Sie kénnen
substratspezifisch, stereospezifisch und wirkungsspezifisch sein (Karlson, 1994; Brockhaus,
2003). Diese Spezifitaten der Enzyme fiihrten zu einer Klassifizierung in sechs Hauptgruppen
mit ihren Untergruppen, die abhdngig sind von der katalytischen Wirkung und somit von der
Struktur am aktiven Zentrum. Die gewdhnliche Benennung der Enzyme erfolgte durch das
Anhdngen der Nachsilbe ,-ase”. Die Nachsilbe wurde dabei entweder an den Namen des
Substrates oder einen Begriff, der die katalytische Wirkung des Enzyms beschreibt,
angehangt. Dies flihrte dazu, dass verschiedene Namen das identische Enzym beschrieben
und umgekehrt. Daraufhin wurde von der Internationalen Union flir Biochemie (IBU) eine
systematische funktionelle Klassifizierung und Nomenklatur anhand ihrer katalysierten
chemischen Reaktionen entwickelt. Jedes Enzym erhielt neben dem Trivialnamen einen
vierstelligen Zahlencode, die sog. Enzym-Commission (EC). Dabei steht die erste Zahl fiir die
Hauptgruppe des Enzyms und beschreibt den katalysierten Reaktionstyp (vgl. Tabelle 4)
(Voet, 1994; Deckwert, 1999).

Tabelle 4: Enzymklassifizierung nach dem Reaktionstyp (Voet, 1994)

Klassifizierung Typ der katalysierten Reaktion

1. Oxidoreduktasen Oxidation/Reduktion

2. Transferasen Transfer funktioneller Gruppen

3. Hydrolasen Hydrolysereaktionen

4. Lyasen Gruppeneliminierung zur Bildung von
Doppelbindungen

5. Isomerasen Isomerisierung

6. Ligasen Kovalente Bindungen, gekoppelt mit ATP-
Hydrolyse

Die zweite Zahl beschreibt die Unterklasse und die dritte die Unter-Unterklasse. Fiir die ADH
(EC 1.1.1.1) bedeutet dies, dass sie zur Gruppe der Oxidoreduktasen gehort. Die erste
12
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Untereinheit (EC 1.1.1.1) fasst dabei die Enzyme zusammen, die Reaktionen mit einer CH-OH
Bindung als Donator katalysieren. Die Enzyme der Unter-Untereinheit (EC 1.1.1.1) nutzen
dabei NAD" oder NADP" als Akzeptor. Die vierte Zahl (EC 1.1.1.1) ist die willkiirlich zugeteilte
Seriennummer des Enzyms innerhalb seiner Unter-Unterklasse (Dillmann, 2008).

Enzyme beeinflussen in ihrer Funktion jedoch nicht das Reaktionsgleichgewicht, sondern
beschleunigen  die  Reaktionsgeschwindigkeit durch  eine  Herabsetzung der
Aktivierungsenergie. Das Herabsetzen der bendtigten Aktivierungsenergie geschieht dabei
durch die Wechselwirkungen zwischen Substrat und Enzym. Diese Wechselwirkungen
konnen Uber Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-Waals-Krafte oder ionische Bindungen
entstehen. Wie andere Katalysatoren auch, gehen Enzyme unverandert aus Reaktionen
hervor (Belitz, 2001).

Eine vielfach gefaltete Polypeptidkette, an deren Aufbau 20 verschiedene Aminosduren
beteiligt sein kdnnen, bildet das molekulare Gerist eines Enzyms und stabilisiert das aktive
Zentrum, in dem die Substrate spezifisch gebunden werden. Dabei kdnnen die Enzyme aus
mehreren gleichen oder verschiedenen Untereinheiten aufgebaut sein (Darnell, 1994). Bei
konjugierten Enzym-Proteinen wird zusatzlich zwischen dem Apoenzym und den
entsprechenden Cofaktoren unterschieden, die zusammen das sog. Holoenzym bilden.
Cofaktoren kénnen Metallionen wie Zn** oder organische Molekiile — sog. Coenzyme — wie
NAD" sein. Manche Cofaktoren, z.B. NAD", binden nur voriibergehend an das Enzym, so dass
sie praktisch als Cosubstrate arbeiten. Andere Cofaktoren — sog. prosthetische Gruppen —
sind dagegen haufig Gber kovalente Bindungen dauerhaft mit dem Protein verbunden. Alle
Coenzyme werden durch die katalysierte Reaktion chemisch verandert, so dass diese in ihren
Ausgangszustand zuriickgebracht werden missen. Bei prosthetischen Gruppen kann dies nur
in einer bestimmten Phase der enzymatischen Reaktion geschehen. Die Regeneration fir
voriibergehend gebundene Coenzyme wie NAD" kann jedoch auch von einem anderen
Enzym katalysiert werden. Etwa 50% aller Enzyme benétigen Coenzyme bzw. Cofaktoren fiir
die Entfaltung ihrer katalytischen Wirkung (Voet, 1994).

Das aktive Zentrum lasst aufgrund seiner Flexibilitdt Konformationsanderungen zu, was fiir
die Substratbindung, die katalytische Reaktion und die Produktfreigabe von groRer
Bedeutung ist. Im Allgemeinen verlauft eine Enzymreaktion nach folgendem Prinzip:

Formel 2: Schematische Darstellung einer Enzymreaktion

E+S & ES o E+P

Hierbei bindet im ersten Schritt das Substrat (S) an das Enzym (E). Sie bilden den Enzym-
Substrat-Komplex (ES). Nach der katalysierten Reaktion tritt das Enzym (E) unverandert aus
der Reaktion aus und gibt das Produkt (P) frei. Proteine, die aufeinander folgende
Reaktionsschritte katalysieren, werden als Multi-Enzymkomplexe bezeichnet und bestehen
aus mehreren Enzymen als Untereinheiten (Dillmann, 2008).
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Jedes Enzym hat eine spezifische Reaktionsgeschwindigkeit. Dabei missen die
Reaktionsbedingungen im Bereich des Temperatur- und pH-Optimums liegen, um die
optimale Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen. Abhangig von Substratkonzentration und
Enzymmenge wird die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht, wenn alle vorhandenen
Enzyme als ES vorliegen. Liegt die Halfte der vorhandenen Enzyme als ES vor und die andere
Halfte als freies E, so ist % vmax, Oder auch die Halbsattigung erreicht. Wird die bei % vmax
vorliegende Substratkonzentration S betrachtet, so erhdlt man die fiir jedes Enzym
spezifische Michaelis-Menten Konstante (Ky) (Bisswanger, 2000; Buxbaum, 2007).

Vmax|— — — — — — — — —

Vmax

Km Substratkonzentration (S)

Abbildung 1: Ky,-Wert Ermittlung eines Enzyms

Wenn die Substratkonzentration den Ky-Wert eines Enzyms Uibersteigt, so wird das Substrat
bevorzugt durch ein Enzym, das einen hdheren Ky-Wert flr dieses Substrat besitzt,
umgesetzt. In der Hefezelle werden durch den Ky-Wert einzelner Enzyme Stoffwechselwege
reguliert. So besitzt zum Beispiel der PDH-Komplex einen weitaus geringeren Ky-Wert fiir
Pyruvat als die PDC. Ebenso wird der Acetaldehyd (bei hohen Konzentrationen) vorwiegend
Uber die ADH und weniger lber die ALDH des PDH-Bypasses abgebaut (vgl. Kap. 2.4.3)
(Pronk, 1996).

Die Expression der Enzyme im Hefestoffwechsel ist eine Antwort auf die vorherrschenden
dulleren Bedingungen. Der entscheidende Vorteil der Enzyme im Stoffwechsel der
Organismen ist die Moglichkeit, dass sie in ihrer Aktivitat reguliert werden kdnnen. Neben
der substratgesteuerten Regulierung in Abhangigkeit der Substratkonzentration existieren
weitere Mechanismen zur Regulierung der Enzyme. Hierbei sind kurzfristige und langfristige
Regulationsmechanismen zu unterscheiden. Kurzfristige Regulationsmechanismen sind
Mechanismen, die sich direkt auf die Enzymaktivitdt beziehen. Dabei ldsst sich zwischen der
kompetitiven, allosterischen und nicht-kompetitiven Hemmung unterscheiden (Campbell,
2000).

Unter der kompetitiven Hemmung eines Enzyms ist das Konkurrieren zweier Molekiile um
das aktive Zentrum zu verstehen, wodurch die Aktivitdt des Enzyms reguliert wird. Hierbei
handelt es sich einerseits um das Substrat und andererseits um einen Inhibitor, der das
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Enzym blockiert, aber nicht umgesetzt wird und vom Substrat in Abhéangigkeit des
vorliegenden Konzentrationsverhaltnis (Substrat <> Inhibitor) wieder verdrdangt werden
kann. Eine der kompetitiven Hemmung &dhnliche Regulation der Enzymaktivitat stellt die
Produkthemmung dar. Bei hohen Produktkonzentrationen kommt es oft zu einer Bindung
des Produkts an das Enzym, welche den Zutritt des Substrats verhindert. Tritt diese Form der
Hemmung bei einem Multienzymkomplex durch das Endprodukt ein, wird dies auch als
Feedback Inhibition bezeichnet. Bei der nicht-kompetitiven Hemmung, die fir die Regulation
im Stoffwechsel eine eher untergeordnete Rolle spielt, handelt es sich nicht um eine
Blockade des Enzyms durch einen Inhibitor. Der Inhibitor bindet indes an einer anderen
Stelle des Enzyms, so dass sowohl das freie Enzym als auch der Enzym-Substrat-Komplex
gehemmt werden kann (Wenzel, 1993).

Zuséatzlich existiert der Mechanismus der allosterischen Hemmung, der auf einer Anderung
der Raumstruktur des Enzyms beruht. Dabei bindet der allosterische Effektor (Substrat,
Cosubstrat, oder eine andere niedermolekulare Substanz) nicht direkt am aktiven Zentrum,
sondern reversibel an einer Untereinheit des Enzyms. Das aktive Zentrum wird daraufhin in
seiner Struktur derart verandert, dass die Substratbindung erschwert wird oder nicht mehr
stattfinden kann. Allosterische Effekte treten hauptsachlich bei Enzymen mit positiver
Kooperation auf, die somit nicht der Beziehung von Michaelis und Menten folgen (Voet,
1994; Karlson, 1994).

Eine Ubergeordnete Form der Regulation stellt die Interkonversion dar. Diese beruht auf der
reversiblen, vollstandigen Inaktivierung des Enzyms durch eine weitere enzymatische
Reaktion. Beispielsweise resultiert  eine aktivierende bzw. inaktivierende
Konformationsanderung aus einer Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung einer
Enzymuntereinheit.

Werden nicht die Enzymaktivitdten betrachtet, sondern die jeweiligen Enzymmengen, so
unterliegen diese langfristigen Regulationsmechanismen. Der Enzymgehalt einer Zelle ist
ebenso von der Abbaugeschwindigkeit wie von der Synthesegeschwindigkeit abhangig.
Somit ist die Steuerung beider Prozesse gleichermallen wichtig fiir die Kontrolle des
Stoffwechsels. Die Lebensdauer verschiedener Enzyme kann zwischen wenigen Minuten und
mehreren Tagen liegen. Dabei zeigen vor allem Enzyme an wichtigen metabolischen
Knotenpunkten eher kurze Halbwertzeiten, die scheinbar eng mit den katalytischen und
allosterischen Eigenschaften zusammenhadngen. Dies schafft fir die Zelle die Mdoglichkeit,
schnell und effizient auf Verdnderungen, z.B. in der Nahrstoffzusammensetzung, zu
reagieren (Voet, 1994).

Bei den langfristigen Regulationsmechanismen handelt es sich einerseits um die
Enzyminduktion sowie die Enzymrepression. Beide Mechanismen finden auf
Transkriptionsebene statt. Die Induktion beschreibt die Bildung katabolischer Enzyme in
Abhangigkeit der vorhandenen Nahrstoffe. Die sich daraus ergebenden Abbauprodukte der
Enzyme konnen dann in den Stoffwechsel einflielen und von der Hefe weiter verwertet
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werden. Die fir die Umsetzung der Nahrstoffe im Milieu nicht gebrauchten Enzyme werden
indes in ihrer Bildung unterdriickt. Mit der Anhaufung der Metaboliten des katabolischen
Stoffwechsels folgt die Expression der metabolischen Enzyme bei gleichzeitiger Repression
der katabolischen Enzyme. Andererseits stellt die irreversible Inaktivierung als spezifische
Proteolyse und somit den Abbau des Enzyms den endgiiltigen Verlust der Aktivitat dar
(Karlson, 1994; Voet, 1994, Campbell, 2000; Belitz, 2001).
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2.4 Der Hefemetabolismus

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist zu einem unschatzbar wertvollem eukaryontischen
Modellorganismus geworden, an dem viele wissenschaftliche Fragestellungen beantwortet
werden konnen. Grundsatzlich gehort die Hefe zu den chemoorganotrophen Organismen,
d.h. sie gewinnt ihre Energie und den fir den Zellaufbau notwendigen Kohlenstoff aus
organischen Verbindungen. Gleichzeitig gehort die Hefe zu den fakultativen Anaerobiern und
legt damit die Grundlage zum Einsatz in der Brauerei (Schlegel, 1992).

Auch fiir den Brauer stellt die Hefe einen zentralen Punkt der Forschung dar. Der Einfluss der
Hefe auf die Bierqualitat und Bierstabilitat ist unumstritten, doch der mogliche Umfang zur
Einflussnahme Gber den Mikroorganismus Hefe ist bis heute nicht vollstandig erfasst (Narzif,
1995; Boulton, 2001; Tenge, 2004; Back, 2005; Kunze, 2007; Annemtdiller, 2008). Dies kann
nur mit einem umfassenden Verstandnis der Stoffwechselwege, die bei der Bierproduktion
in den Prozessschritten der Propagation und Garung aktiv sind und deren Einflussparameter
erreicht werden. Doch unter brautechnologischen Bedingungen unterliegt der
Hefestoffwechsel besonderen Herausforderungen. Die zwischen aerob und anaerob
wechselnden Bedingungen und die Wiirzezusammensetzung nehmen hier maligeblichen
Einfluss. Hinzu kommen die an die Hefe in den Abschnitten der Garung, der Reifung und der
Lagerung geknipften unterschiedlichen Anspriiche des Brauers.

Grundsatzlich lasst sich der Hefestoffwechsel in Abhdngigkeit der Zielsetzung oder der
Stoffgruppen im Kernbereich einteilen. So kann der Abbau organischer Verbindungen zur
Energiegewinnung und der darauf basierende Aufbau komplexer Molekiile zur Biosynthese
in die katabolischen und die anabolischen Reaktionen unterteilt werden. Dabei stellen die
katabolischen Stoffwechselwege aus dem Kohlenhydrat- und dem Fettstoffwechsel die
Grundlage der Energiegewinnung dar. Die anabolischen Stoffwechselwege sind im
Kohlenhydrat-, Protein- und Fettstoffwechsel verankert und bilden die Grundlage fiir den
Baustoffwechsel und die Bildung der Reservestoffe Glykogen, Trehalose und Neutrallipide
(Annemdiller, 2008).

Die einzelnen katabolischen und anabolischen Stoffwechselwege sind jedoch Uber viele
Knotenpunkte miteinander verknipft, und jede Veranderung im Stoffwechsel als Reaktion
auf veranderte Umgebungsbedingungen hat Verschiebungen im gesamten Metabolismus
der Hefe zur Folge (Anderson, 2000; Boulton, 2001; Annemiiller, 2008). Die sich (iber
Jahrtausende der Evolution ausgebildeten hochst effizienten und komplexen Strukturen
machen eine Erfassung der einzelnen Teilbereiche und deren Einfluss auf die Bierproduktion
besonders schwierig. Die Abbildung 2 stellt die umfassenden Zusammenhdnge und
Quervernetzungen des Hefestoffwechsels unter brautechnologischen Bedingungen dar.
Ausgehend von den bedeutsamsten Wiirzeinhaltsstoffen und deren Aufnahme sind die im
Brauprozess relevanten Reaktionsabschnitte, die wichtigsten Intermediarprodukte sowie die
Bildung der fir die Bierqualitat mitentscheidenden GNP zusammengefasst.
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Relevante Stoffwechselwege der Hefe
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Abbildung 2: Die relevanten Stoffwechselwege der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen

Aus Sicht des Brauers steht der Abbau der vergarbaren Kohlenhydrate zu CO, und Ethanol im
Vordergrund. Dabei werden die Zucker von der Hefe (iber die Glykolyse [1] und die
Alkoholische Garung [2] als Teil des Kohlenhydratstoffwechsels metabolisiert (vgl. Kapitel
2.4.1 und 2.4.3). Gleichzeitig stellt der Acetaldehyd als Intermedidrprodukt des
Garungsstoffwechsels einen der wichtigen Knotenpunkte zum Baustoffwechsel der Hefe dar.
Das fiir die im Cytosol stattfindende Synthese von gesattigten und ungesattigten Fettsauren
und Sterolen [5] essentielle Acetyl-CoA kann unter brautechnologischen Bedingungen nur
Uber den Stoffwechsel des sog. PDH-Bypasses [3] generiert werden (vgl. Kapitel 2.4.5). In der
Abbildung sind ebenfalls die Schliisselenzyme (PDC, ADH, ALDH und ACS), die im Rahmen
dieser Forschungsarbeit zur Charakterisierung des physiologischen Zustandes beitrugen und
ihre Stellung in den Reaktionswegen aufgezeigt.

Der anabolische Teil des Kohlenhydratstoffwechsels umfasst vor allem die Bildung der fiir die
Ausstattung der Hefe wichtigen Reservestoffe [4]. Des Weiteren stellt die
Proteinbiosynthese [6], die auf dem Aminosaurestoffwechsel [7] und dem
Schwefelstoffwechsel [8] basiert, die Grundlage fiir die Proliferation der Hefezellen dar. Die
Bildung der hoheren Alkohole [9], der VDK [10] und der Ester [11] wahrend der Garung und
der Reifung sind dabei eng mit der Hefevermehrung und den Reaktionen des
Baustoffwechsels verknlipft, so dass die Auswirkungen gednderter Prozessbedingungen und
eventuelle Abweichungen vom gewiinschten Aromaprofil auch lGber die Konzentrationen der
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GNP bestimmt werden konnen (Voet, 1994; Karlson, 1994, Van den Berg, 1996; Pronk, 1996;
Filkweert, 1996, Boulton, 2001; Verstrepen, 2003; Back, 2005, Kunze, 2007; Annemiiller,
2008) (vgl. Kapitel 2.7.1).

Anhand von im Detail erweiterten Ausschnitten der Abbildung 2 werden in den
nachfolgenden Kapiteln die relevanten Bereiche des Hefestoffwechselwegs genauer
beschrieben werden.

2.4.1 Kohlenhydratabbau unter optimalen Bedingungen

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist unter optimalen Na&hrstoffbedingungen bei
Anwesenheit von Sauerstoff in der Lage, verschiedene Kohlenstoff- bzw. Energiequellen
aerob Uber die Glykolyse, den Citratzyklus und die Atmungskette zu verwerten. Hierbei
entstehen bei vollstandiger Oxidation neben den Edukten H,0 und CO, 38 Mol ATP pro Mol
Glucose. Die so gewonnene Energie schafft die Basis zur Erhaltung des Stoffwechsels und zur
Neusynthese von Zellbestandteilen fir die Fortpflanzung (Narzif3, 1995).

Im Kohlenstoffwechsel der Hefe unterliegen jedoch die Aufnahme und die Verwertung der
verschiedenen Kohlenhydrate bestimmten Regulationen. Dabei steht aus Sicht der Hefe
immer eine moglichst hohe Energieausbeute im Vordergrund der Zuckerassimilation. So
stellen die Monosaccharide, insbesondere die Glucose, die effizientesten Kohlenstoffquellen
fir ihren Metabolismus dar. Deshalb werden auch in der Brauerei zu Beginn der Propagation
und der Garung die Hexosen Glucose und Fructose von der Hefezelle aus der Wirze
aufgenommen. Diese gelangen in Abhdngigkeit des Konzentrationsgradienten Gber Diffusion
oder erleichterte Diffusion in die Zelle und kénnen in den Kohlenhydratabbau einflieRen
(Lagunas, 1993).

Erst mit Abnahme der Glucosekonzentration im Medium kommt es zur einer Aufnahme und
Verwertung zur Verfligung stehender Di- und Trisaccharide. Diese Mehrfachzucker bediirfen
in der Regel eines aktiven, energieabhidngigen Transportsystems (Permeasen) durch die
Zellmembran und werden dann im Cytosol der Zelle mittels spezifischer Glucosidasen in ihre
monomeren Bestandteile gespalten. Auch unter brautechnologischen Bedingungen ist diese
Form der Glucoserepression der beteiligten Enzyme zur Umsetzung der in der Wirze
vorliegenden Maltose und Maltotriose fiir ein befriedigendes Garergebnis entscheidend.
(vgl. Kapitel 2.4.2). Eine Sonderstellung bei der Aufnahme der Wirzezucker stellt das
Disaccharid Saccharose dar. Die Saccharose wird bereits durch das in der Plasmamembran
gebundene Enzym Invertase (P-Fructofuranosidase) in ihre Bestandteile Glucose und
Fructose zerlegt, die dann ebenfalls direkt in die Zelle diffundieren kénnen (Narzif3, 1995).

Die Glykolyse als erster Schritt des Kohlenhydratabbaus stellt sowohl unter aeroben als auch
unter anaeroben Bedingungen mit einem Energiegewinn von 2 Mol ATP ausgehend von der
Glucose den ersten Schritt des Kohlenhydratabbaus dar (vgl. Kapitel 2.4.3). Die Glykolyse
kann in drei Abschnitte unterteilt werden und umfasst 10 enzymkatalysierte
Reaktionsschritte. Die Reaktionen lassen sich in die Glucose-Phosphorylierung und Glucose-
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Spaltung, die Substratkettenphosphorylierung und die Pyruvat-Bildung unterteilen (P.
Karlson, 1994; Voet, 1994; Pronk, 1996; Fernie, 2004). Die Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht
Uber die ersten fiinf Reaktionsschritte des Kohlenhydratabbaus der Hefe bis hin zur Bildung
des Glycerinaldehyd-3-phosphats.

Glucose-Phosphorylierung und Glucose-Spaltung

G-6-P-
Isomerase
Glucose N Glucose-6-phosphat | Fructose-6-phosphat
ATP ADP
Phosphofructo- ATP
Glycerinaldehyd-3-phosphat Kinase NS App
Triosephosphat-

Isomerase Fructose-1,6-bisphosphat

Dihydroxyacetonphosphat

Abbildung 3: Umwandlung der Hexose in 2 Molekiile Triosephosphat wihrend der Glykolyse

Zu Beginn der Glykolyse finden einerseits eine 2fache Phosphorylierung mittels ATP und
andererseits eine Isomerisierung der Glucose zu Fructose-1,6-bisphosphat statt. Somit
handelt es sich in der Startphase der Glykolyse um eine energiezehrende Aktivierung der
Glucose. Im Anschluss katalysiert die Aldolase die Spaltung der Fructose-1,6-bisphosphat in
Glycerinaldehyd-3-phosphat und Dihydroxyacetonphosphat. Die resultierende Ketotriose
und Aldotriose stehen lber die Enol-Form im Gleichgewicht, das zu 96% auf Seiten der Keto-
Form liegt. Die angebundene Triosephosphat-Isomerase ist allerdings aufgrund ihrer hohen
Umsatzraten in der Lage, das weiter in der Glykolyse bendétigte Glycerinaldehyd-3-phosphat
aus Dihydroxyaceton zu jedem Zeitpunkt in ausreichender Konzentration bereit zu stellen (P.
Karlson, 1994; Voet, 1994; Narzifs, 1995; Pronk, 1996; Fernie, 2004). Neben der Rolle als
Intermedidrprodukt der Glykolyse ist die Ketotriose gleichzeitig Ausgangsstoff fiir die Bildung
von Glycerol im Hefestoffwechsel, das u.a. eine groRe Bedeutung fiir die Vollmundigkeit des
Bieres hat (vgl. Kapitel 2.4.7).

Das Glycerinaldehyd-3-phosphat wird im folgenden Reaktionsschritt durch die
Glyceralphosphat-Dehydrogenase unter Verbrauch von NAD" wiederum phosphoryliert. Fiir
die Ausrichtung des Hefestoffwechsels ist die Aufwendung von NAD" an dieser Stelle von
entscheidender Bedeutung und wird im Zusammenhang mit der Alkoholischen Garung in
Kapitel 2.4.3 detailliert besprochen (Bakker, 2001). Die Abbildung 4 zeigt die
Substratkettenphosphorylierung im Uberblick.
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Substratkettenphosphorylierung

Glyceralphosphat-
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
V(Glyceral-s\{pholsaphas N 3-Phosphoglyceroyl-1-phosphat

P, NAD* NADH+H'

ADP
Phosphoglycerat- <
Kinase ATP

3-Phosphoglycerat

Abbildung 4: Die Substratkettenphosphorylierung wahrend der Glykolyse

Erst bei der durch die Phosphoglycerat-Kinase katalysierten Umwandlung von 3-
Phosphoglyceroyl-1-phosphat zu 3-Phosphoglycerat ist es der Hefe moglich, das bis dahin
eingesetzte ATP zu regenerieren. Die zwei zur Phosphorylierung von Glucose zu Fructose-
1,6-bisphosphat bendtigten ATP werden nun aufgrund der zwei zu Verfligung stehenden
Triosen im letzten Schritt der Substratkettenphosphorylierung zurlickgewonnen.

In den anschlieBenden Reaktionsschritten (8-10) findet der eigentliche Energiegewinn der
Glykolyse statt. Nach der Umwandlung von 3-Phosphoglycerat tber 2-Phosphoglycerat zu
Phosphoenolpyruvat bildet die Hefe mit Hilfe der Pyruvat-Kinase das Endprodukt der
Glykolyse in Form von Pyruvat. In diesem Reaktionsschritt wird freies Phosphat auf ADP
Ubertragen. Die Abbildung 5 zeigt die Reaktionsschritte der Pyruvat-Bildung und die
Generierung von ATP (Postma, 1989; Karlson, 1994; Voet, 1994; Narzif3, 1992; Pronk, 1996;
Filkweert, 1996; Fernie, 2004).

Pyruvat-Bildung

Phosphoglycerat-
Mutase

3-Phosphoglycerat 2-Phosphoglycerat

Pyruvat v Phosphoenolpyruvat
ATP  ADP

Abbildung 5: Die Pyruvatbildung zum Ende der Glykolyse

Sowohl das Pyruvat als auch das Phosphoenolpyruvat bilden nicht nur im
Energiestoffwechsel wichtige Knotenpunkte. Beide Intermedidrprodukte sind als o-
Ketosauren zusatzlich Grundbausteine fiir die Synthese von Aminosauren und Vorlaufer von
GNP im Stoffwechsel der Hefe (vgl. Kapitel 2.4.4 und 2.2.7).
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Die im respirativen Stoffwechsel (Atmungsstoffwechsel) angeschlossene Umsetzung des
Pyruvats zu Acetyl-CoA, die anschliefende Verwertung im Citratzyklus und die vollstandige
Oxidation des Woasserstoffes in der Atmungskette spielen unter brautechnologischen
Bedingungen mit einem Anteil von ca. 2-3% des Gesamtkohlenhydratumsatzes eine eher
untergeordnete Rolle. Aufgrund eines wahrend der Bierbereitung vorliegenden
Stoffwechselphanomens, dem s.g. Crabtree-Effekt, ist die hier normalerweise stattfindende
biologische Knallgasreaktion fast ganzlich unterdriickt (s. Kapitel 2.4.2). Dennoch kommt
einigen Intermediarprodukten des Citratzyklus (c-Ketoglutarat, Succinyl-CoA und Oxalacetat)
eine grolle Bedeutung zu (Boulton, 2001). Diese fungieren einerseits als Substrate fur den
Baustoffwechsel der Hefe und andererseits beeinflusst die Abgabe der organischen Sauren
den pH-Wert und die Rezenz und somit die Qualitdt des fertigen Bieres. Zudem wadre aus
Sicht des Energiegewinns der Hefe ein vollstandiger Abbau, welcher in Abbildung 6
dargestellt ist, zu bevorzugen.

Citratzyklus und Atmungskette

Pyruvat-
Dehydrogenase

Pyruvat N Y Acetyl-Coenzym A

CoA-SH NAD'* NADH+H' €O,
NADH+H* u-Ketoglutarat
0, /
Atmungskette —

Cltratzyklus
N A

—> Succinyl-CoA
ATP €O, H,0 FAD""'"'* w

GTP Oxalacetat

Abbildung 6: Umsetzung des Pyruvats iiber den Citratzyklus und die Atmungskette

Im ersten Schritt katalysiert die PDH die irreversible oxidative Decarboxylierung des Pyruvats
zu Acetyl-CoA, bei der CO, abgespalten und CoA-SH angelagert wird. Unter optimalen
Bedingungen wirde die Elektronentransportkette in der Mitochondriummatrix das in der
Glykolyse und im Citratzyklus gewonnene NADH+H" und FADH+H" nutzen, um die darin
gebundene Energie zur Bildung von ATP freizusetzen. So kénnen aus den entstandenen 10
NADH+H®, dem FADH+H" und dem GTP mit Hilfe des erzeugten H'-lonen-Potentials im
extramitochondrialen Raum durch die ATP-Synthase insgesamt 36 Mol ATP pro Mol Glucose
in der Atmungskette generiert werden (Karlson, 1994; Voet, 1994, Fernie, 2004).
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2.4.2 Brautechnologisch relevante Stoffwechselphidnomene

Das Stoffwechselsystem von Mikroorganismen ist stets abhdngig von den im Habitat
vorliegenden und verfiigbaren Nahrstoffquellen. Vor allem die Kohlenstoffquellen als
Energielieferanten und Grundbausteine organischer Verbindungen besitzen ausgepragte
Regulierungsfunktionen im Stoffwechsel der Hefe.

Wird, aufgrund der Na&hrstoffzusammensetzung oder der daraus abgeleiteten
Abbauprodukte (Kataboliten), die Expression von Stoffwechselkomponenten unterdriickt,
werden diese Phanomene als Katabolitrepressionen bezeichnet (Belitz, 2001). Die ersten auf
eine Katabolitrepression zurlickzufiihrenden Stoffwechselphdanomene wurden anhand der
Glucose beschrieben. Die hochst effiziente Energieausbeute im Hefemetabolismus dieses
monomeren Kohlenhydrats tragt dazu bei, dass die Hefe ihren Stoffwechsel auf dessen
Verwertung fokussiert und die Ubrigen Kohlenhydratquellen der Wiirze bis zum
weitgehenden Verbrauch der Glucose unterordnet (Wills, 1990).

Dabei spielt die friihzeitige Verwertung der Maltose als Hauptbestandteil der vergarbaren
Zucker in der Bierwiirze eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Gardauer und einem
weitgehenden Erreichen des EVG. Damit die Maltose allerdings in den Kohlenhydratabbau
einflielen kann, muss sie mittels einer spezifischen Permease in die Zelle eingeschleust
werden. Diese Form des aktiven Transports der Maltose in die Hefezelle ist mit einem
Energieaufwand verbunden. Erst dann kann die durch die Maltase katalysierte hydrolytische
Spaltung in ihre monomeren Bestandteile erfolgen (Serrano, 1977; Loureiro-Dias, 1984;
Chang, 1989). Fir die Maltosespaltung sind in Saccharomyces cerevisiae insgesamt 5
unabhangige MAL Loci erforderlich. Jeder dieser Loci verfigt Gber drei Strukturgene, die die
Maltase, den Maltase Transporter/Permease und ein positives Regulator-Protein codieren
(Cohen, 1984; Dubin, 1985; Hong, 1986; Chow, 1989). Bis auf das Regulatorgen, welches
konstituiv transkribiert wird, unterliegen die beiden anderen der Glucoserepression und der
Maltoseinduktion. Die Fructose und die Saccharose tragen neben der Glucose zur
Reprimierung dieser Gene bei (Entian, 1997).

Unter brautechnologischen Bedingungen ist jedoch vor allem eine besondere Form der
Katabolitrepression, die ebenfalls erstmals anhand der Glucose beschrieben wurde, von
enormer Bedeutung. Dieses Stoffwechselphdanomen, der s.g. Crabtree-Effekt, spielt fiir die
Hefe in der Brauerei eine entscheidende Rolle und stellt die Grundlage zur fermentativen
Umsetzung der Bierwiirze in der Brauerei dar (De Deken, 1966; Barford, 1979; Postma,
1989).

Der Crabtree-Effekt beschreibt dabei in erster Linie den auch unter aeroben Bedingungen
stattfindenden Garungsstoffwechsel, sobald die Zuckerkonzentration im Medium einen
spezifischen Grenzwert lberschreitet. In Gegenwart von Glucose tritt der Crabtree-Effekt bei
einem Grenzwert von 0,1 g/l ein. Jedoch |Iasst sich die resultierende
Stoffwechseleinschrankung auch auf die anderen Kohlenhydrate der Wiirze Ubertragen, so
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dass unter brautechnologischen Bedingungen die Voraussetzung zum Eintreten des
Crabtree-Effekts immer erfillt wird (Van Urk, 1989; Annemiiller, 2008).

Dieses Stoffwechselphdnomen hat seinen Ursprung in der Repression der Atmungskapazitat
und der mitochondrialen Funktionen. Es wird davon ausgegangen, dass die
Cytochromoxidase der Atmungskette durch die entsprechenden Zuckerkonzentrationen in
ihrer Funktion gehemmt ist. Dies hat weitreichende Konsequenzen und Umstellungen im
Hefestoffwechsel zur Folge. Die unter optimalen Bedingungen in der Atmungskette
vollstindige Oxidation der in der Glykolyse und im Citratzyklus reduzierten Coenzyme NAD*
und FAD® ist somit unterdriickt (Barford, 1979). Dies fiihrt zu Stdrungen im
FlieRgleichgewicht des als Energietransporteur eingesetzten Coenzyms NADH + H'. Im
Kohlenhydratkatabolismus kommt es daraufhin zur Anhdufung und somit zu einem
,Rickstau” dieses Intermedidrproduktes im Citratzyklus (Van Urk, 1990; Bakker, 2001). Die
Hefe ist damit nicht mehr in der Lage diesen Zyklus kontinuierlich aufrecht zu erhalten.
Jedoch missen fiir den anabolischen Stoffwechsel bendétigte Substrate weiterhin aus diesem
System zu Verfiigung gestellt werden. Der stiandige Abzug von Intermedidrprodukten aus
dem Citratzyklus wird liber anaplerotische Reaktionen unabhangig von dem durch die PDH
katalysierten Acetyl-CoA reguliert. Somit ergibt sich im Bereich der Mitochondrien ebenfalls
ein Uberangebot von Acetyl-CoA und als Folge eine Endprodukthemmung der PDH, da die
Hefe nicht in der Lage ist das entstandene Acetyl-CoA weiter zu verwerten (s. Kapitel 2.4.5).
Daraufhin steigt auch der Pyruvatpool innerhalb der Hefezelle und um den glykolytischen
Fluss und die Energieversorgung aufrecht zu erhalten, flieBt das Pyruvat in den Abbau der
Alkoholischen Géarung (s. Kapitel 2.4.3) (Rieger, 1983; Verduyn, 1990; Van den Berg, 1995;
Pronk, 1996).

Nicht nur im Bereich des Kohlenhydratstoffwechsels treten solche Effekte auf. Auch die
Aufnahme der Stickstoffsubstanzen unterliegt bestimmten Abhéangigkeiten. So wird davon
ausgegangen, dass die Aufnahme der verschiedenen Aminosauren der Wiirze sowohl von
den geringen Konzentrationen der Ammoniumsalze als auch von den eigenen
Konzentrationen in der Wiirze abhangig ist. Daraus ergeben sich Unterschiede in der
Aufnahmegeschwindigkeit (vgl. Kapitel 2.2) (Hordk, 1997).
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2.4.3 Die Alkoholische Garung

Die Alkoholische Garung ist sowohl fur die Brauer und Winzer als auch fir die in den letzten
Jahren stark gewachsene Produktion von Bioethanol der maRgebliche Stoffwechselweg der
Hefe. Lange stand die Alkoholische Garung allein fir die Moglichkeit der Energiegewinnung
von Mikroorganismen unter anaeroben Verhaltnissen. Jedoch sollten mit Hinblick auf den
unter aeroben Bedingungen auftretenden Crabtree-Effekt und der Tatsache existenter
,Crabtree-Negativer” Mikroorganismen auch die evolutiondren Vorteile dieses Systems
bericksichtigt werden (Postma, 1989; Verduyn, 1990; Van Urk, 1989). Einerseits gelingt es
der Hefe durch den hohen glykolytischen Fluss, der bei einem fermentativen Stoffwechsel
moglich ist, das Angebot an Kohlenstoffquellen schnell zu minimieren. Andererseits spielen
die Zwischen- und Endprodukte Acetaldehyd, CO, und Ethanol eine entscheidende Rolle.
Diese tragen zu den vorhandenen Selektionseigenschaften eines Milieus gegentiber
konkurrierenden nicht fakultativ anaeroben, alkoholempfindlichen Mikroorganismen bei.
Ebenfalls kann der pH-Wert aufgrund erhohter Ausscheidungen von organischen Sauren und
Wasserstoffionen schnell in einen weiter selektiven Bereich verschoben werden, der auch
das Wachstum moglicher pathogener Keime unterdriickt. Damit erreicht die Hefe
Saccharomyces cerevisiae, die in der Lage ist das gebildete Ethanol bei nachfolgenden
aeroben Bedingungen wieder als Kohlenstoffquelle zum Aufbau von Zellsubstanzen zu
nutzen, deutliche Wachstumsvorteile gegeniiber anderen Mikroorganismen (Postma, 1989;
Piskur, 2006).

Neben den evolutiondren Vorteilen der Alkoholischen Garung kommt der anaeroben
Umsetzung der vergarbaren Kohlenhydrate zu Acetaldehyd unter Abspaltung von CO, und
der nachfolgenden Reduktion zu Ethanol eine enorme Bedeutung im Energie- und
Baustoffwechsel der Hefe zu. Das bei der Glykolyse entstandene NADH + H* kann unter den
gegebenen Bedingungen nicht Uber die Atmungskette oxidiert werden. Doch ohne dessen
,Regeneration” konnte die Hefe die bereits mit 2 ATP pro Mol Glucose minimierte
Energiegewinnung nicht aufrechterhalten (Bakker, 2001).

Der katabolische Abbau der vergarbaren Wirzezucker erfolgt nach eventueller
hydrolytischer Spaltung, wie im Falle der Maltose durch die MAL, in der ersten Stufe
unabhangig von der Sauerstoffverfligbarkeit Gber die in Kapitel 2.4.1 beschriebe Glykolyse.
Das Endprodukt der Glykolyse stellt dabei das Pyruvat dar. Im Stoffwechsel der Hefe
konkurrieren bei einem Wachstum auf zuckerhaltigen Medien drei Enzymsysteme um dieses
Substrat. Erstens besteht die unter brautechnologischen Bedingungen untergeordnete
Moglichkeit der oxidativen Decarboxylierung zu Acetyl-CoA, durch die im Mitochondrium
lokalisierte PDH, welche den Ubergang zum respirativen Stoffwechsel darstellt. Zweitens
kann das Pyruvat zu Oxalacetat carboxyliert werden, dessen zusatzliche Rolle als Substrat fiir
die Aminosduresynthese im Zusammenhang mit dem Stickstoffstoffwechsel der Hefe in
Kapitel 2.4.4 beschrieben wird (Holzer, 1957; Kresze, 1981; Filkweert, 1996).
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Die dritte Moglichkeit stellt die irreversible Decarboxylierung des Pyruvat zu Acetaldehyd
dar. Damit wird sowohl die Alkoholische Garung eingeleitet als auch die Grundlage der
Hefevermehrung in den Prozessen der Propagation und der Garung geschaffen. Die
Abbildung 7 zeigt die Zusammenhange der fiir die Hefe relevanten Stoffwechselwege des
Kohlenhydratabbaus unter den in der Brauerei vorherrschenden Bedingungen.

Relevante Stoffwechselwege der Hefe Kohlenhydratmetabolismus

Maltose
Glukose

o= P RS
-

Glukose - L Maltose

Ethanol
Glykolyse
| 2ATP
NADH, Pyruvat -

e mm e E T
- =
=" =%

\\‘
Acetaldehyd ©  SSsmeeooo__oo====T

ALDH Cytosol
Acetat “ ACS . Acetyl-CoA |\ [

Acetaldehyd e

(erleichterte) Diffusion

Aktiver Transport Katabolischer Stoffwechsel

Abbildung 7: Die relevanten Stoffwechselwege des Kohlenhydratmetabolismus

Der erste Reaktionsschritt der Alkoholischen Garung wird durch das Tetramer PDC (E.C.
4.1.1.1) mit einer molekularen Masse von 240 kDa und vier fast identischen Untereinheiten
katalysiert. Jede dieser Untereinheiten ist mit einem fir die katalytische Funktion
essentiellen permanent gebundenen ThDP Coenzym und einem Mg-lon gekoppelt.
Insgesamt sind drei Strukturgene fiir die Codierung der PDC im Hefegenom bekannt
(Kellermann, 1986, Hohmann, 1991). Das Enzym ist aber nicht nur unter anaeroben
Bedingungen  aktiv, sondern auch bei Sauerstoffverfligbarkeit und einer
Glucosekonzentration unter 0,1 g/l (Konzentrationsgrenze des Crabtree-Effekts)
mitverantwortlich fir die Bereitstellung des Acetyl-CoA Uiber den PDH-Bypass als Basis fiir
die Lipidbiosynthese (Filkweert, 1996).

Die katalytische Wirkung der durch Glucose induzierten PDC wird allosterisch Giber das
Substrat Pyruvat reguliert und maRgeblich durch intrazellulares Phosphat beeinflusst
(Boiteux, 1970). Die Expression der PDC korreliert mit der Funktion des Zellwachstums und
der Garkapazitat von Saccharomyces cerevisiae. In Versuchen zu den Auswirkungen
verschiedener Kohlenstoffquellen (u.a. Ethanol, Glucose) auf die Expression der
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Strukturgene in Saccharomyces cerevisiae konnte in allen Ansitzen die Transkription der
Pdc1-mRNA nachgewiesen werden. Bei glucosehaltigen Medien und bei einem Wechsel von
nicht-vergarbaren Kohlenstoffquellen auf Glucose konnte zusatzlich eine verstarkte
Expression und eine Anreicherung von Pdc1-mRNA festgestellt werden (Boles, 1993). Um das
Vorhandensein anderer Gene zu untersuchen, wurden Versuche mit PDC-Mutanten, deren
Pdcl Gen vollkommen entfernt wurde, gemacht. Diese zeigten zwar keine Inaktivitat der
PDC, aber es wurde eine um bis zu 80% geringere Aktivitat festgestellt. Auch der Gehalt an
geléstem Sauerstoff im Medium spielt fiir die PDC-Aktivitat eine groBe Rolle. Die Aktivitat
der PDC nimmt jedoch mit zunehmender Sauerstoffkonzentration ab, was vor allem zum
Zeitpunkt des Anstellens mit hohen Glucosekonzentrationen eine entgegengesetzte
Stoffwechselreaktion bedeuten wiirde (Weusthuis, 1994, Filkweert, 1996).

Aus Sicht der Hefe ist die nachfolgende Ubertragung der Wasserstoffionen auf das
Acetaldehyd essentiell. Die damit verbundene Regeneration von NADH+H" zu NAD" schafft
die Grundlage zur Aufrechterhaltung des glykolytischen Flusses und der Energiegewinnung
durch die Glykolyse (Bakker, 2001). Die durch die ADH (E.C. 1.1.1.1) katalysierte Bildung von
Ethanol sichert damit das Uberleben und die Vermehrung der eigenen Hefepopulation.
Sogleich haben die gebildeten Stoffwechselprodukte CO,, Acetaldehyd und Ethanol einen
groRen Anteil an den Qualitditsmerkmalen des resultierenden Bieres. Fir den
Elektronentransport im aktiven Zentrum der ADH sind festgebundene Zn-lonen
verantwortlich (Leskovac, 1976). Diese sind zusammen mit den Bindungsstellen fir das
Coenzym in den vier identischen Untereinheiten mit einer molekularen Masse von 36 kDa
lokalisiert (Eklund, 1987). In Saccharomyces cerevisiae sind drei fir den
Ethanolmetabolismus relevante ADH-lIsoenzyme (Adhl, Adh2 und Adh3) nachgewiesen.
Dabei hat die konstitutive, im Cytosol lokalisierte Adh1 aufgrund ihrer verstarkten Expression
unter anaeroben Bedingungen und bei Anwesenheit von Glucose die groRte Bedeutung fiir
die Hefe wahrend der Fermentation und macht den grofSten Teil der Aktivitdt der Isoenzyme
aus. Die Adh2, welche fiir die Dissimilation von Ethanol zu Acetaldehyd zustandig ist, und die
mitochondriale Adh3 unterliegen unterdes einer Glucoserepression (Young, 1985; Ciriacy,
1997; Leskovac, 2002).
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2.4.4 Der Stickstoffstoffwechsel

Eine ausgewogene Zusammensetzung von Zuckern und Stickstoffquellen hat bei der
Fermentation in der Getrankeindustrie aufgrund der enormen Bedeutung fiir den
Hefemetabolismus einen beachtlichen Einfluss auf die weitreichende Vergarung und die
Produktqualitat. Der Stickstoffstoffwechsel der Hefe ist auch im Prozess der Bierbereitung
von zentraler Bedeutung. Neben den aus diesem System resultierenden GNP sind meistens
die vorhandenden Stickstoffquellen der limitierende Faktor bei der Fermentation durch
Saccharomyces cerevisiae (Manginota, 1998, Mendes-Ferreira, 2007). In der Natur kommt
Stickstoff in den verschiedensten Formen und Komplexitdten vor. Dabei spielt er als eines
der Hauptelemente in vielen Makromolekilen von Organismen eine entscheidende Rolle
und bildet im Hinblick auf die erforderliche Menge neben dem Kohlenstoff einen
Hauptnahrstoff. Der Aufbau und die Integration der Transportproteine in den
Zellmembranen, die Synthese von Enzymsysteme fiir die Stoffwechselreaktionen und die
Bereitstellung von DNA-Bausteinen basieren auf den unterschiedlichsten stickstoffhaltigen
Verbindungen und machen die Versorgung mit kompatiblen Stickstoffquellen zu einem
zentralen Punkt bei der Ausstattung und dem physiologischen Zustand der Hefe (da Cruz,
2003; Batistote, 2006).

Die de-novo Synthese und Aufnahme von Aminosdauren sowie deren De- und
Transaminierung sind unter brautechnologischen Bedingungen eine der wichtigsten
Grundlagen fiir die anabolischen Reaktionen der benétigten Proteinstrukturen. Die daraus
aufgebauten EiweilRkorper sind bedeutende Faktoren =zur Aufrechterhaltung der
Lebensfunktionen der Zelle und machen zwischen 35% und 60% der TrS der Hefe aus
(Annemdiller, 2008).

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist in der Lage, eine groRe Bandbreite an
Stickstoffquellen zu verwerten. Dabei stellen Amide, Aminosduren und Peptide mogliche
Lieferanten fir den Stickstoffbedarf dar, wobei die strukturelle Komplexitat dieser
Verbindungen einen grolRen Einfluss auf den Hefemetabolismus hat. Die Ausstattung der
Bierwiirze mit ihren Aminosduren, Peptiden, Proteinen, Purinen und Pyrimidinen ist ein
typisches Beispiel fiir eine komplexe Umwelt und hat dementsprechend eine Vielzahl von
Wechselwirkungen im Hefestoffwechsel zur Folge (Batistote, 2006)(vgl. Kapitel 2.2).

Die Reaktionen der Hefe auf die Nahrstoffzusammensetzung beeinflusst neben den
Gareigenschaften die Interaktion zwischen Stickstoffstoffwechsel und
Kohlenhydratstoffwechsel, aus dem ebenfalls Kohlenstoffgeriiste fiir die Biosynthese
bereitgestellt werden. Allerdings kdnnen bestimmte o-Ketosduren wohl nur Uber die
entsprechenden Aminosdauren gewonnen werden. Deshalb kdénnen vor allem die
Aminosduren der Wirze nach den essentiellen Eigenschaften der resultierenden o-
Ketosdauren im Hefemetabolismus klassifiziert werden. Die Kohlenstoffgeriiste von Lysin,
Histidin, Arginin und Leucin scheinen nur Uber die Aufnahme zu Verfligung zu stehen. Ein
Mangel an diesen Aminosauren konnte sich indes negativ auf die Hefephysiologie und somit
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die Bierqualitdt auswirken. Des Weiteren ist die Synthese der Seitenketten von lIsoleucin,
Valin, Phenylalanin, Glycin, Alanin und Tyrosin aus dem Kohlenhydratstoffwechsel mit
fortscheitender Garung unterdriickt (Pierce, 1987; Boulton, 2001).

Der erste Schritt zur Nahrstoffversorgung ist der Transport in die Zelle und wird durch den
zelluldaren Bedarf und die sich oft schnell wechselnden Umgebungsbedingungen reguliert.
Die Aminosaureverwertung und damit auch die Gareigenschaften der Hefe sind somit in
erster Linie von den Aufnahmefdhigkeiten abhangig. Wie alle Organismen hat auch die Hefe
molekulare Kontrollmechanismen entwickelt, die durch Sensoren die Induktion und
Repression von Schliisselsystemen regulieren und eine konstante Versorgung sicherstellen.
Gleichzeitig sorgt dieses Netzwerk dafir, dass auch unter Nahrstoffmangel eine
ausreichende Versorgung mit Proteinvorldufern sicher gestellt ist.

Die Verwertung der sekundaren Stickstoffverbindungen bendtigt spezifische katabolische
Enzyme und Permeasen. In der Hefe existieren auffallend viele Transportsysteme mit hoher
und niedriger Affinitdt, welche spezifisch fir einige Aminosduren oder kleinere Gruppen
sind, die strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen. Zusatzlich gibt es ein allgemeines System,
das die meisten Aminosauren transportieren kann. Dabei kann die Aufnahme auch gegen
das Konzentrationsgefille durch einen sekundiren H*-Symport erfolgen. Die Aminosduren
werden Uber die entsprechenden Transportproteine singular gerichtet aus dem Substrat in
die Zelle aufgenommen. Der eindimensionale Fluss kann auch bei einem Austausch fir
andere Aminosduren fir max. 10 bis 20% der gespeicherten Aminosdauren umgekehrt
werden. Dies ist sowohl durch die Speicherung der Aminosaduren in den Zellkompartimenten
(Vakuolen und Mitochondrien), als auch durch irreversible Transportmaoglichkeit begriindet
(Hordk, 1997).

Wie im Bereich des Kohlenhydratstoffwechsels existieren auch innerhalb des
Stickstoffmetabolismus Mechanismen zur Regulation der entsprechenden
Transportsysteme. Ein Teil der Transportsysteme ist stark reguliert durch die Qualitat der
Stickstoffquellen. Der Rest ist konstitutiv und reagiert nicht wesentlich auf Veranderungen in
der Stickstoffzusammensetzung der Umwelt. Dabei kann zwischen der transkriptionalen
Repression durch Stickstoff-Kataboliten, die auch induktiven Charakter haben kénnen, und
der Stickstoff-Kataboliten-Inaktivierung auf der posttranskriptionalen Ebene unterschieden
werden (Batistote, 2006). Gleichzeitig ist die Inhibition der Systeme vom Isoelektrischen
Punkt der Aminosaduren abhangig und dndert sich bei einem pH-Wert von 5,5 von sauren zu
basischen Aminosaduren. Die bevorzugten Stickstoffquellen der Hefe sind Ammonium,
Asparagin und Glutamin. Glutamin ist dabei essentiell fiir die Synthese von Nucleotiden und
diversen Aminosauren (Hordk, 1997). Die feste Regulierung der Proteine, die mit der
Aufnahme und dem Metabolismus dieser Stickstoffsubstanzen verknipft sind, zeigt die hohe
Affinitdt der Hefe zu diesen N&hrstoffquellen. So wird z.B. bei Vorhandensein von
Ammonium oder Asparagin im Nahrmedium die Aufnahme und Verwertung von Prolin,
Allantoin und y-Aminobuttersaure reprimiert. Dabei haben die in der Wirze ohnehin nur in
geringen Konzentrationen vorliegenden Ammoniumsalze allerdings negativen Einfluss auf
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die Hefevermehrung und die Gérintensitdt. Hohere Biomassenertragsfaktoren zeigen die
Hefen zumindest bei der Anwesenheit von Glucose bei der Versorgung mit Aminosauren.
Ula4p ist allerdings der einzig bekannte durch Stickstoff-Kataboliten reprimierte und durch y-
Aminobuttersaure induzierte Aminosauretransporter, der auf molekularer Ebene studiert
wurde. Dies zeigt die noch unzureichende Klarung der Wechselwirkungen bei der Aufnahme
und Verwertung der Aminosduren auch unter brautechnologischen Bedingungen (Hordk,
1997).

Die Anwesenheit von Glucose kann die H'-lonen-Transporter, die mit dem
Aminosauretransport gekoppelt sind, um ein vielfaches steigern und wird zusatzlich durch
Kalium verstarkt. Die Regulierung und Stickstoffassimilation sind vor allem unter
Wachstumsbedingungen enorm ausgepragt. Die Stickstoffverarmung im Medium ist einer
der Hauptgriinde fir das Ende der Wachstumsphase unter Fermentationsbedingungen. Aber
auch wahrend der stationdaren Phase ist die Anwesenheit von Kohlenstoffquellen fir die
Funktionsfahigkeit der Transporter essentiell. Dabei liegt in der stationaren Phase, in der das
Hefewachstum eigentlich abgeschlossen ist, eine besonders grofle technologische
Bedeutung, da hier die hochste Zuckerverwertung stattfindet. Eine effektive
Maltoseverwertung und damit die Moglichkeit, einen hohen EVG und eine entsprechende
Ethanol-Produktion zu erreichen, ist nur bei der ausreichenden Versorgung der Hefe mit
Aminosauren moglich (Manginota, 1998, Mendes-Ferreira, 2007).

Die Populationsdichte im Medium hat ebenfalls einen bedeutenden Einfluss auf den
metabolischen Prozess der Hefe und die Transportsysteme der Aminosduren. Die Aktivitat
der Transporter kann bei sinkenden Zellkonzentrationen in Abhangigkeit der
Kultivierungsbedingungen und des Hefestammes bis zu 200fach héher liegen. Dies wirkt sich
auch auf die Fermentation von Glucose und Maltose aus, die in direktem Zusammenhang
mit den verfligbaren Stickstoffsubstanzen steht.

Unklarheit besteht Uber die Bedeutung von kleineren Peptiden als Hefendhrstoff in
Zusammenhang mit der Bierbereitung. Zwar sind verschiedene Peptid-Transportsysteme in
der Literatur beschrieben, die aber gleichzeitig bis auf die generellen Peptidpermeasen auch
eine Rolle im Transport der Aminosduren lGbernehmen (Boulton, 2001). Die von der Hefe
verwertbaren Di- und Tripeptide werden nicht vorab hydrolysiert und die Aufnahme ist nicht
an freien a-Aminostickstoff und eine terminale Carboxylgruppe gebunden. Die Aufnahme ist
dabei ebenfalls an vorhandene Kohlenhydratquellen gekoppelt und wird auch durch die
primar bevorzugten Stickstoffquellen reguliert, aber auch durch Aminosauren in geringer
Konzentration im Medium induziert.

Auch die Aminosauren werden wohl in bedeutendem Umfang intakt von der Hefezelle
aufgenommen. Der Verwertung vorgeschaltet ist eine Sammlung der Aminosauren in einem
dulReren Pool, in dem eine Anreicherung stattfindet. Je nach Anforderung werden die
Aminosauren zu einem innerliegenderen Pool weitergeleitet, der eine konstante Grole
beibehalt. Im Zellinneren werden die Aminosduren entweder direkt in die neu zu
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synthetisierenden Proteinstrukturen eingebaut oder durch katabolische Deaminierung zu
Ammonium und zum Aufbau von Glutamat nach entsprechender Transaminierung
umgesetzt und nachfolgend zu den bendtigten Aminosdauren umgewandelt (Anderson, 2000;
Annemdiller, 2008). Ammonium und Glutamat sind die Hauptabbauprodukte, die durch die
Glutamatdehydrogenase ineinander Uberfiihrt werden kénnen. Glutamat und das daraus
unter ATP-Verbrauch synthetisierte Glutamin scheinen die ultimativen Stickstoffquellen fir
die Biosynthesewege zu sein. Dabei dienen nicht nur die Kohlenstoffgeriiste der
deaminierten  Aminosdauren als  Bausteine, sondern auch die aus dem
Kohlenhydratstoffwechsel stammenden Zwischenprodukte in Form von a-Ketosauren. Die
Abbildung 8 zeigt die Zusammenhdnge im Aminosaurestoffwechsel der Hefe. Die
nachfolgend in diesem Kapitel beschriebenen Reaktionsschritte im Schwefelstoffwechsel der
Hefe zur Generierung der schwefelhaltigen Aminosduren sind ebenfalls graphisch
dargestellt.

Relevante Stoffwechselwege der Hefe Stickstoffstoffwechsel
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Abbildung 8: Der Stickstoff- und Schwefelstoffwechsel der Hefe

Aufgrund der Transaminierungsreaktionen der Hefe, die am Beispiel von Threonin und
Isoleucin in der Abbildung detailliert dargestellt sind, scheint die Bestimmung der gesamten
Menge an assimilierbarem Stickstoff aus Sicht der Hefeernahrung aussagekréaftiger. Aber
gerade in Hinblick auf die Regulierungsfunktionen der Zelle und die mit den
Kohlenstoffgeriisten eng verbundene Synthese der hdheren Alkohole macht eine
Betrachtung der einzelnen Aminosauren wahrend der Garung aus wissenschaftlicher Sicht
notwendig (Chen, 1978). Auch wenn unter den Prozessbedingungen des Reinheitsgebotes
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die Zusammensetzung des FAN nur bedingt beeinflussbar ist, kann Gber
enzymtechnologische Verfahren oder den Zusatz einzelner Aminosdauren auf den
Hefestoffwechsel und somit auf das Flavourprofil des Bieres Einfluss genommen werden.

Die Auswirkung einer Unterversorgung an FAN spiegelt sich sowohl in einer geringeren
Hefevermehrung als auch in einer geringeren Garintensitat wieder. Die bei einem Mangel an
Stickstoffquellen  resultierende  Konzentration an  a-Ketosduren kann zudem
ausschlaggebend fiir eine verdanderte Zusammensetzung der GNP sein. Als MaRstab fiir eine
gute Versorgung der Hefe gilt in der Wiirze ein Konzentrationsbereich an FAN von 200 bis
230 mg/l. Dieser wird unter Verwendung von einer 100%igen Malzschittung durchaus
erreicht. Nur bei dem Einsatz von Rohfrucht oder Zuckerprodukten sollte die FAN-
Ausstattung kontinuierlich verfolgt werden. Die Stickstoffabnahme belduft sich wahrend der
Garung auf ca. 250 — 320 mg/I|, so dass im Bier noch ca. 680 — 750 mg/| Stickstoff enthalten
sind. Der GroRteil entfillt dabei auf die Assimilation durch die Hefe. Ca. 100 — 120 mg/I sind
auf die Aufnahme der Aminosauren zuriickzufiihren. Ca. 50 — 70 mg/I fallen aufgrund der
veranderten chemisch-physikalischen Bedingungen (iber den Garprozess aus. Die Abnahme
des FAN bis zum endvergorenen Bier sollte bei ca. 100 bis 140 mg/| liegen. Geringere
Differenzen kénnen einen Anhaltspunkt fir einen Mangel an Ubrigen Nahrstoffen sein
(Narzif3, 1995; Boulton, 2001; Kunze, 2007; Annemdiller, 2008).

Im Hinblick auf die Geschmacksstabilitdt, die eng mit Schwefeldioxidgehalt des Bieres in
Verbindung steht, und dem Einfluss des Schwefelwasserstoff auf den Jungbiercharakter wird
im Folgenden auf die Synthese der schwefelhaltigen Aminosauren Methionin und Cystein im
Detail eingegangen. Die Konzentrationen an SO, und H,S im Bier sind direkt mit der Synthese
dieser schwefelhaltigen Aminosauren verkniipft. Das SO, als das Anhydrid der schwefligen
Saure ist aufgrund seiner starken antioxidativen und konservierenden Wirkung in der
Lebensmittelproduktion und vor allem bei der Weinbereitung als Zusatzstoff verbreitet
(Belitz, 2001). Im Bereich der Bierproduktion ist die Konzentration an SO, allein auf die
natirlich von der Hefe abgegeben Menge zurilickzufiihren. Dennoch existiert fiir das Bier
eine deklarationspflichtige Grenze von 10 mg/l. Um aber aus Stabilitatsgrinden moglichst
nah an diese Grenze zu gelangen, missen der Schwefelstoffwechsel und die
Einflussmoglichkeiten bekannt sein und innerbetrieblich die entsprechenden Moglichkeiten
abgestimmt werden (Back, 2005). Jedoch sollte die definierte Bierqualitdt nicht durch
MaBnahmen zur Steigerung des SO,-Gehaltes negativ beeinflusst werden.

Die Grundvoraussetzung zur Eigensynthese schwefelhaltiger Aminosaduren ist die Moglichkeit
des Organismus zur Aufnahme von Schwefelatomen aus dem Nahrmedium und ein System
zur Reduzierung des Schwefels zum benétigten Sulfid (S*). Die Hefe Saccharomyces
cerevisiage ist in der Lage, eine groBe Bandbreite von organischen oder anorganischen
Schwefelverbindungen aufzunehmen und zu verwerten. Wahrend der Bierbereitung stellt
das anorganische Sulfat die Grundlage zur Eigensynthese der schwefelhaltigen Aminosdauren
dar. Zundchst wird anorganisches Sulfat aus der Wiirze bzw. dem Jungbier durch einen
aktiven Transportmechanismus in die Zelle aufgenommen. Da eine direkte Reduktion des
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5042' Zu 5032' durch eine einfache Redox-Umsetzung mit NADP/NADPH eine endergone
Reaktion darstellt, muss dieser Schritt durch eine Aktivierung des Sulfats umgangen werden.
Wie bereits in der Abbildung 8 schematisch dargestellt, wird das Sulfat durch die ATP-
Sulfurylase und die Ubertragung des Adenosylphosphoryl-Restes von ATP in
Adenosylphosphosulfat (APS) lberfiihrt. Eine erneute Phosphorylierung mittels der APS-
Kinase fiihrt dann zu 3‘-Phosphoadenosylphosphosulfat (PAPS) [1]. Diese Reaktionen setzen
das elektrochemische Potential des Sulfats herab und machen eine zweifache enzymatische
Reduktion durch die Enzyme PAPS-Reduktase und Sulfitreduktase zu Sulfid Uber das
Zwischenprodukt Sulfit moglich [2]. In dieser Form steht es der Hefe fiir den Einbau in die
Kohlenstoffgeriiste zur Aminosaurebildung zur Verfligung (Hilz, 1959, Thomas, 1997).

Die Bildung bzw. die Abgabe des , (iberschiissigen” SO, und H,S von der Hefe an das Jungbier
wahrend der Garung kann in vier Phasen unterteilt werden und ist stark abhangig vom
physiologischen Zustand der Hefe (Park, 2000). In der ersten Phase scheint die Wirze
genligend Methionin und Cystein bereitzustellen, und die Eigensynthese wird unterdriickt. In
der zweiten Phase weist die Population ein erhohtes Zellwachstum und damit verbunden
einen hoheren Bedarf an schwefelhaltigen Aminosdauren auf. Dieser kann nun nicht mehr
ausreichend durch die Aufnahme aus der Wiirze gedeckt werden. Die Hefe beginnt mit der
Neusynthese und der Schwefelstoffwechsel wird induziert. In dieser Phase kommt es noch
zu keiner Abgabe von schwefelhaltigen Verbindungen an das Jungbier. In der dritten Phase
gegen Mitte bis Ende der Hauptgarung kommt das Zellwachstum zum Erliegen und die
Aktivitat der Sulfitreduktase nimmt ab. Durch die weiterhin bestehende Verfligbarkeit von
vergdrbaren Zuckern versucht die Hefe dennoch die Biosynthese aufrecht zu erhalten.
Demzufolge steigt die Sulfit-Konzentration in der Hefezelle (Kunze, 2007). Die toxischen
Eigenschaften des steigenden Sulfit-Pools filhren zur Komplexbildung mit Acetaldehyd, das
die Toxizitdt herabsetzen kann, und zur Abgabe in den extrazelluldiren Raum. Die
Ausschleusung erfolgt hierbei vermutlich Uber einen aktiven Transporter. In der
abschliefenden vierten Phase kommt es gegen Ende der Garung aufgrund der
Kohlenhydratmangels zum Erliegen des Schwefelstoffwechsels der Hefe und es wird kein
weiteres Sulfit an das Bier abgegeben (Anderson, 2000; Back, 2005; Annemidiller, 2008).

Einen grolRen Einfluss auf die Konzentration des SO, im Bier besitzen die eingesetzten
Hefestamme, die sich durch die genetische Ausstattung unterscheiden und somit
Unterschiede in den Enzymsystemen und Regulierungsmechanismen der Sulfatassimilation
aufweisen. Dabei bilden o.g. Hefen nur sehr geringe Mengen von max. 2 mg/l, wohingegen
u.g. Hefen in der Lage sind, in Abhangigkeit ihres physiologischen Zustandes SO,-Gehalte von
tber 20 mg/I zu erreichen. Daneben scheint der physiologische Zustand der Hefe bei der
SO,-Produktion ein wichtiger Faktor zu sein. Eine unzureichende Vitalitat, oder Hefe, die
einen tendenziell gdrungsphysiologischeren Zustand aufweist, neigt zu einer erhohten SO,-
Abgabe. Haufiges Flhren, bei gleichzeitigem Herabsetzen der Woirzebeliftung oder
intensives Drauflassen ohne zusatzliche Bellftung der nachfolgenden Sude kann die SO,
Konzentration im Bier steigern (Wurzbacher, 2005). Dahingegen zeigen Reinzuchthefen, die
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einen guten vermehrungsphysiologischen Zustand und eine gute Ausstattung an Lipiden
aufweisen, eindeutige Tendenzen zu einer geringeren SO, Produktion.

2.4.5 Der Lipidstoffwechsel und die Bedeutung des PDH-Bypasses

Die Synthese der Lipide nimmt vor allem unter brautechnologischen Bedingungen einen
besonders hohen Stellenwert ein. Sowohl fiir die Vermehrung als auch fiir eine zligige und
weitreichende Aufnahme der vergdrbaren Zucker, der Aminosauren als Stickstoffquelle und
anderer essentiellen Wiirzeinhaltsstoffe ist die Membranfluiditat, die
Membranpermeabilitit und die Aktivierung der membrangebundenen Enzyme
ausschlaggebend (Thomas, 1978; Alexandre, 1994; Tenge, 2006). Damit ist die Sicherung
ausreichender Mengen an Fettsauren, Phospholipiden und Sterolen innerhalb des
Hefestoffwechsels fiir einen optimalen physiologischen Zustand der Hefe unabdingbar.
Jedoch ist die Bildung von Ergosterol als sehr bedeutendes Strukturlipid, und die Bildung von
ungesattigten Fettsdauren an die Sauerstoffverfligbarkeit geknlipft (Rosenfeld, 2003;
Depraetere, 2008). Wahrend die entsprechenden Vorstufen in Form von Squalen und
gesattigten Fettsauren auch unter anaeroben Verhaltnissen synthetisiert werden kdnnen,
benotigt die Hefe zur Ausbildung von Doppelbindungen in den Molekiilstrukturen Sauerstoff,
so dass dieser unter den in der Brauerei vorherrschenden Bedingungen Wuchsstoffcharakter
bekommt. Da kein respirativer Stoffwechsel vorliegt, muss die Sauerstoffversorgung der
Hefe Uber die Beliftung bei der Propagation und zum Zeitpunkt des Anstellens oder
Drauflassens genau auf dieses Stoffwechselsystem abgestimmt werden (Postma, 1989;
Remize, 2000; Boulton, 2001; Annemidiller, 2008).

Eines der wichtigsten Substrate fir die Lipidbiosynthese der Hefe stellt das Acetyl-CoA dar.
Es nimmt insgesamt eine Schlisselstellung im Hefestoffwechsel ein und ist an liber 160
metabolischen Reaktionen beteiligt (KEGG). Neben der Bedeutung im Lipid- und
Energiestoffwechsel ist das Acetyl-CoA u.a. an dem Aufbau von Aminosauren, wie z.B. Leucin
und Lysin, und Ketonkdorpern beteiligt. Zudem ist der Einfluss auf die Bierqualitat tGber die
mit Acetyl-CoA verknipfte Bildung der Essigsaure- und Fettsdureester von grofRer Bedeutung
fiir die Bierbereitung. Die Abbildung 9 zeigt ausgehend vom Knotenpunkt Acetyl-CoA die
Bildung der gesattigten und ungesattigten Fettsduren sowie die Synthese von Ergosterol und
zeigt die sauerstoffabhangigen Syntheseschritte.
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Relevante Stoffwechselwege der Hefe Fettsdureanabolismus
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Abbildung 9: Die relevanten Stoffwechselwege des Fettsauremetabolismus

Die im Cytosol der Hefezelle ausgehend vom Acetyl-CoA stattfindende Kondensation von C,-
Kérpern zu ungesattigten Fettsduren ist an das Redox-Coenzym NADP® gebunden. Sie
umfasst die ATP-abhangige Carboxylierung unter Bildung von Malonyl-CoA und die exergone
Decarboxylierung der Malonylgruppe wahrend der Kondensation (Ratledge, 1989; Voet,
1994). Ebenfalls vom Acetyl-CoA ausgehend wird durch die Kondensation von sechs
Isopreneinheiten Squalen als Vorstufe zum Ergosterol synthetisiert. Fir die Umwandlung von
Squalen in ein Ergosterol werden dann von der Hefe 12 O, und fir die Ausbildung einer
Doppelbindung in der Struktur der Fettsdauren % O, bendétig (Ratledge, 1989; Gachotte, 1998;
Rosenfeld, 2003).

Da in der Hefe keine Transportmechanismen fir Acetyl-CoA durch die
Mitochondrienmembran bekannt sind und die Aktivitat der PDH und somit der
mitochondriale Abbau der Glucose zu Acetyl-CoA unter brautechnologischen Bedingungen
stark eingeschrankt ist, kann die Hefe nur tGber die Enzyme des PDH-Bypasses die Grundlage
fliir den Biomasseaufbau generieren (Remize, 2000; Pronk, 1996). Ausgehend von dem
Acetaldehyd als Intermediarprodukt der Alkoholischen Garung, existiert fiir die Hefe Uber
die Enzyme ALDH und ACS eine nicht nur unter anaeroben Bedingungen essentielle
Moglichkeit Acetyl-CoA bereitzustellen (Briggs, 2004). Gleichzeitig spielt die Regeneration
der Coenzyme NAD* und NADP" eine wichtige Rolle zu Aufrechterhaltung der Redoxbilanz in
der Hefezelle. Die Abbildung 10 =zeigt eine schematische Darstellung der
Reaktionszusammenhange des Bypasses.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des PDH-Bypasses

Wird die Umsetzung von Pyruvat zu Acetaldehyd durch die PDC bereits als Teil des Bypasses
betrachtet, stellt die zweite Reaktion die durch die ALDH (E.C. 1.2.1.5 und E.C. 1.2.1.4)
katalysierte Oxidation von Acetaldehyd zu Acetat dar. Vier identische Untereinheiten mit
jeweils 58 kDa bilden das Gerist dieses ALDH-Tetramers. In Saccharomyces cerevisiae sind
zwei in der Zelle raumlich voneinander getrennte Formen der ALDH bekannt. Die in den
Mitochondrien lokalisierte ALDH wird durch Kalium und Thiol aktiviert und kann sowohl mit
NADP" und NAD" als Cofaktoren reagieren. Sie wird durch zwei Strukturgene (Ald4 und Ald5)
codiert. Wahrend eines der Isoenzyme durch Glucose unterdriickt wird, bleibt das andere
bei hohen Glucosekonzentrationen unverandert. Die cytosolisch lokalisierte Form hingegen
bendtigt Mg2+ zur Aktivierung und ist spezifisch an der Umsetzung von NADP* beteiligt und
wird im Genom von den Genen Ald2, Ald3 und Ald6 codiert (Remize, 2000). Die Tandem-
Repeat Gene Ald2 und Ald3 werden durch Glucose reprimiert, so dass die Aktivitat des
cytosolischen Isoenzyms hauptsachlich auf der Transkription des Alp6 Gen beruht. Weiterhin
schrankt die wahrend der An- und Hauptgarung erhéhte Acetaldehydkonzentration die
Funktion der ALDH aufgrund ihres niedrigen Ky-Wertes ein. Dies koénnte zu einer
Reduzierung des Acetatpools fiir die nachfolgende Reaktion fiihren und das zeitgleiche
Stadium der Hefevermehrung einschranken (Wang, 1998).

Das gebildete Acetat wird durch die ACS (E.C. 6.2.1.1) im letzten Schritt des PDH-Bypasses zu
Acetyl-CoA unter Verbrauch von ATP umgesetzt. In Saccharomyces cerevisiae wurden in
diesem Zusammenhang zwei Strukturgene (Acsl und Acs2) entdeckt, die jeweils ein
vollstandiges ACS-lsoenzym mit 151 kDa codieren (Brenda). In verschiedenen
Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass Acsl und Acs2 unter aeroben Bedingungen
sowohl auf Glucose (bei geringer Konzentration), als auch Ethanol und Acetat als
Kohlenstoffquelle exprimiert werden. Die Transkription von Acsl unter aeroben
Bedingungen ist jedoch von der Glucosekonzentration im Medium abhangig. Hohe
Konzentrationen hemmen die Genexpression von Acsl. Unter Zuckermangel, auf Ethanol
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oder Acetat als Kohlenstoffquelle wurde die Genexpression um das bis zu 100-fache
gesteigert. Unter anaeroben Bedingungen hingegen wird nur Acs2 mit Glucose als
Kohlenstoffquelle exprimiert. Mit diesen Erkenntnissen kann das von Acsl transkribierte
Isoenzym als ,,aerobes Enzym“ und das Acs2-Isoenzym als ,anaerobe Enzym“ bezeichnet
werden (Van den Berg, 1995; Serrano, 1977). Unter brauereitechnologischen Bedingungen
allerdings scheint das Acsl-codierte Isoenzym keine Relevanz zu haben, da aufgrund der
hohen Glucosekonzentrationen eine Expression des Gens vermutlich nicht stattfindet. Des
Weiteren waren, Untersuchungen zur Folge, Hefemutanten ohne Acs2 Isoenzym auf
Glucosemedien nicht lebensfahig. Zudem ist bei der Expression von Acs2 eine Verbindung
mit der Fettsaurebiosynthese bekannt. In der Promoterregion der Gene der Enzyme zur
Fettsduresynthese (FAS1, Acetyl-CoA-Carboxylase) und des Acs2-Gens, wurde ein sog. ICRE
gefunden (Inositol/Cholin-responsive Element). Inositol und Cholin sind Vorldufer der
Phospholipide, welche fiir die Zellmembran benétigt werden und lber deren Verfiigbarkeit
die Fettsaurebiosynthese zur Zellneubildung gesteuert wird. Da cytosolisch gebildetes
Acetyl-CoA zur Fettsaurebiosynthese zu Verfligung stehen muss, scheint dieses unter
brautechnologischen Bedingungen durch das in Acs2 codierte Isoenzym gebildet zu werden
(Kratzer, 1997).

Aus den hier aufgefiihrten Zusammenhangen der Stoffwechseleigenschaften ergibt sich die
enorme Bedeutung des PDH-Bypasses fiir die Vermehrung und den physiologischen Zustand
der Hefe. Die Messung dieses Enzymsystems in den verschiedenen Phasen der Bierbereitung
kann somit zu einem besseren Verstiandnis der Hefe in der Brauerei und zu
Optimierungsansatzen der Prozesssteuerung beitragen.

2.4.6 Die Proliferation der Hefe

Neben der Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen spielt fiir die Hefe vor allem die
Neusynthese der zellularen Strukturen zur Fortpflanzung und damit zur Erhaltung der
Population eine entscheidende Rolle. Dabei umfasst der Begriff des Baustoffwechsels die
dafir notwenigen anabolischen Prozesse und setzt sich aus denen bereits beschrieben
Teilbereichen des Fettstoffwechsels, des Kohlenhydratstoffwechsels und des
Proteinstoffwechsels zusammen. Jeder dieser Bereiche tragt dazu bei, dass die von der Hefe
bendtigten Metaboliten in ausreichender Menge fiir die Vermehrung bereitgestellt werden.

Die Hefe vermehrt sich unter brautechnologischen Bedingungen ausschlielich Gber die
Form der vegetativen Sprossung, d.h. die Hefezellen vervielfiltigen sich Gber mitotische
Zellteilung und die entstehenden Tochterzellen stellen in diesem Fall einen genetischen Klon
der Mutterzelle dar (Hutter, 2001). Die diploiden u.g. und polyploiden o.g. Hefezellen
durchlaufen wahrend diesem Prozess verschiedene Stadien. Dabei kann im Zellzyklus, wie in
der Abbildung 11 dargestellt, zwischen der im Falle einer u.g. Hefe durch einen diploiden
Chromosomensatz charakterisierten Go-/G1-Phase (gap1), der S-Phase (DNA-Synthese) sowie
der G,-Phase (gap2) und der M-Phase (Mitose, Zellteilung), die durch einen doppelten
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Chromosomensatz gekennzeichnet sind, unterschieden werden (Forsburg, 1991; Hutter,
1993; Voet, 1994).

Zellzyklus Segretation des Genoms:
Mitose und Cytokinese

©

G (D)

—— : Restriktionspunkt
2 - (0)
Replikation des Genoms: @ I

DNA-Synthese ;

Abbildung 11: Zellzyklus der Hefe bei der Sprossung (Hengst, 2003)

In der Go-/G1-Phase befindet sich die Mutterzelle in einem Zustand des Zellzyklus, bei dem
sie verharrt oder wachst. In dieser Phase findet wahrend der Garung der Hauptanteil des
Extraktabbaus statt. Gleichzeitig prift die Hefezelle in der G;-Phase die vorhandene
Nahrstoffsituation. Bei einem nicht hinreichenden Nahrstoffangebot verweilen die Zellen in
einem Ruhestadium, der Ggp-Phase. Ist die Nahrstoffversorgung hingegen ausreichend,
beginnt die Einleitung der eigentlichen Zellvermehrung. Die G;-Phase lasst sich somit in die
Startphase A (Analyse der ausreichenden Nahrstoffversorgung) und Startphase B
(Vorbereitung der DNA-Replikation) unterteilen. In diesem zweiten Stadium der G;-Phase
Uberschreitet die Hefe den sog. Restriktionspunkt und die Sprossung der Zelle kann nicht
mehr abgebrochen werden. Die Zelle geht dann in die S-Phase Uber, in der die eigentliche
Replikation der DNA stattfindet (Hohmann, 2003). In der darauffolgenden G,- + M-Phase
befindet sich die u.g. Zelle mit einem tetraploiden Chromosomensatz im Stadium der
Zellteilung. Zusammen mit einer ,Grundausstattung” an Zellkompartimenten wird im Zuge
dieses Stadiums der entsprechende Teil des Genoms in die Tochterzelle transferiert und die
Membran zwischen den zwei Zellen geschlossen. Die Tochterzelle wird solange in der G;-
Phase wachsen, bis sie eine kritische GroRe erreicht, um selber in die Proliferation
einzutreten. Der GroRenunterschied zwischen Mutter- und Tochterzellen ist bei schnell
wachsenden, fermentierenden Kulturen besonders ausgepragt (Hutter, 1993; Boulton, 2001;
Hengst, 2003; Annemiiller, 2008).

In den zum GroRteil im Batchverfahren durchgefiihrten Prozessschritten der Propagation
und Garung kommt es in der Brauerei aufgrund der jeweiligen Adaption an die frisch
ausgeschlagene Wiirze und der im Laufe der Hauptgdrung eintretenden Nahrstoffverarmung
zu sechs charakteristischen Wachstumsphasen. Fiir die Bierbereitung sind hier vor allem die
Adaptionszeit in der Latenz- oder Induktionsphase (lag-Phase), das exponentielle Wachstum
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(log-Phase) und der Ubergang in die stationire Phase von Bedeutung. Beim Ubergang aus
der exponentiellen in die stationdre Phase reagiert die Hefe aufgrund des Mangels an
essentiellen Nahrstoffen zusatzlich mit dem Aufbau von Glykogen und Trehalose (vgl.
Kapitel 2.4.8). Die Uberginge und der zeitlicher Ablauf dieser Wachstumsphasen, die direkt
mit dem vermehrungs- und garungsphysiologischen Charakter der Hefe zusammenfallen,
stellen durch eine gezielte Einflussnahme mittels der zu Verfligung stehenden Parameter
einen Ansatz zur Optimierung im Sinne der Bierbereitung dar. Eine Verringerung der
Adaptionszeit durch einen bereits stimulierten Hefestoffwechsel und der daraus
resultierenden schnellen Anpassung an die frisch angestellte Wiirze, eine ziigige und
weitreichende Vermehrung und ein schnelles Eintreten der stationdre Phase kann die
Prozesszeit im Bereich der Garkeller senken (Hutter, 1993; Hutter, 2001, Boulton, 2001;
Hohmann, 2003; Annemidiller, 2008).

2.4.7 Synthese und Bedeutung von Glykogen, Trehalose und Neutrallipiden

Eine gute Ausstattung der Hefezellen an Reservestoffen ist in Phasen der
Nahrstoffverarmung und zur Vermeidung eines Hungertods essentiell fiir das Fortbestehen
einer Population. Aus diesem Grunde reagiert die Hefe auch unter brautechnologischen
Bedingungen bei einem Mangel an essentiellen Nahrstoffen mit dem Aufbau von
Kohlenhydrat- und Lipidspeichern. Die so gespeicherten Energiereserven tragen auch in
Hinblick auf die nachfolgende Fermentation entscheidend zu einer schnellen Adaption an die
Anstellbedingungen und dem zlgigen Eintritt in den Vermehrungszyklus bei. Daraus
resultierend sind eine hohe Garaktivitat und ein zligiger Garverlauf zu erwarten. Deshalb
kann die Bestimmung der Reservestoffe und deren Veranderung tber den Garverlauf und
die Lagerung mit zur Beurteilung des physiologischen Zustands der Hefe herangezogen
werden.

Die vorherrschende Kohlenhydratreserve von Saccharomyces cerevisiae ist das Glykogen.
Zusatzlich synthetisiert die Hefe das nicht-reduzierende Disaccharid Trehalose, welches
zusatzlich als Stressprotektant Funktionen im Hefestoffwechsel zu (ibernehmen scheint. Die
Grundstruktur des Glykogens bilden kurzen Ketten von 10 bis 14 Glucoseeinheiten, die tber
o-1,4-Bindungen glykosidisch verbunden sind (Quain, 1982). Diese Kurzketten wiederum
sind zusatzlich Gber a-1,6-Bindungen miteinander verknipft und ergeben somit eine dem
Amylopektin der Gerste ahnliche Formation. Diese komplexen Strukturen erméglichen einen
raschen Abbau und Freisetzung groBer Mengen an Glucose an den Enden der
Verzweigungen. Die Hefe kann eine beachtliche Menge an Glykogen synthetisieren. So kann
je nach physiologischem Zustand der Hefe zwischen 20 und 30% der TrS aus Glykogen
bestehen. Bis zu 4% der vergarbaren Zucker wirden dementsprechend bei der Garung in
dieses Reservekohlenhydrat umgebaut werden (Boulton, 2001).

Die Regulierungsfunktionen der Reservekohlenhydrate sind sowohl bei der Freisetzung als
auch in den in der Abbildung 12 dargestellten anabolischen Stoffwechselwege eng
miteinander verknipft. Ausgehend von der Glucose wird Uber die Zwischenprodukte G-6-P
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und Glucose-1-Phosphat mit Hilfe von UDP als Glucosetransporter die Bildung initiiert. Im
Falle des Glykogens verlangert dabei das Enzym Glykogen Synthase die wachsende Kette mit
a-1,4-Verbindungen. Die Synthese des vollstandigen Glykogens wird durch eine Transferase
katalysiert, die die zusatzlichen «-1,6-Bindugen formt und die entsprechenden
Knotenpunkte erweitert. Die Freisetzung der Glucoseeinheiten ist nicht mit dem am Aufbau
beteiligten Enzymsystem gekoppelt. Hierbei kénnen durch die Glykogen Phosphorylase bei
Anwesenheit von Phosphat stdndig Glucoseeinheiten vom nicht reduzierenden Ende her
abgespalten und als Glucose-1-Phosphat freigesetzt werden. In Kombination mit der Amylo-
a-1,6-Glucosidase ist die vollstandige Verwertung des Glykogens moglich (Quain, 1982;
Anderson, 2000).

Relevante Stoffwechselwege der Hefe Glykogen und Trehalose Synthese

Pyruvat
Glykolyse T S

* Glucose G-6-P Glucose-1-Phosphat “~)

ATP  ADP l uTP
PP,

Trehalose 7— Trehalose-Phosphat «; UDP-Glucose

P. b}UDp

Poly-a.(1—6)-D-Glucose

l

Anabolischer Stoffwechsel

Katabolischer Stoffwechsel

Abbildung 12: Synthesewege von Glykogen und Trehalose

Die Regulation der Synthese und Phosphorylierung des Glykogens ist komplex und kann
durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden. Die Glykogensynthese ist einerseits
abhangig von den Wachstumsphasen der Hefe und wird andererseits maBgeblich (iber die
Nahrstoffsituation durch Limitierung einzelner Substanzen bei gleichzeitiger Verfligbarkeit
von Kohlenhydraten initiiert. Dies fiihrt vor allem wahrend der Hauptgarung, in der sich die
Hefe in der exponentiellen Wachstumsphase befindet und die Stickstoffassimilation zum
Erliegen kommt, zum Aufbau von Glykogen. Gleichzeitig tritt die Hefe in die stationare
Wachstumsphase ein (Hohmann, 2003). Unter brautechnologischen Bedingungen
Ubernimmt das Glykogen im Folgenden zwei bedeutende Funktionen: In erster Linie dient es
zur Bereitstellung des Kohlenstoffs fiir die Energieversorgung und den Aufbau von Sterolen
und ungesattigten Fettsduren wahrend der aeroben Phase des Anstellens. Der
Glykogenbedarf geht mit einer nicht vollstandigen Membranfunktion der Hefezellen einher,
da zum Ende der Garung die Membran einen Mangel an Sterolen aufweisen kann. Zu Beginn
der Géarung treten somit eine schnelle Verwertung des Glykogens und eine gleichzeitige

40



Stand des Wissens

Synthese von Sterolen ein. Doch sobald die Sauerstoffverfligbarkeit abnimmt, verlangsamt
sich auch der Glykogenabbau. Damit ergibt sich ein maximaler Glykogengehalt in den
Hefezellen zum Ende der Wachstumsphase bzw. zum Eintritt in die stationdre Phase, der
allerdings bis zum Ende der Hauptgarung wieder leicht abnimmt. Des Weiteren hat das
Glykogen besonders in der Phase der Lagerung eine groRe Bedeutung fiir die Hefe und
Ubernimmt lebenserhaltende Aufgaben. Deshalb ist eine zeitnahe Ernte und Kihlung der
Hefe wichtig. Dies kann eine UbermaRigen Zehrung der Reservestoffe verhindern und ihre
Gareigenschaften fir die kommende Fihrung konservieren.

Die Trehalose als zweites bei Nahrstoffmangel synthetisiertes Reservekohlenhydrat besteht
ebenfalls aus Glucoseeinheiten. Dabei sind zwei Glucosemolekiile tiber eine a 1,1 Bindung
glykosidisch miteinander verbunden. Ahnlich der Glykogen-Synthese fungiert auch hier UDP
als Glucosetransporter. Der sog. Trehalose Synthase Komplex katalysiert die Ubertragung
von UDP-Glucose auf G-6-P (vgl. Abbildung 12). Die Untereinheiten dieses Enzymkomplexes
bildet die Trehalose-6-Phosphat Synthase, welche in dem Gen Tpsl und dem sehr
strukturahnliches Gen Tsp3 codiert ist, und die Trehalose-6-Phosphatase, codiert in Tps2.
Auch im Falle der Trehalose ist die Mobilisierung der Glucose an ein zweites unabhangiges,
entweder im Cytosol oder in den Vakuolen lokalisiertes Enzym, die Trehalase, gekniipft.
Sowohl die Synthese von Trehalose als auch von Glykogen ist an die Regulierung durch
cyclisches AMP und damit an die Energiebilanz der Zelle gebunden. Die Trehalose-6-
Phosphat Synthase ist dadurch normalerweise inaktiviert bei der Anwesenheit von Glucose,
wird jedoch bei fermentativem Wachstum standig exprimiert. Die enzymatische Regulation
wird durch entsprechende Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen
gesteuert.

Die grundlegende Aufgabe der Reservestoffe im Metabolismus ist die Bereitstellung von
Energie (iber eine Hungerphase hinweg. Die Tatsache, dass zur Synthese von Trehalose
allerdings Energie in Form von ATP aufgewendet werden muss, die bei der Freisetzung nicht
zuriickgewonnen werden kann, deutet bereits die Sonderstellung dieses Disaccharids in der
Hefezelle an. Die Trehalose-Synthese kann aufgrund der engen Verknlpfung der
Synthesewege auf der Basis vorhandener Glucose oder auf dem Abbau von Glykogen
beruhen. Dabei tritt die Trehalosesynthese erst nach der Glykogensynthese ein und der
Glykogenspeicher scheint an der Sicherung der Trehalosesynthese beteiligt zu sein. Dies
flihrt zu dem Schluss, dass die Trehalose nicht als normales Speicherkohlenhydrat allein
fungiert, sondern weitere Aufgaben im Hefestoffwechsel Gbernimmt (Hutter, 1993).

Die Trehalose kommt in vielen Organismen vor und gilt als Stressprotektant der Zellen im
Cytosol. Bei der Reaktion der Zelle auf plotzlich auftretende Stressfaktoren koénnen
verschiedene Phasen als Antwort unterschieden werden. Nach einer direkten Antwort der
Zelle zu Beginn erfolgt die Adaption und schlieBlich zum Ende einer jeden Stressantwort
steht die Riickkehr der Zelle zur Proliferation. Organismen kénnen dabei eine groRe
Bandbreite verschiedenster selbst synthetisierter oder aufgenommener Stressprotektanten
entweder einzeln oder in Kombination nutzen. Dies konnen Kaliumionen, Zucker,

41



Stand des Wissens

Zuckeralkohole und Aminosauren sowie deren Derivate sei. Im Falle von Saccharomyces
cerevisiae sind dies wohl hauptsachlich Zuckeralkohole (z.B. Glycerol) sowie Trehalose.
Gleichzeitig stellt die Trehalose flir das Stadium der Sporulation einen essentiellen
Inhaltsstoff fiir ein erneutes Wachstum dar. In der Hefezelle scheint die Trehalose in der
Lage zu sein, Proteinstrukturen, und damit auch Enzymsysteme, wahrend der
Stresseinwirkung zu stabilisieren. Sie unterstiitzt in Kombination mit hitzeschockrelevanten
Proteinen die Hitzeresistenz der Hefezellen. Zudem wird Trehalose unter Stressbedingungen
ausgeschleust und tragt zu einer Stabilisierung der Membranfunktionen auch in Phasen der
Zellteilung bei. Die Trehalosebildung wird vor allem in der stationdaren Phase gebildet und
dann langsam von der Hefe wieder abgebaut. Erntehefen zeigen einen Trehalosegehalt von
weniger als 5% der TrS mit Ausnahme von Hefen aus High Gravity Garungen, die einen um
das bis zum Vierfachen gesteigerten Gehalt aufweisen konnen. Eine Belliftung der Hefe vor
dem Anstellen bewirkt ebenfalls die Synthese an Trehalose bei einer gleichzeitigen Abnahme
des Glykogengehalts der Hefe. Dies macht deutlich, dass der Aufbau von Trehalose durch
den Abbau von Glykogen erfolgen kann. Das Erreichen der Ethanol-Toleranzgrenze, das
Auftreten von Druck oder osmotischem Stress bewirken eine dhnliche Antwort der Hefe, wie
bei einem Hitzeshock zu beobachten. Da hier die gleichen Mechanismen der Hefe aktiviert
werden, legt die Wirkung der Trehalose als Stressprotektant nahe. Somit bedingen alle
Formen des Stresses fir die Hefe (Ethanol, Belliftung, Osmotischer Druck) eine Synthese von
Trehalose. Somit kann die Trehalose und eine erhohte Synthese als MaR fiir den Stress auch
unter brautechnologischen Bedingungen herangezogen werden. Eine notwendige oder
maximale Konzentration an Trehalose muss dabei in Abhangigkeit der Technologie und des
Hefestammes noch ermittelt werden (Hohmann, 2003).

Die Lipidspeicher setzen sich vorwiegend aus Neutrallipiden zusammen. Diese sind innerhalb
der Hefezelle langsamer zu mobilisieren und stellen aufgrund des bendtigten Sauerstoffs
beim Abbau nur unter aeroben Bedingungen eine zusatzliche Energiereserve dar. Allerdings
sind die Langzeitspeicherstoffe im Gegensatz zum Glykogen energiereicher, nicht
wasserloslich und tragen somit nicht zum osmotischen Druck der Zelle bei. Da diese nicht
hydratisiert sind, kann von der Hefe im Vergleich zu den Kohlenhydratreserven neun Mal so
viel Energie pro Gewichtseinheit eingelagert werden. Somit sind die Lipidspeicher bei
langeren Perioden der Substratarmut von grolRer Bedeutung fiir die Biosynthese.

2.4.8 Bildung der Garungsnebenprodukte

Das Geruchs- und Geschmacksprofil des Bieres wird maRgeblich im zentralen Prozessschritt
der Garung bestimmt. Der Metabolismus der Hefe sondert wahrend der Garung eine Reihe
von Stoffwechselprodukten ab. Diese kdnnen zum Teil miteinander reagieren oder zu einem
spateren Zeitpunkt von der Hefe aufgenommen und weiter umgesetzt werden. Dabei ist die
Konzentration im fertigen Bier ein ausschlaggebendes Qualitdtsmerkmal. Die GNP setzen
sich dabei aus verschiedensten chemischen Verbindungen zusammen. Fir die Bierqualitat
relevant sind sowohl die Konzentrationen der hoheren Alkohole und Ester, die den
mengenmaRig groflten Anteil stellen, als auch die Gehalte an organischen Sauren,
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Schwefelverbindungen, phenolischen Substanzen und den Carbonylverbindungen. Diese
setzen sich wiederum aus Aldehyden, Ketonen und vicinalen Diketonen zusammen (Narzif3,
1995; Kunze, 2007).

Die GNP kénnen neben ihrer chemischen Zuordnung grundlegend auch in Jungbukettstoffe
und Bukettstoffe unterschieden werde. Wahrend die Jungbukettstoffe wahrend der Garung
auf Basis des Hefestoffwechsels gebildet werden und im spateren Verlauf durch die Hefe
oder durch technologische MalRnahmen in ihrer Konzentration reduziert werden, entstehen
die Bukettstoffe zwar ebenfalls auf Basis des Hefestoffwechsels, konnen aber im weiteren
Prozessablauf nicht mehr maligeblich beeinflusst werden. Die Abhdngigkeit des GNP-
Spektrums von der Hefephysiologie und den Wachstumsphasen macht jedoch eine
Einflussnahme auf die einzelnen Komponenten moglich. Das heilt zugleich, dass eine
Variation der Steuerungsparameter im Garprozess auch eine Veranderung in der Produktion
der GNP bedingt.

Ausgehend vom Kohlenhydratstoffwechsel stellen das Pyruvat - als Endprodukt der
Glykolyse - wund die organischen Saduren aus dem unter Garungsbedingungen
diskontinuierlichen Citratzyklus, und das zum grofRten Teil aus dem PDH-Bypass
resultierende Acetyl-CoA die wichtigsten Knotenpunkte zum Aufbau der GNP dar. Die aus
der Deaminierung im Aminosaurestoffwechsel stammenden a-Ketosduren und die kurz- und
mittelkettigen Fettsduren aus dem Lipidstoffwechsel bilden die weiteren Reaktionspartner.
Die Abbildung 13 zeigt eine Ubersicht der komplexen Stoffwechselzusammenhinge bei der
Bildung und Reduktion der verschiedenen GNP (Pronk, 1996, Anderson, 2000, Boulton, 2001;
Back, 2005; Annemidiller, 2008).
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Relevante Stoffwechselwege der Hefe Stoffwechsel der Garungsnebenprodukte
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Abbildung 13: Die relevanten Stoffwechselwege bei der Bildung der Garungsnebenprodukte

Im Folgenden soll vorwiegend auf die Bildung der Acetat- und Fettsaureester, der héheren
Alkohole, sowie die Bildung und den Abbau der vicinalen Diketone Diacetyl und 2,3-
Pentandion eingegangen werden, da deren Konzentrationen mit in die Bewertung der
Hefephysiologie und Bierqualitdt in den unternommenen Versuchsreihen eingeflossen sind.

e Bildung der hoheren Alkohole

Die héheren Alkohole umfassen den auf die Konzentration bezogenen groRten Anteil der
GNP und sind zugleich Vorlaufer der im Bier vorkommenden Esterverbindungen. Die durch
die hoheren Alkohole vermittelten Aromaeindriicke reichen von alkoholisch und
[6sungsmittelartig bis zu einem im Falle des 2-Phenylethanols rosenartigen Charakter des
Bieres. Dabei kénnen die hoheren Alkohole in aliphatische und aromatische Alkohole
unterteilt werden. Die Bildung dieser Bukettstoffe kann auf verschiedenen Wegen erfolgen.
Die dazu notwendigen a-Ketosauren stammen entweder aus den katabolischen Trans- und
Deaminierungsreaktionen des Aminosdurestoffwechsels oder aus dem Zuckerabbau und den
nachfolgenden anabolischen Reaktionen. Diese Ketosdauren werden im ersten Schritt
decarboxiliert. Der resultierende Aldehyd wird in einer weiteren Reaktion durch eine
Alkoholdehydrogenase zu dem entsprechenden Alkohol reduziert. Dieser Reaktionsschritt
tragt aquivalent zur Ethanolbildung mit zu der Regeneration von NAD" bei. Diese feine
Regulierung der zelluldren Redoxbilanz unterstiitzt somit die Aufrechterhaltung der
Glykolyse zur Energiegewinnung (Renger, 1992; Narzif3, 1995; Anderson, 2000; Boulton,
2001; Kunze, 2007).
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Die verschiedenen héheren Alkohole lassen sich lber die Ketosauren den entsprechenden
Aminosauren zuordnen. Damit sind z.B. 2- und 3-Methylbutanol auf die Synthesewege von
Isoleucin und Leucin und iso-Butanol und n-Propanol auf Valin und Threonin zurtickzufiihren.
Die Bildung der hoheren Alkohole kann grundsatzlich durch Faktoren, die zu einer Steigerung
der Hefevermehrung beitragen, geférdert werden. So koénnen durch erhohte
Gartemperaturen, forcierte Bewegung, intensive Bellftung und Drauflassen, sowie einer
Reduzierung der verfligbaren Aminosduren die Konzentrationen der hoheren Alkohole
gesteigert werden.

e Synthese der Esterverbindungen

Die fur das fruchtige Aroma des Bieres verantwortlichen fllichtigen Ester bilden die
Hauptkomponente fiir das Geruchs- und Geschmacksprofil und sind damit entscheidend fiir
die Qualitat des Bieres. Die aus ca. 100 Einzelsubstanzen bestehende Gruppe der Ester setzt
sich aus den Essigsaure- und Fettsdaureestern zusammen. Dabei steht die Bildung der
einzelnen Ester in engem Zusammenhang mit den Zwischenprodukten des
Fettsduremetabolismus der Hefe. Die Forschungen Uber die Regulation und die
Mechanismen der Esterbildung sind in den vergangen Jahren zwar vorangeschritten, aber
die Ergebnisse noch nicht vollstandig. Denn eine Vielzahl von Faktoren nimmt Einfluss auf die
Esterbildung. Dabei stellen der Hefestamm und die Gartemperatur die einflussreichsten
Moglichkeiten dar, die Esterkonzentrationen im Bier zu variieren. Zudem sind der
Stammwiirzegehalt, die Lipid- und Stickstoffausstattung, die Wirzebeliiftung, das
Anstellverfahren sowie die Druckverhiltnisse, auch in Abhangigkeit der Tankgeometrie, von
grolRer Bedeutung fiir die Konzentration und Zusammensetzung der Esterfraktion (Boulton,
2001; Verstrepen, 2003; Kunze, 2007).

Auch wenn die Konzentrationen der Ester als einzelne Substanzen mit Ausnahme des
Isoamylacetats meist nicht oberhalb ihres jeweiligen Geschmacksschwellenwerts vorliegen,
beeinflussen sie das Bieraroma Uber synergistische Effekte maligeblich und geringe
Konzentrationsunterschiede konnen deutliche Auswirkungen auf die Qualitdt des
resultierenden Bieres ausiiben. Die Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die bedeutendsten
Ester und deren sensorischen Einfluss auf das Bieraroma.

Tabelle 5: Bedeutende Ester und deren Aromaeindriicke

Esterverbindung Aromaeindruck
Ethylacetat Losungsmittel
Isoamylacetat Banane/fruchtig
Phenylethylacetat Rose/blumig
Isobutylacetat Fruchtig
Octansaureethylester Saurer Apfel
Hexansaurethylester Anis

Aufgrund ihrer Fettlslichkeit diffundieren die Essigsdaureester nach ihrer intrazelluldren
Synthese schnell in das Jungbier. Die Transportgeschwindigkeit durch die Zellmembran der
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Fettsdureester nimmt hingegen mit zunehmender Kettenlange ab. Langerkettige
Fettsdaureester mit mehr als 10 Kohlenstoffatomen verbleiben in der Hefezelle und werden
nicht an das Jungbier abgegeben. Zusatzlich bedingen tiefere Temperaturen ein
Zuriickbleiben der Fettsaureester in der Hefe (Peddie, 1990; Boulton, 2001; Verstrepen,
2003).

Um gezielten Einfluss auf die Bierqualitit zu nehmen und die Hefe im Sinne der
Esterproduktion besser steuern zu konnen, ist es notwendig die Hintergriinde der
Estersynthese im Detail zu kennen. Dabei sollten nicht alleine die absoluten Konzentrationen
berlicksichtigt werden, sondern ebenfalls die Zusammensetzung der Einzelsubstanzen. So
wird bei der Verwendung von hdheren Stammwirzen von ca. 20 GG-% oft eine
Uberproduktion der Acetatester beobachtet. Gleichzeitig kann es bei dem Einsatz von
Wirzen mit erhéhtem Maltoseanteil zu einer Reduktion von Ethylacetat um 10% und
Isoamylacetat um 40% kommen. Dies fiihrt oftmals zu einem unausgewogenen Geruchs- und
Geschmacksprofil und das resultierende Bier erscheint sehr fruchtig und l6sungsmittelartig
(Yoshioka, 1984).

Die im Bier vorkommenden Konzentrationen der Ester sind (iber eine direkte Veresterung
eines hoheren Alkohols mit einer freien Fettsdure nicht zu begriinden, da deren
Reaktionskinetik nur einen Bruchteil erklaren kénnte. Deshalb wird davon ausgegangen, dass
die fir die Esterbildung notwendigen Metaboliten Acetyl-CoA bzw. Acyl-CoA zuerst durch die
entsprechenden Acetyl-CoA und Acyl-CoA Synthasen gebildet werden und die nachfolgende
Veresterung auf einer enzymkatalysierten Kondensation mit Ethanol oder einem hoéheren
Alkohol basiert. Dabei scheinen verschiedene Enzymsysteme an diesen Reaktionen beteiligt
zu sein. Die weitgehend verantwortlichen Enzyme fiir die Bildung von Isoamylacetat und
Ethylacetat sind wohl die Alkohol Acetyl Transferasen | und Il, die in den Genen ATF1 und
ATF2 codiert sind. Neben weiteren Enzymen wie der Ethanol Hexanoyl Transferase, spielt fir
die endgiiltige Konzentration der Ester vermutlich auch die Aktivitdt der Esterasen und damit
das Verhaltnis von auf- und abbauenden Enzymen eine Rolle. Dass es sich im ersten
Reaktionsschritt zur Bildung von Acetyl-CoA bzw. Acyl-CoA um einen ATP verbrauchenden
Reaktionsmechanismus handelt, scheint die Veresterung eine Rolle in der zelluldren Bilanz
zwischen Acetyl-CoA und der Vorstufe CoA-SH zu Gbernehmen (Verstrepen, 2003).

Somit kommen grundlegend zwei Faktoren fir die Regulierung der Estersynthese in
Betracht. Es kdnnen sowohl die vorhandenen Konzentrationen der Reaktionspartner, als
auch die Aktivitdten der involvierten Enzyme ausschlaggebend fiir die endgiiltige
Konzentration der Ester sein. Das unter brautechnologischen Bedingungen fiir die
Lipidbiosynthese maRgeblich Gber den PDH-Bypass generierte Acetyl-CoA kdnnte einen der
limitierenden Faktoren darstellen. Somit miissten alle Parameter, die sich auf eine erhdhte
Produktion des Acetyl-CoA auswirken eine weitreichendere Esterbildung nach sich ziehen. So
fordert die Verfligbarkeit von Glucose, eine bessere Versorgung mit Stickstoffquellen und
eine Absenkung des Druckes die Esterproduktion. Die Zusammenhadnge scheinen jedoch
deutlich komplexer zu sein, da diese MalRnahmen in der Regel ebenfalls ein hoheres
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Hefewachstum und einen damit verbundenen wachsenden Bedarf an Acetyl-CoA und
Fettsauren bewirken. Dies setzt die Verfligbarkeit gleichfalls wieder herab. Denn eine
weitreichende Belliftung der Hefe flihrt zu einer Reduzierung der Esterbildung. Dies lasst den
Schluss zu, dass die hoheren Alkohole als Vorldufer eine bestimmende Funktion einnehmen,
auch wenn diese generell in héheren Konzentrationen als die Ester vorliegen. So konnte in
Versuchen durch die Zugabe von 3-Methylbutanol oder der Verwendung von Hefemutanten,
die eine starkere Bildung der hoheren Alkohole zeigten, eine gesteigerte Estersynthese
nachgewiesen werden. Allerdings bewirken erhoéhte Bellftungsraten und die Zugabe von
Fettsduren, die ebenfalls zu einer Steigerung der hoheren Alkohole flihren, ein Absenken der
Esterkonzentrationen, sodass zusatzliche Faktoren von Bedeutung sein miissen (Yoshioka,
1984; Peddie, 1990; Anderson, 2000; Boulton, 2001; Annemidiller, 2008).

SchlieBlich bleibt der Einfluss der Enzymsysteme als mogliche zentrale Regulation der
Esterbildung. Die Regulation soll dabei im Zusammenhang mit den ROX-Stoffwechselwegen
und den Proteinkinasen stehen. Untersuchungen zeigten, dass die Aktivitaten der Alkohol
Acetyl Transferasen mit den Estergehalten korrelieren und diese durch Sauerstoff und
ungesittigte Fettsduren reprimiert werden. Bei Hefen mit einer Uberexpression der Alkohol
Acetyl Transferasen konnten bis zu 5fach hohere Esterkonzentrationen erreicht werden. Dies
weist auf die entscheidende Bedeutung der Enzymaktivitaten hin (Verstrepen, 2003).

e Bildung und Reduktion der vicinalen Diketone

Die Konzentrationen der vicinalen Diketone Diacetyl und 2,3-Pentandion sind als
Hauptreifungsindikatoren fir die Bierqualitit von hochster Bedeutung. Der bei
Uberschreiten des Schwellenwerts von 0,1 mg/l unreine, siiRliche und in hdéheren
Konzentrationen butterartige Geruchs- und Geschmackseindruck des Diacetyls wird in den
meisten Falle als deutliches Fehlaroma betrachtet und fiihrt zu Bieren minderer Qualitat.

Der Auf- und Abbau der vicinalen Diketone lasst sich grundlegend in drei Phasen unterteilen.
Die Acetohydroxysduren o-Acetolactat und o-Acetohydoxybutyrat als Vorstufen der
vicinalen Diketone entstehen im Hefestoffwechsel bei der Aminosduresynthese. Dabei
konnen diese lGber das Pyruvat oder die entsprechend aufgenommenen Aminosauren Valin
und Isoleucin durch Deaminierung gebildet werden. Diese werden von der Hefe an das
Jungbier abgegeben. Die Umwandlung der Vorstufen findet durch eine temperaturabhangige
nicht-enzymatische oxidative Decarboxylierung statt. Dabei entstehen die Jungbukettstoffe
Diacetyl und 2,3-Pentandion, deren Bildung bei héheren Temperaturen und niedrigen pH-
Werten (4,2-4,4) schneller verlauft (Narzifs, 1995; Anderson, 2000; Boulton, 2001; Kunze,
2007; Annemidiller, 2008).

Die anschlieBende Umwandlung durch die Hefe bestimmt die Reifungsgeschwindigkeit der
Biere. Das gebildete Diacetyl und Pentandion wird wieder in den Hefemetabolismus
eingeschleust und zu den korrespondierenden Alkoholen reduziert. Dabei erfolgt die
Umwandlung des Diacetyls Uber das Zwischenprodukt Acetoin. Die entstehenden
mehrwertigen Alkohole 2,3-Butandiol und 2,3-Pentandiol besitzen einen deutlich hoheren
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Geschmacksschwellenwert im Bier und dominieren das Aroma nicht mehr. Der Aufbau der
vicinalen Diketone ist dabei stark von dem verwendeten Hefestamm und der Hefegabe
abhangig. Eine hohere Hefegabe flihrt zwar zu einer verstarkten Bildung der a-Ketosauren
aus dem Stickstoffstoffwechsel, aber gleichzeitig kommt es zu einem rascheren und
intensiveren Abbau. Der Abbau des Diacetyls kann einerseits gezielt liber eine gesteigerte
Reifungstemperatur und eine intensive Bewegung und damit einem guten Nahrstoffkontakt
gefordert werden und anderseits bewirkt eine hohe Konzentration der Hefe bei der Reifung
ebenfalls eine ziigigere Umsetzung.
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2.5 Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Hefe

2.5.1 Einfluss von Sauerstoff auf die Genexpression der Hefe

Der Sauerstoff Ubernimmt, neben seinen Aufgaben als direkter Reaktionspartner im
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel, vor allem Regulierungsfunktionen auf der
Genomebene von Saccharomyces cerevisiae. Die Gene, deren Expression von der
Verfligbarkeit von Sauerstoff abhangt, lassen sich grundlegend in zwei Kategorien einteilen.
Einerseits handelt es sich dabei um die sog. ,aeroben” Gene, die bei der Anwesenheit von

Sauerstoff optimal transkribiert werden. Andererseits existieren im Genom ,hypoxische
Gene, welche unter sauerstofflimitierten Bedingungen exprimiert werden (Kwast, 1998).

Eine Vielzahl der respiratorischen Cytochrome und weitere Proteine, die entweder im
aeroben Metabolismus strikt bendétigt werden oder vor oxidativen Schadigungen der Zelle
durch RSS schiitzen, sind auf den aeroben Genen verschliusselt (vgl. Kapitel 2.5.2). Zusatzlich
sind viele dieser Proteinstrukturen durch homologe hypoxische Gene codiert. Das bedeutet,
dass die Hefe unter sauerstoffarmen bis -freien Bedingungen Gene transkribiert, deren
Proteinstrukturen nur unter aeroben Bedingungen eine direkte Funktion im Stoffwechsel
Ubernehmen. Zwar fehlen definierte experimentelle Beweise, dennoch wird vermutet, dass
dies den Fluss von Metaboliten unter sauerstofflimitierten Bedingungen aufrechterhalt. Im
Falle der Sterol- und Fettsduresynthese ist dies durch die Bildung von Squalen und
gesattigten Fettsauren fir die Hefe von grolRer Bedeutung. So kénnen kurzzeitige aerobe
Bedingungen fir eine Bildung der essentiellen Zellbestandteile fiir das Hefewachstum
genutzt werden (vgl. Kapitel 2.4.5). Eine Transkription von hypoxischen Iso-Enzymen tragt
damit zu einer schnelleren Anpassung bei wechselnden Habitatbedingungen und einer
effektiveren Nutzung geringer Sauerstoffmengen bei (Kwast, 1998).

Gene, deren Expression von Sauerstoff abhdngt, werden in vier Gruppen eingeteilt. Die
Gruppe | umfasst Gene bzw. Genpaare, die Proteine verschlisseln, welche flir den
respiratorischen Stoffwechsel bendtigt werden. Darunter fallen wichtige Enzyme der
Atmungskette, wie die Cytochrome. Die Gruppe Il enthadlt u.a. Enzyme, die an der Ham-,
Sterol- und Fettsduresynthese beteiligt sind. Fiir diese Reaktionen wird Sauerstoff direkt
bendtigt. Die Proteinstrukturen dieser Gene werden sowohl unter aeroben Bedingungen
gefunden aber erfahren eine gesteigerte Expression unter sauerstoffarmen und anaeroben
Bedingungen. Dies ldasst vermuten, dass in manchen Genpaaren aerobe und hypoxischen
Gene gleichermalien Proteine und deren Iso-Formen verschlisseln. In der Gruppe Il sind
Enzyme codiert, die an der Antwort der Hefezellen auf oxidativen Stress beteiligt sind
(Katalase, Mn-Superoxid-Dismutase, usw.) und positiv durch Sauerstoff reguliert werden. Zu
der Gruppe IV gehort u.a. das aerobe Gen ROX1, welches den Transkriptionsrepressor Rox1p
verschlisselt. Dieser hemmt alle hypoxischen Gene.

Die sauerstoffabhdngige Regulation der Transkription der im Zellkern lokalisierten Gene wird
durch mindestens drei Faktoren realisiert. Das Haplp (heme activated protein) aktiviert die
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Transkription vieler aerober und einiger hypoxischer Gene. Hap2/3/4/5p aktivieren hingegen
nur die Transkription der aeroben Gene. Es missen aber noch weitere Aktivatoren fiir
bestimmte aerobe Gene existieren, die bisher noch nicht identifiziert werden konnten. Das
Rox1p (regulation by oxygen) dagegen hemmt die Transkription der hypoxischen Gene unter
aeroben Bedingungen. Das Ham dient in diesen Fallen als Vermittler der Genexpression und
tragt indirekt Gber das Haplp zur Transkription des ROX1 Gens bei. Das heifldt, dass unter
sauerstoffarmen oder —freien Bedingungen die Transkription der hypoxischen Gene
dereprimiert wird. Allerdings sind die kompletten Mechanismen der Regulation durch Ham
noch nicht vollstandig geklart. Sowohl die Konzentration als auch der Redoxzustand von Ham
scheinen daran beteiligt zu sein. Fest steht jedoch, dass die Expressionsintensitat der
aeroben und hypoxischen Gene nicht direkt von der An- bzw. Abwesenheit des Sauerstoffs
abhdngt, sondern die Konzentration des Sauerstoffs die Expression Uber die
Regulationsmechanismen bestimmt. Die Expression der hypoxischen Gene ist im Vergleich
zur Expression der aeroben Gene strikter an die Sauerstoffkonzentration gekoppelt. Die
Induktion der aeroben Gene hingegen verlauft zligiger als die der hypoxischen Gene.
Hypoxische Gene variieren in Bezug auf zeitliche Ausprdgung der Expression und
Expressionsmuster. Fiir fast alle sauerstoffabhingigen Gene erfolgt eine scharfe Anderung
der Transkriptionsintensitat bei geschatzten 1 umol/l O,. Unter dieser Konzentration steigt
die Expressionsrate der hypoxische Gene drastisch an und die der aeroben Gene sinkt ab
(Zitomer, 1992; Bunn, 1996, Kwast, 1998).

Neben den Regulierungsfunktionen auf Genomebene ist der Sauerstoff auch direkt an der
enzymkatalysierten Bildung der Porphyrine beteiligt, welche einen Grundbaustein des Hams
darstellen. Dabei ergeben sich Zusammenhange zwischen dem kq,-Wert des Syntheseenzyms
Koproporphyrinogen-Oxidase und der Transkriptionsintensitat der aeroben und hypoxischen
Gene in Abhangigkeit der Sauerstoffkonzentration. Dieser Reaktionsmechanismus scheint
ebenfalls in die Regulierungsfunktion der Expressionsrate involviert zu sein (Kwast, 1998).

2.5.2 Oxidativer Stress der Hefe

Die einerseits essentiellen Eigenschaften des Sauerstoffes vor allem fiir die Synthese von
ungesattigten Fettsduren und Sterolen wurden bereits in Kapitel 2.4.5 beschrieben.
Anderseits hat die Toxizitat des Sauerstoffs bei den wechselnden aeroben und anaeroben
Bedingungen bei der Bierbereitung ebenfalls Auswirkungen auf den physiologischen Zustand
der Hefe. Falls die Systeme der Oxidation, der Antioxidation und der zelleigenen
Schadensbehebung nicht im Gleichgewicht stehen, kommt es zu oxidativem Stress. Dieser
wird von den radikalen Sauerstoffspezies (ROS) hervorgerufen und ist eng verknipft mit dem
Redoxzustand des Schwefels und dem Metabolismus von Eisen und Kupfer. Bei diesen
Spezies kann es sich um Singulett-Sauerstoff, O,, H,0,, OH handeln (Ménch, 1995;
Hohmann, 2003). Die meisten ROS bilden sich wahrend der nicht vollstdndigen Reduktion
des Sauerstoffes bei der Atmung, aber kénnen ebenso innerhalb der Lipidbiosynthese
entstehen. Die reaktionsfreudigste Form der ROS, das Hydroxyradikal, kann sobald es
entsteht Zellschadigungen verursachen. Die Hydroxidradikale kénnen Wasserstoff von
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anderen Molekilen abspalten und diese treten dann wiederum als Radikale auf. Dabei
konnen sie mit den aromatischen Systemen der Purine und Pyrimidine reagieren, mit
Aminosauren und auch mit Metallionen und diese in radikale Strukturen Uberfihren.
Zusammen mit der Moglichkeit, das ungepaarte Elektron abzugeben, kdonnen hieraus
Kettenreaktionen der Radikalbildung entstehen. Die verursachten molekularen
Veranderungen konnen sich somit auf Lipide, Proteine oder DNA-Bausteine beziehen.
Zusatzlich kann es unter Umstdanden zu einer Abspaltung von OH-Gruppen der Enzyme der
Glykolyse kommen und damit der glykolytische Fluss herabgesetzt werden.

Mehr als 900 Gene werden durch oxidativen Stress exprimiert und ca. 600 Gene gleichfalls
reprimiert. Damit sind ca. 14% des Genoms an Reaktionen auf umweltbedingten Stress
geknlpft. Die Reaktion der Hefe findet innerhalb von einer Minute statt, wahrend nach dem
Stress bis zu 90 min vergehen, bis der Ausgangszustand wieder hergestellt wird. Zwei Drittel
der reprimierten Gene spielen in der Zellvermehrung eine Rolle, dem mRNA Metabolismus
oder der Proteinsynthese. Das Ubrige Drittel ist an der Energiegewinnung und Speicherung,
der ROS Detoxification, der Zellwandmodifikation und Proteinstrukturierung bzw. an der
Reparatur beschadigter DNA beteiligt (Hohmann, 2003).

Die Stoffwechselwege, die an der Antwort auf oxidativen Stress beteiligt sind, werden
vermutlich durch komplexe Redoxsensormechanismen geregelt. Dabei scheint die Zelle
Veranderungen in den intrazellularen Konzentrationen der Oxidantien zu detektieren. Die
Folgen des oxidativen Stresses kdnnen in einer Wachstumsinhibition bis hin zum Zelltod
liegen. Er wird ebenfalls mit dem programmierten Zelltod, der Apoptose, in Verbindung
gebracht. Zellen in der Stationdaren Phase zeigen einen hohere Toleranz gegeniber
oxidativem Stress als Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase. Die Respiration der
Zellen kann zu einer erhdhten Toleranz gegentiber oxidativem Stress beitragen. Zellen, deren
respirative Fahigkeiten eingeschrankt sind, zeigen eine héhere Empfindlichkeit gegeniiber
oxidativem Stress (Higgins, 2003). Eine effektive Maoglichkeit, die stressbedingte
Wachstumsstorung der Hefe zu messen, ist die flusszytometrische Analyse der DNA-
Verteilung mit Hinblick auf die Synchronitat der Hefepopulation.

2.5.3 Sauerstoffbedarf der Hefe in der Brauerei

Der maximale Sauerstoffbedarf von Saccharomyces cerevisiae ist sehr genau bekannt und
wird mit 740 mg O,/g HTS beziffert. Dieser von der Backhefeindustrie auf Melasse oder
synthetischen Zuckerlosungen ermittelte Sauerstoffverbrauch setzt jedoch eine
Zuckerkonzentration von < 0,1 g/l ohne die Limitierung weiterer Ndhstoffe voraus und fuhrt
zu einem Biomassenertragsfaktor von 0,54 g HTS/100 g Glucose. Diese Werte sind allerdings
nicht auf die Hefe unter brautechnologischen Bedingungen zu Ubertragen. Mit einer
Zuckerkonzentration von ca. 78 g/l in einer normalen Vollbierwiirze schrankt der
vorherrschende Crabtree-Effekt die Sauerstoffverwertung im respirativen Stoffwechsel stark
ein, und der resultierende Garungsstoffwechsel wird nur durch die sauerstoffabhangigen
Stoffwechselwege unterstiitzt. Zudem stellen - vor allem unter Propagationsbedingungen -
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die vorhandenen Stickstoffquellen einen limitierenden Faktor bei der Hefevermehrung dar.
Dies fiihrt zu einem verdanderten Bedarf bzw. Verbrauch der Hefe an Sauerstoff. In diesem
Zusammenhang wurde ebenfalls auf Melasse der spezifische Sauerstoffbedarf mit steigender
Zuckerkonzentration von 100 bis 140 mg O,/g HTS-Zuwachs bestimmt. Im viel komplexeren
Ndahrmedium Wirze wird im Anfangsstadium der Hefevermehrung sogar noch weniger
Sauerstoff benotigt, da viele Nahrstoffe, wie u.a. Fettsauren und Aminosauren, anfangs aus
der Wiirze genommen und nicht von der Hefe synthetisiert werden. Zur Synthese des
bendtigten Fettsaureniveaus werden in der Literatur bei der Betriebsgarung Werte zwischen
30-35 mg 0,/g HTS-Zuwachs angegeben. Bei einem durchschnittlichen Zuwachs der HTS von
1 g/l Wiirze wahrend der Betriebsgarung und einer normalen Sauerstoffsattigung von 8 mg/I
entspricht das nur ca. 7% des Wertes in Melasse. Die in der Brauerei mit groRen
Schwankungen ermittelten Sauerstoffaufnahmerate zwischen 2-33 mg 0,/g HTS*h, je nach
Gartemperatur und Extraktgehalt sind auf die teilweise fehlenden Zusammenhange mit der
Hefevitalitat zurtickzufihren. Als Durchschnittswert bei einer Fermentationstemperatur von
15 bis 16 °C kann bis heute eine optimale spezifische Sauerstoffaufnahmerate von
13 mg O,/g HTS*h angesehen werden. Die Sauerstoffaufnahme scheint dabei in einem breiten
Konzentrationsbereich unabhangig von der Konzentration des gel6sten Sauerstoffs. Jedoch
existiert eine Grenze des Mindestgeldstsauerstoffs von > 0,3 mg/l. Unterhalb dieses Wertes
ist der Hefestoffwechsel wohl nicht in der Lage, den Sauerstoff effektiv flir eine weitere
Biosynthese zu nutzen und der Biomassenertragsfaktor sinkt zusatzlich ab (Annemdiller,
2008).

Diese unzureichenden Erkenntnisse (iber den tatsachlichen Bedarf der Hefe an Sauerstoff
haben vor allem im Propagationsprozess zu willkiirlich gewahlten oder aus Erfahrung
gefundenen Intervallbellftungen gefiihrt. Auch Bellftungsvorgaben aus Modelrechnungen auf
der Basis der o.g. Sauerstoffaufnahmeraten, des Zuwachsfaktors und unter Beriicksichtigung
der Adaptions- und Endphase der Propagation konnen aufgrund der fehlenden
Zusammenhange mit dem Hefestoffwechsel nur als Richtwerte angesehen werden. Dennoch
zeigen diese Berechnungen, dass mit einer vorgeschlagenen Bellftungszeit von 3*3 min in der
10stiindigen Startphase und 11*4 min in der Endphase von ebenfalls 10 h der
Sauerstoffeintrag bei der Propagation deutlich reduziert werden konnte (Annemdiller, 2008).

Auch im Bereich der Anstelltechnologie ist die Bellftung nur unzureichend an den Bedarf der
Hefe orientiert worden. Die Optimierung der Drauflassverfahren ist unabhangig von dem
eigentlichen Sauerstoffbedarf der Hefe erfolgt, vielmehr wurde allein auf die Qualitats- und
Stabilitatseigenschaften des Bieres Ricksicht genommen. Zwar ist dieser Ansatz fiir die
Bierproduktion sicherlich angemessen, jedoch lieRen sich durch eine Verknilipfung der
Hefephysiologie mit den fiir die Bierqualitdt entscheidenden Parametern die vorhandenen
Ansidtze  weiter vervollstandigen. Die moglichen Bellftungsvariationen in  der
Anstelltechnologie und deren Auswirkungen auf die Hefephysiologie und die resultierenden
Qualitatsmerkmale des Bieres sind in Kapitel 2.7 zusammengefasst (Annemidiller, 2008).
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Um die Optimierung der Prozessschritte Propagation und Garung jedoch weiter voran zu
bringen, muss die Sauerstoffversorgung, unter Berlicksichtigung der Regulierungsfunktionen
auf Genomebene und dem durch die RSS hervorgerufenen oxidativen Stress, auf die
sauerstoffabhdngigen Stoffwechselwege der Lipidbiosynthese abgestimmt werden. Die
Bereitstellung der ungesattigten Fettsdauren und Sterole aus ihren anaeroben Vorstufen ist
ausschlaggebend fiir einen guten vermehrungs- und garungsphysiologischen Zustand der Hefe
(vgl. Kapitel 2.45 und 2.6). Nur mit einem besseren Verstindnis der
Stoffwechselauspragungen unter den Bedingungen der Propagation und Géarung konnen
Anhaltspunkte fir einen optimalen Sauerstoffeintrag zu Gunsten der Hefephysiologie und der
Bierqualitdat gefunden werden. Dieser Ansatz war Grundlage der unternommenen
Versuchsreihen mit dem Ziel, den physiologischen Zustand der Hefe unter
brautechnologischen Bedingungen weitreichender zu erfassen, und daraus Ansatze zu
Optimierung der Propagation und Garung abzuleiten (Hohmann, 2003; Boulton, 2001;
Annemiiller, 2008).
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2.6 Anforderungen und Erfassung der Hefephysiologie

Neben den allgemeinen mikrobiologischen Ansprichen an eine Reinkultur spielt im
zentralen Prozessschritt der Garung vor allem die Hefephysiologie eine bedeutende Rolle.
Dabei unterliegen die Anforderungen an die Hefe dem jeweiligen Teilprozess der
Hefeherfiihrung, der Garung und der Reifung und verdienen eine unterschiedliche
Betrachtung des Hefestoffwechsels und folglich eine veranderte Ausrichtung der
Prozessparameter. Dabei wirken sich die Faktoren Temperatur, Bellftung, Druck,
physikalische Behandlung der Hefe, Lagerung, Anzahl der Fiihrungen und die
Anstellkonzentration neben der vorgegebenen Nahrstoffzusammensetzung in Abhangigkeit
von der genetischen Disposition und dem Alter der Hefepopulation in verschiedenster Weise
auf die Hefephysiologie aus.

Im Bereich der Hefeherfiihrung ist die Gewinnung einer anstelltauglichen Hefezellzahl mit
einem hohen Biomassenertragsfaktor fiir die nachfolgende Garung entscheidend. Zudem
muss die Hefephysiologie zum Ende der Propagation auf eine schnelle Adaption an die
Garungsbedingungen angepasst sein und die Ausstattung der Hefe an Metaboliten als
Biosynthesevorstufen auch die Moglichkeit zum mehrmaligen Einsatz sicherstellen. Dies
setzt in erster Linie einen ausgeprdgten vermehrungsphysiologischen Zustand der Hefe
voraus. Gleichzeitig muss ebenfalls die Qualitdt des Propagationsmediums beriicksichtigt
werden, da dieses mit mind. 10 bis 15% in den Produktionsprozess einflieBt und die
Qualitatsmerkmale des Bieres mitbestimmen kann. Deshalb sollte die Bildung der GNP und
die oxidative Belastung des Propagator-Inhalts beachtet und die Steuerungsparameter
zusatzlich darauf abgestimmt werden. Im Bereich der nachfolgenden Garung spielt die
Hefevermehrung aus Sicht der Bierbereitung eine untergeordnete Rolle. Der zligige und
weitgehende Extraktabbau und die Auspragung des gewiinschten Aromaprofils stehen in
diesem Prozessschritt im Mittelpunkt. Dies kann durch eine Hefe mit einem ausgepragten
garungsphysiologischen Charakter Gber die Phase der Hauptgarung garantiert werden. Beim
Einsatz von Propagations- und Erntehefen, die evtl. aus unterschiedlichen Fiihrungen
stammen, missen zudem konstante und reproduzierbare Garergebnisse erzielt werden
konnen. Der Reifungsprozess hingegen orientiert sich an den Faktoren der Aromareifung,
d.h. in erster Linie der schnelle Abbau von Diacetyl und Acetaldehyd unter den
Geschmacksschwellenwert, sowie der weitgehenden Vergadrung des Restextrakts und der
damit verbundenen CO,-Bildung und Bindung. Um diese Stoffumsédtze zu gewahrleisten,
bedarf es einer Hefe, die auch zu diesem Zeitpunkt noch einen guten physiologischen
Zustand aufweist und ausreichend ZiS sicherstellt. Dennoch sind mit Hinblick auf die
Lagerung und Filtration auch die weitreichende Kldarung und eine moglichst vollstandige
Hefeernte von zentraler Bedeutung. Dazu muss die eingesetzte Hefe ein gutes
Absetzverhalten aufweisen, das vorwiegend auf den verwendeten Hefestamm
zurlickzufiihren ist, aber durch die Physiologie mitbestimmt werden kann. Zusatzlich muss in
allen Abschnitten die Gefahr der nachtraglichen QualitatseinbuRen durch die Abgabe
negativer zelluldrer Inhaltsstoffe aufgrund mangelhafter Vitalitat minimiert werden.
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Im Gegensatzsatz zur Viabilitat der Hefe ist die Bestimmung der Hefephysiologie nicht mit
einer Ubergreifenden Methode moglich. Die Grunderscheinungen der Lebensvorgdnge in
funktionellen und dynamischen Zusammenhangen und die daraus abgeleitete Komplexitat
zu erfassen, stellt eine der wissenschaftlichen Herausforderungen im Bereich der
Hefeforschung dar. Um einen tieferen Einblick in die Hefezelle zu gewinnen, existieren
verschiedenste Moglichkeiten zur Analyse von Indikatoren, die Hinweise auf Veranderungen
im Stoffwechsel der Hefe geben und die Auswirkungen der Prozesssteuerung deutlich
machen. Dabei kann grundlegend zwischen den Analysen der metabolischen Aktivitat und
des Garverhaltens sowie der Messung von zelluldren Kompartimenten und Inhaltsstoffen
unterschieden werden. Hinzu kommen molekularbiologische Methoden zur Bestimmung der
Genexpression im Hefeorganismus. Die Tabelle 6 gibt eine Ubersicht der verschiedenen
Methoden zur Bestimmung der Hefevitalitat (Lentini, 1993; Miiller, 1997; Heggart, 2000).

Tabelle 6: Methoden zur Erfassung der Hefevitalitat

Grundlage der Messmethode Analyseverfahren

e Labor Garversuche/Kurz-Gartest
e Glykolytische Flussrate
e Aktivitatsmessung von Schliisselenzymen
e CO,-Bildung/CO, Druckaufbautest
Fermentationskapazitit/Garverhalten e Mikrokalometrie
Metabolische Aktivitat e Reduktionsvermogen (z.B. VDK)
e Spezifische Sauerstoffaufnahmerate (Qo;)
e Acidification Power Test (APT)
e Intrazellularer pH-Wert (ICP)
e Protease Aktivitats-Test
e Adenosintriphosphat (ATP)
e Adenylate Energy Charge (AEC)
e Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD)
e Glykogen/Trehalose
e Neutallipide
e Sterole (3p-Hydroxysterolgehalt)
e ungesattigte Fettsauren
e DNA-Gehalt (Zellzyklusanalyse)
e Mitochondrien/Vakuolen
Molekularmikrobiologische Methoden e Genexpression/Mikroarray-Technologie

Messung zellularer Kompartimente und
Inhaltsstoffe

Zwar liefert z.B. der Intrazelluldre pH-Wert der Hefepopulation eine Mal3zahl fir schlechte,
mittlere oder gute Vitalitat, jedoch lassen sich daraus nur grobe Moglichkeiten zur Erfassung
der Hefephysiologie und Verbesserungen im Bereich der Hefetechnologie und des
Hefemanagements ableiten. Die daraus gewonnen Erkenntnisse haben dennoch in der
Vergangenheit zu grundsatzlichen Verbesserungen der Hefewirtschaft in der Brauerei
maRgeblich beigetragen. Eine detaillierte Aussage (iber den physiologischen Zustand, die
genauen Einflisse der Prozessparameter und Unterschiede im vermehrungs- und
garungsphysiologischen Zustand der Hefe lasst sich aus den Ergebnissen der ICP-Messung
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nur bedingt abschatzen. Deswegen wurden im Rahmen dieser Forschungsarbeit neben den
routinemaRigen Kontrollen von Extraktverlauf, Zellzahlentwicklung und pH-Verlauf mit der
Aktivitdtsmessung von Schlisselenzymen im Kohlenhydratstoffwechsel und der
fluoreszenzoptischen Analyse von Zellinhaltsstoffen eine erweiterte Bandbreite von
Analysen zur Beurteilung des physiologischen Zustands der Hefe herangezogen, um den
notigen Einblick in die Hefephysiologie zu gewinnen und die Optimierungsmoglichkeiten
weiter auszuschopfen (vgl. Kapitel 3.2.1 und 3.2.2).
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2.7 Hefemanagement und Hefetechnologie in der Brauerei

Das Hefemanagement schliel3t alle Manipulationen der Hefe in der Brauerei ein und kann in
verschiede Bereiche mit unterschiedlich zielgerichteten Aufgaben unterteilt werden. Eine
der Hauptaufgaben des Hefemanagements ist den Herfihrungsprozess bzw. die
Erntehefebehandlung mit Hilfe der zu Verfligung stehenden Steuerungsparameter auf die
Sudhausarbeit abzustimmen. Zum Zeitpunkt der Wiirzekiihlung muss eine hochvitale Hefe in
ausreichender Menge zum Einleiten der Garung bereitgestellt werden. Eine Einteilung des
Hefemanagement kann in die Abschnitte Hefeherfiihrung, Bierproduktion, Hefelagerung und
schlieBlich Entsorgung erfolgen.

Die Hefeherfiihrung basiert einerseits auf der im Betriebslabor stattfindenden Auswahl und
Isolierung der Reinkultur bis zur kontaminationsfreien Kultivierung einer fiir die betriebliche
Weiterfihrung ausreichenden Menge von ca. 5 bis 10 | Jungbier. Anderseits beinhaltet die
Herflihrung die Vermehrung der Hefe in der Brauerei bis zu der erforderlichen Anstellmenge
einer Garcharge. Das Hefemanagement im Bereich der eigentlichen Bierproduktion
beinhaltet die Anstelltechnologie und die Garfiihrung bis hin zur Hefeernte. Die darauf
folgende Lagerung der Hefe bis zum erneuten Anstellen schlieBt den Kreislauf der Hefe in
der Brauerei. Die Uberschiissige Hefe aus der Hauptgarung und die aus dem Reifungs- und
Lagerungsprozess stammende Gelagerhefe muss schlieflich aus dem Betrieb entfernt
werden. Dies kann bei o©6konomischen Vorteilen fiir die Brauerei mit einer
Hefebiergewinnung gekoppelt sein. Uber alle Bereiche hinweg sollte jeweils der an den
Prozess angepasste optimale physiologische Zustand der Hefe im Mittelpunkt stehen, um die
Effektivitat der eingesetzten Hefe zu steigern und Vorteile fiir den Produktionsprozess und
die resultierende Bierqualitdt zu erreichen (vgl. Kapitel 2.6). Die Abbildung 14 zeigt
schematisch die Struktur des Hefemanagements in der Brauerei. Die fir die vorliegenden
Untersuchungen zentralen Punkte des Hefemanagements sind rot hervorgehoben.

Reinzucht — Propagation
Garung Reifung/
Lagerung
> Hefegabe
‘ Beliiftung
Hefelagerung — Kréulsen —‘
£ ——— Hefeernte Gelagerhefe
Kuhlung
Uberschusshefe 1
Hefebiergewinnung S — > Entsorgung

Abbildung 14: Grundlage des Hefemanagements in der Brauerei
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Die betriebliche Weiterfihrung der Reinzuchthefe aus dem Brauereilabor hat in den
vergangenen Jahren eine stetige Weiterentwicklung durchlaufen. Die zentrale Aufgabe im
Herflhrungsprozess sollte die optimale Versorgung der Hefe mit Sauerstoff sein, um das
primdre Ziel, eine moglichst hohe Biomasse in optimalem physiologischem Zustand
bereitzustellen, zu erreichen. Die klassischen Herflihrungsmethoden, die durch mehrmaliges
Drauflassen im Hochkrausenstadium immer gréBerer Wiirzemengen eine Vermehrung der
Hefe erreichen, sind meist aufgrund wirtschaftlicher Gesichtspunkte nur noch in kleineren
und mittleren Brauereien zu finden. Dennoch stellt dieses einfache Verfahren eine
zweckdienliche Alternative bei der Breitstellung geringer Hefemengen dar. Da in den
meisten Fallen jedoch nur eine normal geklarte, einfach beliftete und nicht keimfreie Wiirze
zu Verfligung steht, ergeben sich Nachteile hinsichtlich einer langeren Prozesszeit, einem
erhohten mikrobiologischen Risiko und einer resultierenden Hefe in nicht bestmdglichem
physiologischen Zustand.

Eine optimale Nahrstoffausnutzung bei der Hefeherfliihrung, eine damit verbundene
Steigerung des Biomassenertragsfaktors und kiirzere Prozesszeiten lassen sich nur durch
eine zusatzliche mechanische Bewegung und eine weitreichendere Belliftung erzielen. Diese
MaRnahmen fordern einen besseren Kontakt der Zellen mit den Nahrstoffen der Wiirze und
sorgen fur eine effektivere Versorgung der sauerstoffabhiangigen Stoffwechselwege der
Hefe. Aus diesen technologischen Ansdtzen sind die modernen Hefereinzuchtapparate bzw.
Hefepropagationsanlagen entwickelt worden, mit dem Ziel, reingeziichtete Hefe unter
keimfreien Bedingungen fir groRere Volumina mit einer besseren Hefequalitat
bereitzustellen. Die sich daraus ergebenen Vorteile sind sowohl eine kiirzere Herfliihrungszeit
mit reprozierbarer, guter Hefequalitat und ein hoher Automatisierungsgrad. Zudem wirkt
sich die verbesserte Hefequalitat positiv auf eine verkiirzte Adaptionszeit, einen zligigeren
Garverlauf und einen schnelleren und weitreichenderen pH-Sturz sowie eine verbesserte
Diacetylreduktion aus. Auferdem wird aufgrund der besseren Hefevitalitdit der
Selektionsdruck auf Fremdkeime und so die mikrobiologische Sicherheit erhéht. Weiterhin
werden den Hefen aus den modernen Herfiihrungsanlagen positive Einfliisse auf die
sensorische Eigenschaften des Bieres und eine Verbesserung der chemisch-physikalischen
Stabilitat sowie der Geschmacksstabilitdit zugeschrieben. Dennoch sind die
Wechselwirkungen zwischen der spezifischen Bellftungsrate und den
Regulierungsfunktionen im Hefestoffwechsel unter brautechnologischen Bedingungen noch
nicht ausreichend bekannt. Ein an die Bediirfnisse der Hefe angepasster Prozessablauf und
eine eventuelle Einflussnahme auf die Hefephysiologie lber den Einsatz von Sauerstoff
konnten weitere Vorteile bringen.

Es haben sich zwei Varianten der Propagationsverfahren in der Praxis durchgesetzt. Eines
dieser Verfahren arbeitet auf der Basis eines reinen Batch-Betriebs. D.h. der gesamte
Propagationsinhalt wird zum Anstellen einer Garung genutzt. Die Anlage wird dadurch
vollstandig entleert und anschlieend gereinigt. Fir eine erneute Propagation wird die
Anlage wieder mit frischer Sterilwirze gefiillt und mit einer neuen Reinzuchthefe aus dem
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vorgeschalteten Prozess (Laborreinzucht, kleinere Propagationseinheit) beimpft. Dieses
Verfahren bietet Vorteile hinsichtlich einer Vermeidung moglicher Verschleppung von
Kontaminationen, aber die Adaptionsphase der neu eingebrachten Hefe und die
Manipulationszeiten schranken die Effizienz dieser Prozessgestaltung ein. Als zweite
Moglichkeit existiert ein halbkontinuierliches Verfahren. Dabei findet nach dem
herkémmlichen Anstellen eine wiederholte Propagation eines Teil- bzw. Restvolumens von
10 bis 15% des gesamten Propagatorinhalts statt. Von zentraler Bedeutung ist, die Hefe in
der exponentiellen Wachstumsphase zu halten und somit stindig Hefe hoher Qualitat
bereitstellen zu kénnen (Thiele, 2005). Dieses Verfahren kann allerdings auch ohne das
Auftreten eventueller Fremdkeime nicht unbegrenzt aufrechterhalten werden. Das Risiko
von Mutationen steigt, und durch die Verdiinnung essentieller Wiirzenahrstoffe kann es zu
Degenerationserscheinungen der Hefe kommen. Vor allem die Aminosaurekonzentration,
die einen limitierenden Faktor bei der Hefepropagation darstellt, und die mogliche
Verarmung an Zink, als einziges in der Wirze eventuell unterbilanziertes Spurenelement,
kann Uber die Prozessdauer negativ auf den physiologischen Zustand der Hefe wirken.
Zudem nehmen die Konzentrationen von Ethanol und der GNP lber die Prozessfiihrung zu
und beeinflussen die Hefephysiologie gleichermalen.

Die in der Praxis eingesetzten Propagationsanlagen unterscheiden sich in weiteren
anlagentechnischen Faktoren. Die Einrichtung des Bellftungssystems und die Art der
mechanischen Bewegung sind zusammen mit der Behadlterzahl die signifikanten
Unterschiede. Einerseits existieren Bauformen, bei denen eine Belliftungslanze und ein
Mischer direkt im Tank eingebaut sind. Bei unzureichender Reinigung und Desinfektion
erhoht sich durch die Einbauten allerdings das Risiko einer mikrobiologischen
Kontamination. Zudem muss eine zusatzliche Pumpe das Entleeren und Fillen des
Propagators Gibernehmen. Diese Pumpe wird in Bauformen mit Belliftungsleitung gleichzeitig
fir die Umwalzung des Tankinhalts verwendet und ersetzt den innenliegenden Mischer,
wobei die Homogenitat der Hefesuspension sichergestellt werden muss. Die Umpumpleitung
ist mit einer entsprechenden Belilftungseinrichtung ausgestattet. Diese basieren heutzutage
meist auf dem Venturiprinzip. Die moderne Zweistoffdise stellt in diesem Zusammenhang
eine gute Durchmischung und effektive Sauerstoffversorgung aufgrund einer engen
GroRenverteilung feinster Luftbldschen sicher (Wening, 2007). Diese Anlagentypen
existieren als Ein- oder Zweitankverfahren. Der zweite Behdlter kann entweder als reiner
Sterilwirzetank angelegt sein oder wie im Assimilationsverfahren nach Back als vollwertiger
Propagationstank fiir den wechselseitigen Betrieb ausgestattet werden. Zudem findet bei
der Einfihrung eines Assimilationsverfahrens eine ganzheitliche Anpassung des
Herflhrungssystems und somit auch der geometrischen Verhaltnisse der Vermehrungstanks
auf die in der Brauerei angewendete Technologie und die Wachstumsanspriiche der Hefe
statt (Back, 2005).

Im Rahmen der technologischen Einflussfaktoren ist die Variation der Prozessfiihrung breiter
verteilt und von betrieblichen Vorgaben abhdngig. Die wichtigsten Steuerungsparameter im
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Propagationsprozess stellen Temperatur, Zeit und Bellftung dar. Die Auswirkungen der
Temperatursteuerung sind allgemein bekannt. Dennoch sollte mit Hinblick auf die GNP-
Bildung und die nachfolgende Garung die Propagationstemperatur an die Garflihrung
angepasst sein. Dabei sollte eine Temperaturdifferenz von > 4 °C nicht iberschritten werden,
um eine mogliche Schockexkretion von niedermolekularen Zellinhaltsstoffen zu vermeiden.
Eine ausreichende Sauerstoffversorgung muss sichergestellt werden, jedoch bringt eine
Ubersattigung keine reellen Vorteile fiir die Hefevermehrung, sondern fiihrt zu einer
UbermafRigen Schaumbildung und damit zu einem Verlust an schaumpositiven Substanzen.
Die in verschiedenen experimentellen Untersuchungen ermittelte Untergrenze der
Sauerstoffversorgung bei der Propagation liegt mit Werten zwischen 1,0 und 1,5 mg/I iber
denen aus der Backhefeindustrie bekannten Werten fiir den Mindestgel6stsauerstoff von
> 0,3 mg/I (vgl. Kapitel 2.5.3).

Als weitere Steuerungsparameter stehen die Anstellzellzahl und der Extraktgehalt zu
Verfliigung, die wiederum durch das Mischungsverhaltnis von Jungbier und unvergorener
Wiirze beeinflusst werden kénnen. Der entscheidende Faktor bei der Nutzung der hohen
Hefequalitat aus dem Propagationsprozess ist der Entnahmezeitpunkt. Zwar ist eine hohe
Konzentration der Anstellhefe wiinschenswert, aber sobald eine Limitierung von essentiellen
Wirzendhrstoffen eintritt, beginnt die Hefe Reservestoffe zur Zellneubildung zu
mobilisieren, was zu einer raschen Verschlechterung des physiologischen Zustands der Hefe
fihrt. Die in der Literatur grolRe Varianz der anzustrebenden Zellkonzentrationen mit bis zu
250 Mio. Z/ml ist vermutlich auf Unterschiede im Ausgangszustand und die z.T. fehlende
Beachtung des resultierenden physiologischen Zustands der Hefe sowie anlagentechnische
Faktoren zurlickzufiihren. Um die Vorteile einer modernen Hefepropagation voll nutzen zu
konnen, hat sich ausgehend von einer Anstellkonzentration von 10 bis 15 Mio. Z/ml eine
anzustrebende Hefezellzahl von 100 bis 120 Mio. Z/ml als angemessener Richtwert
erwiesen. Um eine bis zum Ende der Propagation ausreichende N&hrstoffversorgung
sicherstellen zu kénnen, sollte in diesem Zusammenhang ein Restextraktgehalt von 7% bis
9% angestrebt werden. Die Prozesszeit schwankt in Abhangig der o.g. Parameter und dem
Ausgangszustand der Hefe im Bereich von 24 bis 48 h (Thiele, 2005).

Die Anstelltechnologie in der Brauerei eroffnete ebenso viele Variationsmaoglichkeiten wie
der Propagationsprozess. Dabei ist die verwendete Technologie entscheidend fir den
Garverlauf und die Reifungsgeschwindigkeit und nimmt so Einfluss auf die Qualitat des
produzierten Bieres. Unabhangig vom physiologischen Zustand der Hefe ist vor allem die
Bandbreite der Bellftung in den praktizierten Drauflassverfahren weit gesteckt. Eine
ausreichende Versorgung von Sauerstoff ist dabei essentiell fiir einen guten physiologischen
Zustand der Hefe. Dahingegen hat sich eine gesamte Hefegabe zum ersten Sud sowohl fir
die Gareigenschaften als auch fiir die Qualitdt des produzierten Bieres als Vorteilhaft
erwiesen (Boulton, 2001; Tenge, 2004, Back, 2005). Eine auf die einzelnen Sude verteilte
Hefegabe hat vermutlich aufgrund der verzogerten Adaption der nachfolgenden Hefecharge
und der dadurch fehlenden Synchronitdt der Population verlangerte Garzeiten, einen
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geringeren pH-Sturz, einen niedrigeren Endvergarungsgrad und eine verminderte
Diacetylreduktion zur Folge. Zudem konnte eine geringere Hefevitalitat auf Basis der ICP-
Messung und eine erhohte Konzentration an Alterungsindikatoren in forciert gealterten
Bieren nachgewiesen werden.

Die Wirzebellftung orientiert sich unter normalen Umstanden an der Sattigungsgrenze des
als Sterilluft eingebrachten Sauerstoffs. Dabei sind in Abhangigkeit der Temperatur und der
Dichte Sauerstoffkonzentrationen von 8 bis 11 mg/l zu erreichen. Dies kann durch die
Verwendung von reinem Sauerstoff deutlich gesteigert werden. Die anlagentechnisch
aufwandige und kostenintensivere Versorgung mit reinem Sauerstoff findet jedoch nur im
Bereich der High-Gravity Verfahren aufgrund der hohen Stammwiirzekonzentrationen
Anwendung und eine Uberdosierung steigert das Risiko des oxidativen Stresses der Hefe und
bedingt so Nachteile in ihrer Vitalitat. Die Frage nach der effektiven Verfligbarkeit fir die
Hefe und die oxidative Belastung der Wiirze durch den eingebrachten Sauerstoff ist nicht
hinreichend geklart. Zur Steigerung des SO,-Gehaltes im Bier wird eine Reduzierung der
Bellftung nachfolgender Sude entweder durch Teilbeliiftung oder Reduzierung der
Sauerstoffkonzentration vorgeschlagen. Dabei muss zwischen moglichen QualitatseinbulRen,
einer Schwachung der Hefevitalitat und der forcierten SO, Bildung abgewogen werden. Bei
einer vorgeschalteten Belliftung zur Vitalisierung der Erntehefe vor dem Anstellen, wie sie
z.T. in der Literatur vorgeschlagen wird, sollte wiederum die Zehrung intrazelluldrer
Reservestoffe aufgrund fehlender Woirzendhrstoffe berlicksichtig werden. Falls eine
derartige BellUftung vorgenommen wird, ist eine zeitnahe Einleitung der Garung wesentlich
(Depraetere, 2003).

Die weiteren Steuerungsparameter wahrend der Garfiihrung sind die Anstellkonzentration
der Hefe, die Temperaurfiihrung und eine mogliche Druckbeaufschlagung. Diese Faktoren
wirken sich einerseits ebenfalls auf die Hefevermehrung und —aktivitdt und damit auf die
Gargeschwindigkeit aus, aber anderseits wird die Zusammensetzung der GNP deutlich
beeinflusst (vgl. Kapitel 2.4.8). Fir eine reproduzierbare Bierqualitdit sollte die
Anstellkonzentration der Hefe moglichst konstant gehalten werden und mit den
entsprechenden anlagentechnischen Moglichkeiten liberwacht werden. Eine Erhéhung der
Hefegabe fihrt allgemein zu einer Verklrzung der Garzeit. So kann bei der Produktion
untergariger Biere mit einer Vervierfachung der Hefegabe bei gleicher Gartemperatur die
Garzeit von 12 auf 4 Tage gesenkt werden. Allerdings sinkt mit dieser MaRnahme die
Verfligbarkeit der Nahrstoffe pro Hefezelle, so dass es zu einem geringeren Hefewachstum
wahrend des Garprozess kommt. In diesem Zusammenhang wird Uber eine unzureichende
Hefeernte und eine ausbleibende Verjlingung der Hefepopulation berichtet. Aus Sicht der in
den vergangenen Jahren in den Mittelpunkt der Forschung gerilickten Produktstabilitat fihrt
eine hohere Hefegabe zu einer deutlichen Verschlechterung der Alterungsstabilitdt und ist
deshalb nicht zu empfehlen. In Abhangigkeit der Gartemperatur sollte die
Anstellkonzentration zwischen 15 und 30 Mio. Z/ml betragen. Eine Mischung von
Propagations- und Erntehefe fiihrt zu einer Verringerung der Abfallmenge, niedrigeren
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Investitionskosten im Bereich der Propagationsanlagen sowie erhéhten SO,-Gehalten durch
den ausgepragten garungsphysiologischen Charakter der Erntehefen im Bier. Die kdnnte
auch durch eine bessere Ausrichtung des physiologischen Zustands der Propagationshefe
erreicht werden.

Generell bewirkt eine Erhohung der Gartemperatur einen intensiveren Hefestoffwechsel.
Darauf beruhen eine Beschleunigung der Hefevermehrung und ein schnellerer und tieferer
pH-Sturz, sowie eine bessere Verteilung der Hefe im Gartank aufgrund der erhéhten
Konvektion. Allerdings bewirken erhéhte Temperaturen eine deutlich starkere Bildung der
hoheren Alkohole. Ein unglinstiges Verhaltnis im GNP-Spektrum kann zu unausgewogenen,
wenig aromatischen und leeren Bieren fihren. Zudem flhrt eine intensivere Garung zu einer
erhohten Ausscheidung an Eiweifen und Bitterstoffen. Unter Berlicksichtigung dieser
Nachteile ist die Druckgarung entstanden, die das Hefewachstum aufgrund des hoheren
Druckes und der vermehrten CO,-Bindung in der Hauptgarphase drosselt und so die Bildung
der hoheren Alkohole reduziert. Bei einer Gartemperatur von 15 °C und einem ab der
zweiten Sprossung eingestellter Spundungsdruck von 0,3 bis 0,5 bar wird unter
Berlicksichtigung des zusatzlichen statischen Drucks ein CO,-Gehalt im Jungbier von ca. 2,5
bis 3,0 g/l erreicht. Konzentrationen von > 1 g/l schréanken die Hefevermehrung bereits stark
ein.

Neben der generellen Moglichkeit, eine klassische kalte oder warme Garfiihrung
einzusetzen, entscheidet vor allem die Temperatur der drauf gelassenen Wiirze lber eine
zligige und weitreichende Vergarung. Die frische Wiirze muss unbedingt an die im Géartank
befindliche Temperatur angeglichen werden. Eine Absenkung der Gartemperatur wahrend
des Anstellens fiihrt zu einer Verschlechterung der Hefeviabilitat und —vitalitat und bedingt
eine Reduzierung der Garaktivitat um bis zu 30%. Hinzu kommen ein deutlicher Anstieg des
FAN-Gehalts im fertigen Bier, sowie ein leicht erhohter pH-Wert.

Ein gutes Absetzverhalten der Hefe wahrend der Nachgarung ist Grundvoraussetzung fir
eine optimale Hefeernte. Das Flokkulationsvermégen des Hefestammes hat hierbei den
groRten Einfluss und wird Uber die Mineralstoffzusammensetzung sowie den Ethanolgehalt
und pH-Wert mitbestimmt. Gleichzeitig beeinflussen die in Schwebe verbleibenden Zellen
den Reifungs- und Filtrationsprozess. Fir die Qualitdt der Hefeernte und des Bieres ist
sowohl der Erntezeitpunkt als auch die Methode der Hefeernte von Bedeutung. Hinsichtlich
der Wiederverwendung der Hefe in der nachsten Fihrung missen die Ernte- und
Lagerungsbedingungen auf die Hefephysiologie abgestimmt werden. Eine moglichst
friihzeitige Entfernung der Hefe vom Jungbier ist wiinschenswert. Die abgesetzte Hefe fangt
bereits in der Nachgarung an, niedermolekulare EiweilRe zu exkretieren, die sich negativ auf
die Schaumstabilitat auswirken kénnen. Vor allem die Konzentration und die Aktivitat der
Proteinase A konnen bei fehlender Inaktivierung Uber den weiteren Prozessweg die
Schaumstabilitat herabsetzen. Die teileweise hohen Temperaturen und CO,-Konzentrationen
in der abgesetzten Hefe, bedingt durch unzureichende Kihlungsmoglichkeiten und den
statischen Druck in hohen ZKGs, kdnnen zu Autolyseerscheinungen der Hefe beitragen. Die
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in Losung gehenden Zellbestandteile wirken sich sowohl auf das Geruchs- und
Geschmacksprofil, als auch auf die Glanzfeinheit und Filtrierbarkeit negativ aus. Auch die
Voraussetzung fiir eine gute Geschmacksstabilitat wird durch die mogliche Exkretion von
Fettsduren stark gemindert. Zugleich steigt der pH Wert des Bieres an, der damit als Indiz fir
eine Hefeautolyse herangezogen werden kann.

Bei der Hefeernte sollte darauf geachtet werden, dass die Hefe im Konus langsam
nachrutscht und moglichst vollstiandig entfernt werden kann, ohne dass Reste an den
Wandungen des Konus zurlickbleiben. Eine Verwerfung des Vor- und Nachzeugs ist
vorteilhaft, aber bei der Ernte aus einem ZKG teilweise schwierig zu koordinieren. Der
Hefeernte aus einem ZKG sollte dabei eine schonende und moglichst weitreichende
Druckentlastung nachfolgen. Die Entfernung des CO,, das als Zellgift negativen Einfluss auf
die Hefephysiologie und vor allem auf die Vermehrungseigenschaften besitzt, muss
moglichst weitreichend erfolgen. Falls ein direktes Wiederanstellen geplant ist, empfiehlt es
sich, die CO,-Entfernung mit einer zusatzlichen Belliftung der Hefe zu forcieren. Falls vor der
nachsten Fihrung eine Lagerphase der Hefe ansteht, ist eine zusatzliche Belliftung nicht
empfehlenswert, da der Hefemetabolismus angeregt wird und durch das Fehlen von
Wirzenahrstoffen eine Zehrung der Reservestoffe erfolgt, die fiir die nachfolgende
Vermehrungs- und Gareigenschaften von groRer Bedeutung sind (vgl. Kapitel 2.4.7).

Die Behandlung und Aufbewahrung der Hefe sollte auf eine moglichst vollstandige
Konservierung des physiologischen Zustands ausgerichtet werden. Dabei ist eine schnelle
Kihlung der Hefe von besonderer Bedeutung. Bei einem direkten Wiederanstellen kann auf
eine vollstandige Kihlung unter die Anstelltemperatur verzichtet werden, ansonsten sollte
eine Lagertemperatur von 3 bis 4 °C angestrebt werden. Langere Lagerzeiten der Hefe setzen
zur Erhaltung des physiologischen Zustands eine Aufbewahrungstemperatur zwischen 0 und
2 °C voraus. Bei der Kihlung der Hefe ist der Einsatz eines Plattenwarmetauschers
gegenlber einer konventionellen Tankkihlung zu bevorzugen. Dieser ermdglicht eine
homogenere und schnellere Temperatursenkung. Eine zu warme Hefelagerung hat deutlich
negativen Einfluss auf die Hefeviabilitdt und die nachfolgende Girung. Uber Veranderungen
des Sauerstoffbedarfs in Abhangigkeit der Lagerzeit sind bis heute keine Ergebnisse
formuliert.
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2.8 Die Bieralterung

2.8.1 Bedeutung der Geschmacksstabilitit

Das ,Frischeprodukt” Bier unterliegt bereits nach der Abfillung und dem Verlassen der
Brauerei einer standigen Verdanderung Uber die gesamte Lagerdauer. Sowohl die
Zentralisierung der deutschen Braulandschaft, als auch die zunehmende Globalisierung im
internationalen Markt machen aufgrund der daraus resultierenden immer langeren
Distributionswege die Stabilitdit des Produktes besonders wichtig. Neben chemisch-
physikalischen Veranderungen stellt die negative Entwicklung des Geruchs- und
Geschmacksprofil einen maBgeblichen Verlust der Qualitditsmerkmale hierbei dar. Es greifen
zwei Mechanismen im Rahmen der Profilverdnderung ineinander. Es kommt einerseits zu
einem Verlust an aromapositiven Substanzen des Bieres sowie zur Bildung von neuen
Substanzen, die den Alterungsgeschmack des Bieres bewirken (Meilgaard, 1975). Die
aufgrund des Reinheitsgebotes meist auf die Technologie beschriankten Moglichkeiten bei
der Malz- und Bierbereitung zur Verbesserung der Geschmacksstabilitdt stellen eine der
grofRen wissenschaftlichen Herausforderung im Brauwesen dar. Durch gezielte MaRnahmen
im Bereich der Rohstoffauswahl und deren Lagerung sowie einer Verbesserung der
Anlagentechnik konnten bereits deutliche Fortschritte zur Erhaltung des Bieraromas erzielt
werden (van Waesberghe, 2001). Dabei ist vor allem die Sauerstoffaufnahme des Bieres bei
der Abfillung zu kontrollieren und zu minimieren, da hier das Schadigungspotenzial am
deutlichsten ist und alle vorher unternommen Anstrengungen, zu einer verbesserten
Geschmacksstabilitdt beitragen, Giberschattet werden kénnen (Wilson, 1978; Narziss, 1999;
Gastl, 2006).

Die Ausloser der Oxidationsvorgange bei der Bieralterung stellen die ROS dar. Sie kénnen
u.a. mit Polyphenolen, iso-a-Sduren, Aminosauren, Fettsauren und Alkoholen kritische
Reaktionen eingehen. Die Bildung von Carbonylverbindungen scheint im Rahmen der
Alterungserscheinungen einen maRgeblichen Anteil zu besitzen. Allerdings tragen auch nicht
oxidative Reaktionen zum Alterungsprozess der Biere bei. Hierbei spielen die Bildung
verschiedener Ethylester, hauptsachlich die Uber die sauerstoffunabhingige
Maillardreaktion gebildeten heterozyklischer Verbindungen und die Abnahme der bei der
Garung durch die Hefe gebildeten Ester eine wichtige Rolle (Bamforth, 1985; Kaneda, 1989;
De Cooman, 2000). Die Bildungsreaktionen der Leitsubstanzen der Bieralterung werden in
Kapitel 2.8.2 beschrieben.

Im Bereich der Fermentation steht bis heute vor allem die von der u.g. Hefe abgegeben SO,-
Konzentration im Vordergrund. Dieses Antioxidans ist in der Lage, die malRgeblich auf
Oxidationsvorgange durch Sauerstoffeintrag zurlickzufiihrende Instabilitdt des Bieraromas
abzuschwéachen (Kunz, 2002). Wahrend in allen Prozessschritten der Bierbereitung die
Sauerstoffbelastung im Rahmen der technischen Moglichkeiten zu reduzieren ist, ist
aufgrund des sauerstoffabhangigen Wachstums und zur Sicherstellung eines optimalen
physiologischen Zustandes der Hefe eine Sauerstoffversorgung im Bereich des Anstellens
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unerldsslich. Damit bekommt der Einfluss der Wirzebelliftung mit Hinblick auf mogliche
Oxidationsvorgange der Wirzeinhaltsstoffe eine besondere Bedeutung. Jedoch muss in
diesem Zusammenhang einerseits die durch die Sauerstoffzehrung der Hefe bedingte kurze
Kontaktzeit beriicksichtigt und andererseits der Einfluss des Hefemetabolismus auf eine evtl.
Reduzierung moglicher Alterungssubstanzen wahrend der Garung in Abhangigkeit ihres
physiologischen Zustands in Betracht gezogen werden (Narziss, 1999; Wurzbacher, 2005;
Thiele, 2008). Allerdings zeigen bis heute vor allem MalRnahmen, die einen negativen Einfluss
auf den physiologischen Zustand der Hefe besitzen, positive Effekte auf die SO,-Bildung der
Hefe. Dabei werden Richtwerte zwischen 5 mg/l und der deklarationspflichtigen Grenze von
10 mg/I als wirkungsvoller Schutz in der Literatur vorgeschlagen, meist ohne auf weitere
Qualitatsmerkmale zu achten.

Eine Beliftung und damit angestrebte Vitalisierung der Hefe vor dem Zeitpunkt des
Anstellens scheint hier eine Moglichkeit, die oxidative Belastung der Wiirze zu verringern
ohne einen negativen Einfluss auf die Hefephysiologie und Gareigenschaften zu bewirken
(Depraetere, 2003). Dabei bleibt offen, in wie weit die Sauerstoffversorgung getrennt von
der Aufnahme der essentiellen Nahrstoffe der Wiirze den physiologischen Zustand der Hefe
effektiv beeinflusst und sich auf die Gareigenschaften, die Bildung der GNP und somit das
Qualitatsprofil auswirkt. Nur ein tieferes Wissen (ber die Hefevitalitait unter
Brauereibedingungen kann zu Losungs- und  Verbesserungsansdtzen der
Geschmacksstabilitat beitragen. Es wird auch in den ndchsten Jahren zu groRen
Anstrengungen im Brauwesen kommen, den Mikroorganismus Hefe und die Garparameter
weiterhin auf eine Verbesserung der Geschmacksstabilitdt ohne Einschnitte anderer
Qualitatsmerkmale des Bieres auszurichten.

Biere auf ihre Stabilitdt hin zu untersuchen, stellt sich jedoch als dul3ert schwierig dar. Der
vielschichtige Prozessablauf bei der Bierbereitung und die komplexe Matrix dieses Produktes
machen eine reproduzierbare Studie Uber die Einflussfaktoren auf die Geruchs- und
Geschmacksstabilitdt schwierig. Aufgrund des Einsatzes natlirlicher Rohstoffe, dem nicht
reproduzierbaren physiologischen Zustand der Hefe wahrend der Garung und die sich darauf
aufbauende schwierige Vergleichbarkeit mit dem frischen Produkt sind technologische
Verbesserungen schwer voranzutreiben. Eine mogliche forcierte Alterung spiegelt zwar
Trends der natiirlichen Alterung wider und wird in die Bewertung mit einbezogen, aber zeigt
keine 100%ige Ubereinstimmung. Dennoch sind verschiedene erfolgreiche Verfahren zur
Beurteilung oder Vorhersage der Geschmacksstabilitdit und der Anfélligkeit von Bier
vorhanden. Neben der Berechnung des Stabilitatsindexes aus den Analysen der Lag-Time,
des antiradikalischen Verhaltens, dem antiradikalischen Potential und des
Reduktionsvermogens, hat die gaschromatische Bestimmung von Leitsubstanzen, die als
Hauptverursacher der Alterungsgeschmackes des Bieres gelten, zu zahlreichen
Verbesserungen in den unterschiedlichen Prozessen der Bierbereitung gefihrt. Allerdings
sind noch nicht alle verantwortlichen Substanzen identifiziert, so dass die Liste der
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Indikatoren weiter verbessert werden muss, um die Verbesserung der Geschmacksstabilitat
vorantreiben zu kénnen (Forster, 1999; Kunz, 2002; Wurzbacher, 2005; Depraetere, 2008).

2.8.2 Bildung der Alterungskomponenten

Eine Vielzahl von Carbonylverbindungen im Bier ist maRgeblich an der Bildung des
Alterungsgeschmacks beteiligt. Die aus der Maillardreaktion, aus dem Streckerabbau, der
Oxidation hoherer Alkohole, dem oxidativen Abbau von Isohumulonen und Fettsdauren der
Aldolkondensation von Aldehyden, der sekunddaren Autooxidation langkettiger,
ungesattigter Aldehyde wund der Freisetzung vorhandener Aldehyde aus Sulfit-
Additionsbindungen stammenden Substanzen sollen kurz erlautert werden. Weiterhin
verursachen die Oxidationsvorgange die Bildung einer Vielzahl an organischen Sauren im
Bier (Huvaere, 2003).

e Maillairdreaktion und Streckerabbau

Die auch als nicht-enzymatische Braunung benannte Maillardreaktion beruht auf einer
Reaktion zwischen reduzierenden Zuckern (z.B. Glucose) und Aminosduren. Die Produkte
dieser komplexen Reaktionsablaufe sind auch fiir die Farbgebung und als Warmeindikatoren
von Bedeutung. Im ersten Reaktionsschritt kommt es zur Bildung eines N-Glykosylamins, das
Uber die Schiff'sche Base zum Amadoriprodukt umgelagert wird. Diese Amadoriverbindung
kann Uber die zwei moéglichen Endiolformen zu Carbonylen und Dicarbonylen reagieren. Im
weiteren Verlauf kann es dann zur Bildung von Melanoidinen kommen.

Ebenfalls kdnnen Aminosdauren Uber den Streckerabbau zu stark alterungsrelevanten
Aldehyden oxidiert werden; was durch Sauerstoff, Lichteinstrahlung und Riboflavin geférdert
und durch die antioxidative Kapazitat von Polyphenolen gebremst werden kann. Ausgehend
vom Amadoriprodukt koénnen (Uber den Streckerabbau ebenfalls verschiedene
Carbonylverbindungen entstehen. Die kdnnen lber Kondensation weiter zu aromatischen
Substanzen weiterreagieren. Dabei reagieren liber Transaminierung und Decarboxylierung
im ersten Schritt Aminosduren mit o-Dicarbonylverbindungen zu Aminoketon und dem
korrespondierenden Aldehyd. In Folgereaktionen kann es zu Kondensation mit verfligbaren
Verbindungen kommen. Als Endprodukte konnen hierbei Pyrazine und ebenfalls
Melanoidine entstehen. Jedoch verbleibt ein geringer Anteil der Aldehyde und Ketone als
aromaaktive Substanzen im Bier. Die zeigt die zu den Aminosduren korrespondierenden
Streckeraldehyde (Vanderhaegen, 1990; Lustig, 1994; Gastl, 2006).
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Tabelle 7: Aminosduren und ihre korrespondierenden Streckeraldehyde

Aminosdure Streckeraldehyd
Glycin Formaldehyd
Alanin Acetaldehyd
Valin 2-Methylpropanal
Isoleucin 2-Methylbutanal
Leucin 3-Methylbutanal
Phenylalanin Phenylacetaldehyd

e Oxidation hoherer Alkohole

Die aus dem GNP-Stoffwechsel der Hefe stammenden hoheren Alkohole kdénnen bei
Anwesenheit von Melanoidinen zu Aldehyden oxidiert werden.

e Oxidativer Abbau von iso-a-Sduren

Die Oxidation der iso-o-Sduren erfolgt an den Seitenketten der Bitterstoffe. Isohumulone
kénnen auch in Abwesenheit von gel6stem Sauerstoff oxidativen Reaktionen unterliegen.
Die dabei entstehenden Carbonylverbindungen setzen sich aus Acetaldehyd, Aceton, 2-
Butenal, 2-Pentanal, 2-Hexanal, 2,4-Hexadienal, 2-Methylpropanal, 3-Methylbutanal, 3-
Methylbutan-2-on, 3-Methylpentan-2-on und 4-Methylpentan-2-on zusammen. Innerhalb
der Oxidationsvorgange bei den Iso-a-Sduren scheinen besonders die trans-lsomere im
Gegensatz u ihren korrespondierenden cis-Isomeren beeintrachtigt zu sein (Back, 2005).

e Abbau von Fettsduren

Die in der Wiirze vorliegenden Fettsdauren werden, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, sowohl
Uber das Malz als auch den Hopfen eingetragen. Ein Grof3teil der vorhandenen Fettsduren
wird von der Hefe aufgenommen und in zelleigene Substanzen Gberfihrt. Hinzu kommt, dass
zum Ende der Garung aufgrund der toxischen Eigenschaften fiir den Hefemetabolismus kurz-
und mittelkettige Fettsduren an das Jungbier abgegeben werden. Dennoch sind
Konzentrationen von ungesattigten Fettsdauren in geringen Konzentrationen im fertigen Bier
vorhanden, die auch aus evtl. apoptotischen Zellen stammen koénnen. Diese Fettsauren
unterliegen wahrend der Lagerung in Tank und Flasche einem teilweisen enzymatischen und
autooxidativen Abbau (Vanderhaegen, 1990). Die Endprodukte des enzymatischen Abbaus
stellen dabei ebenfalls Aldehyde aber auch Oxosduren dar. Sie entstehen durch die von
Lipoxyenasen und Hydroperoxidisomerasen katalysierte Bildung nichtbestandiger
Hydroxysauren. Den (ber die Autooxidation ungesattigter Fettsduren und
Fettsdureethylester entstehenden Alterungscarbonylen kommt eine weitaus groRere
Bedeutung zu. Dabei kdnnen sich mit der Bildung von Peroxy-, Alkoxy- oder Alkyl-Radikalen
typische Kettenreaktionen ausbilden und der folgende Reaktionsprozess (Kettenwachstum
und Kettenverzweigung) wird nur Gber die Entstehung von stabilen Produkten abgebrochen.
Aus den primar entstehenden, aromaneutralen Monohydroperoxiden kann dann im
Weiteren wiederum eine Vielzahl von Aldehyden entstehen. Neben der Autooxidation von
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Fettsduren existiert die Moglichkeit der Photooxidation in Abhangigkeit der
Sauerstoffverfligbarkeit und reaktionsstabilisierender Farbstoffe, wobei allerdings das
Hauptprodukt trans-2-Nonenal als Hauptprodukt der Fettsdaureoxidation unabhangig von der
Sauerstoffbelastung bei der Abfiullung scheint (Vanderhaegen, 1990; Lustig, 1994;
Wackerbauer, 2003; Gastl, 2006).

e Aldolkondensation und sekundare Autooxidation von Aldehyden

Kurze gesattigte Aldehyde bilden Gber die Aldolkondensation langerkettige o-p-ungesattigte
Aldehyde, die Alkenale. Die sekundare Autooxidation kann wieder zu einer Umwandlung in
gesattigte kurzkettige Aldehyde fiihren. Die in der Literatur berichtete Abnahme von 2-trans-
Nonenal kdnnte mit der Oxidation dieses Aldehyds zu Pentanal, Heptanal oder Octanal
erklart werden.

e Freisetzung von Aldehyden aus Sulfit-Additions-Verbindungen

Aufgrund der durch die Oxidation zu Sulfat kommt es im Laufe der Lagerung von Bier zu
einer Abnahme an Sulfit. Zusammen mit der sinkenden Affinitat von Sulfit bei héherer
Kettenlange der Aldehyde und der geringeren Stabilitat der Sulfidadditionsbriicken kommt
es Uber den Alterungsprozess zu einer Freisetzung von langerkettigen Carbonylen. Die
Freisetzung von Heptanal und 2-trans-Nonenal als Vertreter dieser Gruppe wird durch eine
mogliche Bildung von Acetaldehyd aus Ethanol und der daraus abzuleitenden
Verdrangungsreaktion weiter verstarkt (Back, 2005).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Acetaldehyd, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Acriflavin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Alkoholdehydrogenase (from Yeast, E.C. 1.1.1.1), Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
ATP (Adenosine 5’-triphosphate, disodium salt hydrate), 99%, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Benztraubensdure (Natriumpyruvat), E. Merck, Darmstadt

Biuret-Losung (CuSQg), Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

BSA (Bovine Serum Albumin Fraction V), Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Citrate Synthase (from porcine heart, E.C. 4.1.3.7), Sigma-Aldrich, Taufkirchen

CoA-SH (Coenzyme A, Yeast), Reinheitsgrad I, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
ConA-FITC, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DL-Dithiothreitol, 99%, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ethanol (96%), Sigma-Aldrich, Taufkirchen oder E. Merck, Darmstadt
Fluoresceindiacetat (FDA), Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Gluthation, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Glycin, E. Merck, Darmstadt

Kaliumacetat, 99%, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Kaliumhydrogenphosphat, -dihydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt

KCl, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-Malat Dehydrogenase (from procine heart, E.C. 1.1.1.37, cytoplasmic), Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

L-Malat, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MgCl,, Sigma-Aldrich Taufkirchen

Na-Azid, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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NAD" (B-Nicotinamide adenine dinucleotide, oxidierte Form), > 96,5%, Sigma-Aldrich,

Taufkirchen

NADH-Naz (B-Nicotinamide adenine dinucleotide, reduzierte Form), Reinheitsgrad Il, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim

Natrium-Pyruvat, E. Merck, Darmstadt

Nilrot, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PBS-Puffer, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Periodische Saure, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Phenylmethansulfonylfluorid, E. Merck, Darmstadt
PNPG (p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyrranosid), Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Propidium lodid, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Pyrazol, 98%, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ribonuclease A, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thioglycerol, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trichloressigsaure, J.T. Baker INC., Grieslau

Tris-Hydroxymethl-Aminomethan-HCI, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

3.1.2 Hefestimme und Fermentationsmedien

Um eine moglichst konstante Wirzezusammensetzung fir die Propagations- und
Garversuche zu gewahrleiten und damit den grofden Einfluss der
Konzentrationsverschiebungen zwischen den Inhaltsstoffe auszublenden, kamen vorwiegend
Ausschlagwiirzen aus grofStechnischen Anlagen zum Einsatz. Diese wurden zu Zeitpunkt
Kihlmitte dem laufenden Prozess entnommen. Fir die Versuchsreihen mit untergariger Hefe
kamen dabei zum Einsatz:

e Ausschlagwiirze Hell, Staatsbrauerei Weihenstephan
e Ausschlagwirze Hell, Hofbrauhaus Freising
e Ausschlagwiirze Pils, Staatsbrauerei Weihenstephan

Fiir die Versuche mit obergarigen Hefen wurde ausschlieBlich die Ausschlagwiirze des hellen
Weillbieres der Staatsbrauerei Weihenstephan eingesetzt.

Bei allen Versuchsreihen ist der Hefestamm W 34/78-093 der Hefebank Weihenstephan zum
Einsatz gekommen. Bei den Untersuchungen zum physiologischen Zustand und den
Gareigenschaften verschiedener Hefestamme und deren Einfluss auf die Bierqualitat sind fir
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die Versuche mit untergarigen Hefen zusatzlich die Stamme W 34/70-160, W 66/70-054,
W 69-048, W 128-056, W 194-047 und fir die Versuche mit obergariger Hefe die Stamme
W 68-134, W 127-051 (WeiBbier-Hefen), W 177-053 (Kolsch-Hefe) und W 184-043 (Altbier-
Hefe) der Hefebank Weihenstephan verwendet worden (vgl. Kap. X.X).

3.1.3 Propagatoren und Gartanks

Fermenter (Bruttoinhalt: 5 Liter), Pilotanlage des Lehrstuhls Technologie der Brauerei I,
Applikon, Schiedam, NL

Fermenter (Bruttoinhalt: 119 Liter), Pilotanlage des Lehrstuhls fiir Technologie der
Brauerei ll, Esau&Hueber, Schrobenhausen

Fermenter (Bruttoinhalt 10 Liter), Pilotanlage des Lehrstuhls fiir Technologie der Brauerei ll,
Freising

Gartanks (Nettoinhalt 20 und 30 Liter), Pilotanlage des Lehrstuhls Technologie der
Brauerei ll, Freising

EBC-Garrohren (Bruttoinhalt 2 Liter), Pilotanlage des Lehrstuhls fiir Technologie der
Brauerei ll, Freising

3.1.4 Sonstige Gerite

Abflllanlage, Esau & Hueber, Pilotanlage des Lehrstuhls fiir Technologie der Brauerei Il
Aufschlussgerat (French-Press mit Druckzelle FA-030), SLM-Aminco®, Urbana, USA
Corneliusbehalter (Bruttoinhalt 10 und 20 Liter), Cornelius, Lagenfeld
Durchflusszytometer, Coulter EPICS XL-MCL, Fullerton, USA

Durchflusszytometer, Cell Lab Quanta SC, Fullerton, USA

Kieselgurrahmen- und Entkeimungsfilter, Seitz Pilot, Seitz Werke GmbH, Bad Kreuznach
Handbiegeschwinger, DMA 35N Density Meter, Anton Paar, Graz, AT
Prazisions-Klvetten Suprasil, Hellma, Millheim

Rotor SS-34, Kendro, Langenselbold

pH Meter, pH 521 WTW (Wissenschaftlich-Technische-Werkstatten), GmbH, Weilheim

Photometer, Ultrospec 3100 pro, UV/Visible Spektralphotometer, Biochrom Ltd., Cambridge,
GB

Sudwerk, Pilotanlage des Lehrstuhls fiir Technologie der Brauerei ll, Freising

Ziahlkammer nach Thoma, Brand, Wertheim
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Zentrifuge, Pico, Heraeus Instruments, Kendro, Langenselbold

Zentrifuge, Sorvall RC-5B und RC-5C+ Refrigerated Superspeed Centrifuge, Kendro,
Langenselbold

Sonstige Gerate und Verbrauchsmaterialien gehdren zur Laborgrundausstattung
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3.2 Methoden

3.2.1 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitit

Die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitdt setzt sich zusammen aus der Messung der
Enzymaktivitdit eines Heferohextraktes und einer fir dieselbe Probe giltigen
Proteinbestimmung, welche nach der modifizierten Methode nach Biuret durchgefiihrt
wurde. Zum Aufschluss der Hefezellen kam eine French-Press SLM Aminco mit der Druckzelle
FA-030 zum Einsatz. Der Zellaufschluss hat das Ziel, die cytoplasmatischen Proteine und
Bestandteile der Zellkompartimente in Losung zu bringen. Bei einem Aufschlussdruck von
1130 bar lassen sich innerhalb eines Durchgangs Aufschlussraten von Gber 50% erzielen. Das
Zentrifugieren der Proben (Probenvolumen ca. 40 ml) zur Gewinnung der Hefepellets und
anschlieBend des Zellextraktes erfolgte bei 23600g fir 15min. Wahrend der
Probenaufbereitung, bei der eine konstante Temperatur von 4 °C vorgeherrscht hat, sind die
Hefen zum ,Waschen” in einem 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5, + 10 mM Thioglycerol
und 0,02% Na-Azid) resuspendiert worden. Vor dem Aufschluss der Hefeproben wurden
zusatzlich 400 ul PMSF (0,1 mM) als Proteaseninhibitor zugegeben. Fir die
Aktivitatsmessung der Enzyme des PDH-Bypasses (ALDH und ACS) und der PDH wurde der
Zellextrakt unverdiinnt eingesetzt. Zur Messung der Schliisselenzyme der Alkoholischen
Géarung (PDC und ADH) musste in Abhdngigkeit von der gewonnen Hefemenge die Probe
mittels einer BSA-Losung (5 g/l) zur Stabilisierung der Proteine im Verhaltnis 1:5 bis 1:20
verdlinnt werden.

Die Aktivitatsmessung erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 340 nm und einer
Reaktionstemperatur von 25°C. Die Grundlage der photometrischen Bestimmung der
Enzymaktivitat ist die Extinktionsdifferenz zwischen der oxidierten und der reduzierten Form
des an die Enzymreaktion gekoppelten Coenzyms NAD'. Aus der Steigung der
Extinktionskurve und der Proteinmenge des eingesetzten Heferohextraktes ergibt sich eine
auf den Stoffumsatz bezogene spezifische Enzymaktivitat in U/mg der jeweiligen Probe. Der
in die Berechnung einzubeziehende Extinktionskoeffizient von NADH betragt 6,22 cmz/uMoI.
Die Messungen erfolgten in 2 ml Halbmikrokivetten aus Quarzglas Suprasil mit einer
Schichtdicke von 10 mm. Fiir jedes Enzym ist eine 4fache Bestimmung durchgefiihrt worden.
Die einzelnen Enzymreaktionen sind in den Formel 4 bis 6 dargestellt und die
Zusammensetzung der Testansdtze wird im Folgenden beschrieben.

PDH:
Der Testansatz zur Messung der PDH-Aktivitdt setzte sich aus 100 umol Tris-HCI (pH 8,1),
1 umol MgCl,, 1 umol NaCl,, 4,2 pmol Thiaminphyrophosphat, 1,2 pmol NAD®, 4 pmol Na-

Pyruvat, 2 umol Cystein-Hydrochlorid und 0,2 umol CoA-SH als Startersubstanz zusammen.

Formel 3: Reaktionsgleichung der PDH

Pyruvat (C3H403) + CoA-SH + NAD* < Acetyl-CoA + CO2 + NADH + H+
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PDC:

Bei dem Testansatz zur Messung der PDC-Aktivitdt handelte es sich um eine gekoppelte
Enzymreaktionen. Dabei wurde im Falle der PDC die sich auch im Hefestoffwechsel direkt
anschlielende Reaktion der ADH (s. Formel 5) genutzt. Der Reaktionsansatz zur Messung der
PDC-Aktivitdat bestand aus 50 umol Imidazol-HCL (pH6,5), 5 umol MgCl,, 1 umol
Thiaminpyrophosphat, 0,16 umol NADH,-Na, und 0,2 U ADH zusammen. Die Reaktion wird
mit 64 umol Pyruvat gestartet.

Formel 4: Reaktionsgleichung der PDC
Pyruvat (C3H403) & Acetaldeyd (C2H40) + CO>

ADH:
Den Testansatz zur Messung der ADH-Aktivitat bildeten 87 umol Natriumpyrophosphat

76 umol Semicarbazidhydrochlorid, 13,3 umol Ethanol und 1,5 umol Glutathion. Die
Messung wurde mit 2 umol NAD" gestartet.

Formel 5: Reaktionsgleichung der ADH

Ethanol (C2HsOH) + NAD+ & Acetaldehyd (C2H4+0) + NADH + H+
ALDH:
Bei der Messung der ALDH konnte zusatzlich zwischen dem cytosolisch und mitochondrial
lokalisierten Enzymen zur Umsetzung von Acetaldehyd mit Hilfe von NAD" und NADP" als

Wasserstoffakzeptor unterschieden werden.

Formel 6: Reaktionsgleichung der ALDH

Acetaldehyd (C2H40) + NAD* + H,0 < Acetat (C2H302) + NADH + H*

Der Testansatz zur ALDH setzte sich aus 1000 umol KPQO4-Puffer, 150 umol Pyrazol, 4 pumol
Dithiothreitol, 100 umol KCI, 4 pmol NAD® bzw. NADP® und 1 pmol Acetaldehyd als

Startersubstanz zusammen.

ACS:
Bei der Aktivitdatsbestimmung der ACS handelte es sich ebenfalls um eine gekoppelte

Enzymreaktion, welche die notwendige Umsetzung von NAD® in Abhingigkeit der ACS-
Aktivitat katalysieren. Dabei bildeten 100 umol Tris-HCl, 10 umol L-Malat, 0,2 umol Coenzym
A, 8 umol ATP, 1 umol NAD", 100 pmol MgCl,, 3 U L-Malat Dehydrogenase und 0,4 U Citrat
Synthase den Testansatz. Gestartet wurde die Messung durch die Zugabe von 100 pmol K*-

acetat als Substrat.
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Formel 7: Reaktionsgleichung der ACS

ATP + Acetat (C2H302) + CoA < AMP + 2 P + Acetyl-CoA

Die fiir die Messung erforderlichen Enzymreaktionen der Citrat Synthase und der L-Malat
Dehydrogenase sind in der Formel 8 dargestellt.

Formel 8: Gekoppelte Enzymreaktion zur Messung der ACS
Acetyl-CoA + H20 + Oxalacetat (C4H40s5) < Citrat (CeHg07) + CoA
L-Malat (C4He05) + NAD* & Oxalacetat (C4H40s) + NADH + H+

Aus den resultierenden Enzymaktivitaten wurde zusatzlich die Berechnung des Verhaltnisses
G/V (Verhiltnis der Schliisselenzyme aus dem Garungsstoffwechsel zu den Enzymen des
PDH-Bypasses) nach folgender Formel vorgenommen:

Aktivitat PC || + akevica aDH [
mg mg

Verhidltnis G/V = i i
Aktivitat ALDH [—] + Aktivitat ACS [—]
mg mg
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3.2.2 Flusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie ist in den letzten Jahren als zuverlassige Schnellmethode zur
Beurteilung von Mikroorganismen besonders in den klinischen Anwendungen mehr und
mehr zum Einsatz gekommen. Dabei werden ausgewahlte Zellinhaltsstoffe fluorochromiert
und anschlielend quantitativ flusszytometrisch erfasst. Mittels dieser schnellen
Charakterisierung des Zellzustandes kdénnen auch in der Brauerei verschiedene Parameter,
wie z.B. die spezifische Bellftungsrate bei der Hefeherfiihrung, innerhalb der einzelnen
Prozessablaufe angepasst und so die Leistungsfahigkeit der Hefe gesteigert werden.
Innerhalb der Reinzucht- und Anstelltechnologie kann so die Vermehrungsaktivitat erhoht,
und bereits vor dem eigentlichen Anstellen auf die physiologischen Grundlagen fir eine
stabile und optimale Garung hingearbeitet werden (Miiller, 1999).

Fir die flusszytometrischen Analysen der Zellinhaltsstoffe der Hefen kamen zwei
verschiedene Durchflusszytometer zum Einsatz. Einerseits wurde mit einem Coulter EPICS
XL-MCL, andererseits mit einem Cell Lab Quanta SC gearbeitet. In der Abbildung 15 ist
schematisch der optische Aufbau eines Durchflusszytometers dargestellt.

—
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Durchflusszytometers

sl 1.‘ ;Hil

Zu den wichtigsten Komponenten eines Durchflusszytometers gehoren die Lichtquellen
(Argon-Laser Aex=488 nm und Quecksilberdampflampe Ae=365 nm, 405 nm und 435 nm), die
den eingesetzten Fluoreszenzfarbstoff in der Flusszelle anregen. In dieser werden die Hefen
nach der Probenaufgabe mittels eines Hillstroms hydrodynamisch vereinzelt. Die dabei
auftretenden laminaren  Stromungsverhaltnisse verhindern eine  Mischung der
Probenfllssigkeit mit der Hullflissigkeit. Beim Cell Lab Quanta SC ist die trianguldre
Flusszelle zusatzlich mit einer exakten Volumenmessung nach Prinzip des Coulter Volumens
ausgestattet. Das sonst im FSC aufgefangene optische Signal, das als MaRB fiir die GroRe galt,
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ist hier durch eine elektrische Widerstandmessung ersetzt. Das von der Zelle verdrangte
Volumen an Elektrolyt ist als direkt proportionaler Spannungsimpuls messbar.

Die emittierten Fluoreszenzsignale werden von dort Uber die optischen Filter zur
Auswertung geleitet. Die flexibel gestaltbaren Filtereinsatze teilen (dichroitische Filter) oder
begrenzen (Emissionsfilter) das emittierte optische Signal und leiten es zu den
entsprechenden  Photomultiplier-Detektoren (PMT, Sekundéarelektronenvervielfacher)
weiter. Dort wird das entsprechende Signal verarbeitet und in digitaler Form an die
Auswerte-Software weitergeleitet. Die Detektoren kénnen ein Spektrum von violett bis
tiefrot aufnehmen (BeckmanCoulter).

Fir die flusszytometrischen Analysen wurden jeweils 2 ml Probenmaterial mit 8 ml 70%-
igem Ethanol fixiert. Die fixierten Proben wurden bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung
zwischengelagert. Zur fluoreszenzoptischen Visualisierung der Inhaltsstoffe werden diese mit
entsprechenden Reagenzien markiert. Die DNA der Hefezellen wurde mittels Phenantridium-
Derivaten (Aex=530 nm, Aey =620 nm) oder DAPI (Aex= 365 nm, Aem = 454 nm) angefarbt.
Diese interkalierenden Farbstoffe lagern sich zwischen libereinanderliegenden Basenpaare
doppelstrangiger DNA an. Da sich der Farbstoff Pl auch an die doppelstrangige t-RNA im
Zytoplasma anlagert, muss diese zuvor enzymatisch durch eine RNase bei 37 °C und einer
Inkubationszeit von 60 min eliminiert werden. Bei der Auswertung der flusszytometrischen
Analysedaten lassen sich die diploiden u.g. Hefezellen innerhalb der Population in die
unterschiedlichen Fraktionen der Vermehrung einteilen. Die Ergebnisse liefern eine
zuverldssige Aussage Uber die Vermehrungsaktivitat einer Hefepopulation. Dabei kann, wie
in der Abbildung 16 dargestellt, zwischen der Gy-/G;-Phase, der S-Phase und die G,- + M-
Phase unterschieden werden (Hutter, 2001).

gated PH/PRA

!
d | G,- + M-Phase

8 © 7 1824
PI (dna cont.)

Abbildung 16: Graphische Darstelllung der DNA-Verteilung einer u.g. Hefepopulation

Diese Differenzierung ist bei der flusszytometrischen Bestimmung des DNA-Gehaltes fiir o.g.
Brauereihefen nicht prazise moglich, da sich die DNA-Haufigkeitsverteilung der einzelnen
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polyploiden Klone Uberlappt. Dabei kommt es zu mehreren Peaks, unter denen sich
Hefezellen mit unterschiedlichen DNA-Gehalten rekrutieren.

Die Abbildung 17 zeigt Hefezellen, deren Erbgut mit PI-Losung angefarbt wurde. Im linken
Bild der Abbildung sind hauptsachlich einzelne Zellen in der Go-/G;i-Phase zum Beginn des
Anstellens zu sehen (Hutter, 1993). Im rechten Bild sieht man die Hefezellen in der
logarithmischen Phase. Es lassen sich hier alle Stadien der Vermehrung von der Mutterzelle
(a) Gber die Teilung des Erbgutes (b) bis zu der noch verbundenen Mutter- und Tochterzellen
(c) erkennen.

Abbildung 17: DNA-Farbung zur flusszytometrischen Messung

Der intrazelluldre Speicherstoff Glykogen der Hefezellen wurde fiir die flusszytometrische
Messung mit dem Schiffschen Reagenz angefarbt. Dabei ist Acriflavin (Aex=455nm,
Aem =515 nm) als Fluoreszenzfarbstoff fir die griine Farbung des Glykogens in den
Hefezellen verantwortlich (s. Abbildung 18). Um die Farbung der Hefezellen zu ermoglichen,
mussten diese bei der Probenaufbereitung fir 10 min mit einer Oxidationslésung (2,2 mM
Periodische Saure) inkubiert werden (Hutter, 2000).

Abbildung 18: Glykogenfarbung zur flusszytometrischen Messung
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Als weiterer Speicherstoff konnten die Neutrallipide erfasst werden. Dies geschah, wie die
Abbildung 19 zeigt, durch die Reaktion mit dem Farbereagenz Nilrot (Aex=530nm,
Aem = 635 nm), das chemisch dem Benzophenon zuzuordnen ist. Der Farbemechanismus ist
nicht vollstandig geklart. Es scheint aber mehr eine Einlagerung in die Lipidtropfchen zu sein
als eine kovalente Bindung an die Lipide (Hutter, 2000).

Abbildung 19: Neutrallipidfarbung zur flusszytometrischen Messung

Die Messung der Trehalose basiert auf Basis der Farbung mit Lectin-Fluorescein
isothiocyanate (Con A FITC: Aex = 492 nm, Aem = 518 nm) (Hutter, 2000).

3.2.3 Sonstige brautechnische Analysen

Zellen in Schwebe, MEBAK 11, 10.11.4.4

pH Wert nach MEBAK Il 2.14

Extrakt, Stammwdirze nach MEBAK Il, 2.10.2.3

Garungsnebenprodukte nach MEBAK 111 1.1.1/1.2.1 (Headspace)
Alterungsindikatoren (lehrstuhleigene Methode GC Nr. 007/96) (Kaltner, 2000)
Schaumstabilitat, MEBAK II, 2.19.4

Aminosduren in Wiirze und Bier (FAN) MEBAK IlI, 3.3
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3.2.4 Hinweise zur Berechnung des Vergarungsgrades und der Garleistung

Berechnung des Vergarungsgrades:

Formel 9: Berechnung des scheinbaren Vergarungsgrades

Extraktgehalt (scheinbar) [GG — %] * 100

Ve =100~ Stammwiirze[GG — %]

Berechnung der Garleistung (Wellhoener, 2006):

Formel 10: Berechnung der GL der Hefe

L= Extraktrz [GG — %] — Extraktri [GG — %]

ZiSt1 [Mio.%] + ZiSta [Mio.%]
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3.3 Versuchsplanungen und Versuchsdurchfithrungen

3.3.1 Versuche zur Ermittlung der oxidativen Belastung der Wiirze und der
Sauerstoffzehrung der Hefe

Die im Folgenden beschriebenen Versuchsreihen sind zur Ermittlung der Sauerstoffzehrung
in Abhangigkeit der Wiirzebelliftung und des physiologischen Zustand der Hefe durchgefiihrt
worden. Die anschliefende Berechnung der O,-Zehrung durch die Hefe erfolgte dabei auf
Basis der in der Formel 11 dargestellten Gleichung.

Formel 11: Berechnung der O,-Zehrung der Hefe im Gartank

02)t2 — [(02)t Nt — Nt
02-Zehrung [ug 02/Mio. Z * min] = p(02) ZZi.f( 2) 1;mit AZiS = Nty +%

Diese Zehrung lasst sich weiterhin mit einem Richtwert von durchschnittlich 40 Mio. Z/ml
pro g HTS-Zuwachs auf die Trockensubstanz der als mg O,/g HTS*h beziehen und dadurch
mit denen in der Literatur angegeben Werten vergleichen. Dabei werden jedoch die
GroRRenverteilung der Population in Abhadngigkeit der Wachstumsphasen, etwaiger
morphologische Unterschiede verschiedener Hefestimme und die Granularitat in
Abhdngigkeit des physiologischen Zustandes der Hefe vernachldssig und die berechneten
Sauerstoffaufnahmeraten kénnen ebenfalls nur als Richtwerte betrachtet werden.

e Ermittlung der oxidativen Belastung der Wiirze:

Zur Ermittlung der oxidativen Belastung der Wiirze wahrend des Anstellvorgangs wurde der
Verlauf der Sauerstoffkonzentrationen in Abhangigkeit der Hefezugabe bestimmt. Hierzu
wurden in einem parallel gefiihrten Versuchsaufbau die Ausschlagwiirzen bis zum Erreichen
einer Sauerstoffkonzentration von ca. 6 — 8 mg/l O, bei ca. 10 °C beliftet und anschlieRen in
EBC-Garrohren eingebracht. Bei jeweils einem der Ansatze erfolgte eine Hefegabe von
15 Mio. Z/ml (Bez. T1 und T2), wahrend der Andere (Bez. T3 und T4) ohne Hefezugabe
verblieben. Uber die eingebrachten Sauerstoffsonden wurde der Verlauf der
Sauerstoffkonzentrationen bis zur vollstandigen Aufzehrung durch die Hefe aufgezeichnet.
Die auf Basis der Zehrungszeit und Zellkonzentration ermittelte O,-Zehrung der Hefe
ermoglicht die Berechnung der oxidative Belastung der Wiirze wahrend des Anstellvorgangs.

e Ermittlung der O,-Zehrung in Abhangigkeit der Druckbeaufschlagung des Gartanks

Um die O,-Zehrung der Hefe wahrend der Angdrphase in Abhdngigkeit der
Druckbeaufschlagung eines Gartanks zu erfassen, wurde in einem parallel gefiihrten
Versuchsaufbau jeweils eine der folgenden Variationen mit einer in einem offenen Behalter
(Bez. EBC-GR2, EBC-GR4 und EBC-GR6) durchgefiihrten Angarung verglichen:

v" Geschlossener Gartank (Bez. EBC-GR1)
v Druckbeaufschlagung pg = 0,5 bar mit Luft im Kopfraum (Bez. EBC-GR3)
v Druckbeaufschlagung mit p; = 0,5 bar mit Stickstoff im Kopfraum (Bez. EBC-GR5)
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Die Hefegabe erfolgte mit 15 Mio. Z/ml in die vorab mit ca. 8 mg/l O, bei 10 °C bellifteten
Wirzen. Die einbrachten Sauerstoffsensoren zeichneten die Sauerstoffkonzentrationen in
den Gartank bis zur vollstandigen Zehrung der Hefe auf.

e Untersuchungen zum Einfluss des Propagationsprozesses und der Lagerzeit auf die
0,-Zehrung der Hefe

Zur Ermittlung der O,-Zehrung wahrend der Angarphase in Abhdngigkeit des vorgeschalteten
Propagationsprozesses wurde die Sauerstoffaufnahme der Hefe aus einer mit ca. 8 mg/l O,
belifteten Wiirze jeweils vor und nach der Propagation bestimmt. Die dazu notwendige
Propagationen wurde in einem 5 [|-MaRstab durchgefiihrt und die Hefen von einer
Anstellkonzentration von 15 Mio. Z/ml auf 120 Mio.Z/ml bei 16 °C vermehrt. Die
Garversuche fanden bei einer Temperatur von 10 °C statt und wurden mit einer
Zellkonzentration von 15 Mio. Z/ml durchgefiihrt.

Um mogliche Verdanderungen in der O,-Zehrung der Hefe Uber die Lagerzeit bis zu einem
erneuten Anstellen zu untersuchen, erfolgten zwei Versuchsreihen (Bez. LZ 1 und LZ 2).
Dabei wurde jeweils die Sauerstoffaufnahme durch die Hefe wahrend der Angdrung aus
einer mit ca. 8 mg/l O, bellifteten Wirze am 1., 2., 3., 6. und 7. Tag der Lagerung bei 10 °C
gemessen. Die Konzentration der Hefezellen in der Wiirze betrug dabei 15 Mio. Z/ml.

e Ermittlung der O,-Konzentration im Gartank und der O,-Zehrung durch die Hefe
wahrend des Anstellvorgangs bei verschiedenen Drauflassverfahren

Um die Auswirkungen der WirzebelUftung (8 mg/l 0,) auf die resultierende
Sauerstoffkonzentration im Jungbier und die O,-Zehrung durch die Hefe bei einem
Drauflassverfahren zu untersuchen, wurden in dieser Versuchsreihe die nachfolgenden
Variationen des Anstellvorgangs mit 4 Suden pro Tank und einem Sudrhythmus von 2,5 h
durchgefihrt und der Verlauf der Sauerstoffkonzentration aufgezeichnet.

Alle vier Sude beliiftet (Bez. S1-4)

Sud 1 beliiftet, Sud 2, 3 und 4 unbeliftet (Ergebnisse nicht dargestellt)
Sud 1 und 2 beliiftet, Sud 3 und 4 unbeliiftet (Bez. S1+2)

Sud 1, 2 und 3 beliftet, Sud 4 unbeliftet (Bez. S1-3)

Sud 1 und 4 beliiftet, Sud 2 und 3 unbeliiftet (Bez. S1+4)

NENENANAN

Dabei wurden die Wirzen bei einer Temperatur von 10 °C bis zu einer O, .Konzentration von
8 mg/| bellftet. Die auf den vollgefillten Gartank berechnete Hefegabe von 15 Mio. Z/ml
erfolgte bei allen Versuchen vollstandig zum ersten Sud.

Zusatzlich  wurden von der Praxis abgewandelte Bellftungsversuche beim
Drauflassverfahren unternommen und die Sauerstoffabnahme im Gartank ermittelt, um
deren Auswirkungen auf die Hefephysiologie und das resultierende Garverhalten zu
untersuchen. Dabei wurde einerseits eine forcierte Belliftung der Wirzen simuliert, die in
einer effektiven Sauerstoffkonzentration von 8 mg/l O, nach jedem draufgelassenen Sud im
Gartank resultiert und andererseits die Belliftung an der O,-Konzentration im Gartank
orientiert. Dabei wurde jeweils der gesamte Gartankinhalt unabhangig vom Sudrhythmus bei
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Unterschreiten einer O,-Konzentration im Jungbier von 1 mg/l wieder auf 8 mg/I O, bellftet.
Die Beltftung wurden in drei parallelen Versuchen fir 2,5 h (Bez. VRB2,5), 5 h (Bez. VRB5)
und 7,5 h (Bez. VRB7,5) bei einer auf den gesamten Tankinhalt berechneten
Anstellkonzentration von ebenfalls 15 Mio. Z/ml und einer Temperatur von 10 °C

aufrechterhalten.

3.3.1 Propagations- und Garversuche zur Ermittlung des Sauerstoffbedarfs und
des physiologischen Zustands der Hefe in der Brauerei

Die durchgefiihrten Versuchsreihen zum Sauerstoffbedarf und dem physiologischen Zustand
der Hefe wahrend der Propagation und zum Einfluss des Propagationsprozesses auf die
Gareigenschaften der Hefe und die resultierende Bierqualitat lassen sich nicht zu Letzt
aufgrund der erzielten Zwischenergebnisse in drei, in der Abbildung 20 graphisch

dargestellte, Versuchsreihen gliedern.

Bellftungsvariationen
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Abbildung 20: Versuchsreihen (VR) zum Einfluss des Propagationsprozesses auf den physiologischen Zustand
der Hefe, sowie deren Gareigenschaften und die resultierende Bierqualitat in Abhangigkeit der
Wiirzebeliiftung

e Aufbau und Durchfiihrung der 1. Versuchsreihe zum Einfluss des Propagations-
prozesses auf den physiologischen Zustand der Hefe, deren Gareigenschaften und die
resultierende Bierqualitat

In der ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss des Sauerstoffs auf die Hefephysiologie
wahrend der Propagation bei einer kontinuierlichen O,-Konzentration im Medium von 2 und
8 mg/l untersucht. Die beiden im 10 | MaRstab parallel durchgefiihrten Propagationsansatze
(Bez. PK2 und PK8) wurden dabei sowohl hinsichtlich der Hefezellzahlentwicklung, der
Extraktabnahme und des pH-Wertes als auch mittels der Enzymaktivitatsmessung und der
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flusszytometrischen Analyse auf die Verdnderungen im physiologischen Zustand der Hefe
untersucht. Zur Beurteilung der Jungbierqualitat sind ebenfalls die GNP-Spektren analysiert
worden. Zusatzlich erfolgten bei diesen Propagationsversuchen Untersuchungen zur
Aufnahme der Aminosduren durch die Hefe. Die Zeitpunkte der Probenahme mit den
dazugehorigen Analysen sind in der Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Probenahme- und Analysenplan der Versuche PK8 und PK2

Proben-Nr. PK8-A PK8-B PK8-C PK8-D PK8-E

PK2-A PK2-B PK2-C PK2-D PK2-E
Zeit [h] 0 7 12 24 27
Extrakt, pH, ZiS ° ° ° ° °
Enzymaktivitadtsmessung ° - ) ° -
Trehalose und

[} [} [ ) [ ] [}

Neutrallipide
Zellzyklusanalyse - - - - °
FAN/AS-Spektrum ° ° ° ° °

Mit denen in den Versuchen PK8 und PK2 hergefiihrten Hefen wurden im Weiteren jeweils
zwei Garversuche (Bez. DL3, DL4 aus PK8 und DL1, DL2 aus PK2) {iber drei Fihrungen (Bez.
DL(X)-1 bzw. DL(X)-3) im Drauflassverfahren unternommen. Dabei wurden sowohl die
Gareigenschaften der Hefe mit Hilfe von Extraktabnahme, Hefewachstum und pH-Verlauf
erfasst als auch die Aufnahme der Aminosaduren in Abhdngigkeit des Propagationsprozesses
untersucht. Um einen  moglichen Einfluss der  Wirzebellftung bei der
Aminosaureverwertung zu erkennen, wurde zusatzlich die Belliftung der mit 3 Suden und
einem Sudrhythmus von 3 h im 30 | Malstab angestellten Garungen variiert. Bei den
Garungen DL2 und DL4 erfolgte die Beliiftung aller Sude, wo hingegen bei DL1 und DL3 nur
die jeweils ersten Sude beliftet wurden. Die Anstelltemperatur betrug 9 °C und die
Hauptgartemperatur 12 °C. Die auf den gesamten Tankinhalt berechnete Hefegabe von 15
Mio. Z/ml erfolgte vollstéandig zum ersten Sud.

Nach der Hauptgdrung wurden die Biere mit einem Restextrakt von 10% Uber EVG
geschlaucht und 7 Tage bei 4 °C gereift. AnschlieRend lagerten die Biere 3 Wochen bei 0 °C.
Nach der Filtration erfolgte die Abfillung der Biere auf 0,5 | NRW-Flaschen. Im Anschluss
fand eine Verkostung der frischen und forciert gealterten Biere nach DLG statt. Zudem
wurden die GNP-Spektren der Biere analysiert und nach einer Lagerzeit von 6 Monate die
Konzentrationen der Alterungsindikatoren bestimmt.

e Aufbau und Durchfihrung der 2. Versuchsreihe zum Einfluss des Propagations-
prozesses auf den physiologischen Zustand der Hefe, deren Gareigenschaften und die
resultierende Bierqualitdt

Die Ergebnisse der Enzymaktivitdtsmessung aus den Propagationsversuchen PK2 und PK8
lieferten die Grundlage fiir die 2. Versuchsreihe zum Einfluss der Belliftungsstrategie bei der
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Propagation auf den physiologischen Zustand der Hefe. In dieser Versuchsreihe wurden die
Auswirkungen von Bellftungspausen und den resultierenden anaeroben Phase von 4 h
(Ergebnisse nicht dargestellt) und 8 h (Bez. PI8) auf die Hefephysiologie bei der Propagation
im Vergleich zu einer kontinuierlichen O,-Konzentration im Medium von 8 mg/| O, (Bez. PIO)
getestet (vgl. Abbildung 20). Wahrend der Bellftungsphasen der Intervallpropagationen
wurde ebenfalls eine O,-Konzentration von 8 mg/| eingestellt. Neben der Extraktabnahme,
dem Verlauf der ZiS und dem pH-Wert wurden wdhrend der Propagationen die
Enzymaktivitatsmessungen zur Beurteilung des physiologischen Zustandes der Hefe
herangezogen. Die Propagationsversuche wurden im 120 | MaRBstab durchgefiihrt. Die
Anstellkonzentration der Hefe betrug 15 Mio. Z/ml und die Propagationstemperatur lag bei
15 °C.

Bei denen im Anschluss durgefiihrten Versuchsgiarungen im Batchverfahren zu den
Gareigenschaften der Hefen wurde ebenfalls die Wiirzebellftung variiert. Dabei wurde die
Wiirze bei jeweils einer der im 20 | MaRstab durchgefiihrten Garungen (P10-B und PI8-B) bis
zu einer O,-Konzentration von 8 mg/| beluftet, wahrend bei den verbleibenden Garungen
(P10-U und PI8-U) vollstandig auf eine Wirzebelliftung verzichtet wurde. Die Garungen
wurden mit 15 Mio. Z/ml angestellt und bei einer Temperatur von 12 °C durchgefihrt. Um
die resultierenden Gareigenschaften der Hefe bewerten zu koénnen, wurden der
Extraktabbau, die ZiS und der pH-Verlauf wahrend der Garungen erfasst.

Nach der Hauptgdrung wurden die Biere mit einem Restextrakt von 10% Uber EVG
geschlaucht und 7 Tage bei 4 °C gereift. AnschlieRend lagerten die Biere 3 Wochen bei 0 °C.
Nach der Filtration erfolgte die Abfillung der Biere auf 0,5 | NRW-Flaschen. Im Anschluss
fand eine Verkostung der frischen und forciert gealterten Biere nach DLG statt. Zudem
wurden die GNP-Spektren der Biere analysiert und nach einer Lagerzeit von 12 Monate die
Konzentrationen der Alterungsindikatoren bestimmt.

e Aufbau und Durchfiihrung der 3. Versuchsreihe zum Einfluss des Propagations-
prozesses auf den physiologischen Zustand der Hefe, deren Gareigenschaften und die
resultierende Bierqualitat

Die im Anschluss durchgefiihrte dritte Versuchsreihe sollte einerseits weitere Erkenntnisse
Uber den Einfluss der Prozessvariation bei der Propagation auf den physiologischen Zustand
der Hefe und ihrer Gareigenschaften geben und andererseits den Einfluss der
Hefephysiologie und der Wirzebellftung auf die Qualitat der resultierenden Biere Uber
mehrere Flihrungen aufzeigen. Die Bellftung der ersten beiden Propagationen (Bez. P1-K8
und P2-K2) wurde dabei wiederum auf eine kontinuierliche O,-Konzentration im Medium
von 8 und 2 mg/l eingestellt. Im Gegensatz zu der Intervallbelliftung des Versuchsaufbaus
von PI8 wurde die 8stiindige Bellftungspause der dritten Propagation (Bez. P3-18) aufgrund
der erzielten Ergebnisse der Enzymaktivitatsmessungen aus PI8 in das letzte Drittel des
Propagationsprozesses verschoben, so dass in dem Zeitraum von 16 bis 24 h eine anaerobe
Phase eingehalten wurde. Bei den Propagationen wurde neben der Enzymaktivitatsmessung
die flusszytometrische Analyse des Zellzyklus der Hefe in die Beurteilung der Hefephysiologie
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einbezogen. Die Propagationen der Hefen erfolgten in einem 120 | Propagator und die Zellen
wurden von 15 Mio. Z/ml auf 100 Mio. Z/ml Uber einen Zeitraum von ca. 28 bis 30 h
vermehrt. Die Propagationstemperatur betrug 15 °C.

Proben-Nr. PK8-A PK8-B PK8-C PK8-D PK8-E

PK2-A PK2-B PK2-C PK2-D PK2-E
Zeit [h] 0 7 12 24 27
Extrakt, pH, ZiS ° ° ° ° °
Enzymaktivitdtsmessung ° - ° ° -
Trehalose und

[ ] [ [ ] (] [ ]

Neutrallipide
Zellzyklusanalyse - - - - °
FAN/AS-Spektrum ° ° ° ° °

Mit den so hergezogenen Hefen wurden wiederum jeweils zwei Garversuche (Bez. P(X)-G)
Uber vier Fihrungen (Bez. P(X)-G1 bis 4) ebenfalls in beliufteter und undbelifteter Wiirze
(Bez. P(X)-G(X)B und P(X)-G(X)U) im Batchverfahren durchgefiihrt. Die Garungen wurden mit
15 Mio. Z/ml angestellt und bei einer Temperatur von 10 °C durchgefiihrt. Um die
resultierenden Gareigenschaften der Hefe bewerten zu kénnen, wurden der Extraktabbau,
die ZiS und der pH-Verlauf wahrend der Garungen erfasst. Fir die Beurteilung des
physiologischen Zustandes der Hefe wurde neben der Enzymaktivitaitsmessung auch die
flusszytometrische Analyse des Zellzyklus einbezogen. Dabei wurden die in dargestellten
Analysen auf die 1. und 4. Fihrung begrenzt.

Nach der Hauptgarung wurden die Biere mit einem Restextrakt von 10% uber EVG
geschlaucht und 7 Tage bei 4 °C gereift. AnschlieSend lagerten die Biere 3 Wochen bei 0 °C.
Nach der Filtration erfolgte die Abfiillung der Biere auf 0,5 | NRW-Flaschen. Im Anschluss
fand eine Verkostung der frischen und forciert gealterten Biere nach DLG statt. Zudem
wurden die GNP-Spektren der Biere analysiert und nach der forcierten Alterung die
Konzentrationen der Alterungsindikatoren bestimmt.

Um den Einfluss einer intensiven Hefepropagation auf den physiologischen Zustand der Hefe
und die resultierenden Gareigenschaften sowie die Auswirkungen auf die Bierqualitat zu
untersuchen, wurde eine weitere Versuchsreihe unternommen, bei der die Hefe bis zu
Zellzahlen von 160 und 200 Mio. Z/ml (Bez. P160 und P200) propagiert worden. Die
Propagationen fanden im 5 | Malistab bei einer Temperatur von 15 °C mit einer
Anstellkonzentration von 10 Mio. Z/ml statt. Der Versuchsaufbau ist in der Abbildung 21
graphisch dargestellt.
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Garung
Propagation
P200 P160DAB P200DAB P160DAU P200DAU
Sud 1 bis 4 Sud 1 bis 4
P160 beliftet unbeliftet

l HZZp,p. 160 Mio Z/ml

HZZg,,, 200 Mio Z/ml

Abbildung 21: Versuchsaufbau zum Einfluss einer intensiven Hefepropagation auf den physiologischen
Zustand und die Gareigenschaften der Hefe sowie die resultierende Bierqualitat in Abhangigkeit der
Beliiftungsstrategie im Drauflassverfahren

Die nachfolgen Versuchsgarungen wurden als Drauflassverfahren mit 4 Suden und einem
Sudrhythmus von 2,5 h im 20 | Malstab durchgefiihrt. In Abhdngigkeit der
Zellzahlkonzentration im Propagator wurden jeweils zwei Garungen mit einerseits der
Beltftung aller Sude (P160DAB und P200DAB) und anderseits dem Verzicht der
Wirzebeliftung (P160DAU und P200DAU) angestellt. Die auf den gesamten Tankinhalt
berechnete Hefegabe von 15 Mio. Z/ml erfolgte vollstandig zum ersten Sud und die
Gartemperatur betrug 12 °C.

Nach der Hauptgdrung wurden die Biere mit einem Restextrakt von 10% Uber EVG
geschlaucht und 7 Tage bei 4 °C gereift. AnschlieRend lagerten die Biere 3 Wochen bei 0 °C.
Nach der Filtration erfolgte die Abfillung der Biere auf 0,5 | NRW-Flaschen. Im Anschluss
fand eine Verkostung der frischen und forciert gealterten Biere nach DLG statt. Zudem
wurden die GNP-Spektren der Biere analysiert und nach der forcierten Alterung die
Konzentrationen der Alterungsindikatoren bestimmt.

3.3.2 Weitere Garversuche zur Erfassung des physiologischen Zustandes und
Sauerstoffbedarfs der Hefe

e Untersuchungen zum Einfluss des Sudrhythmus und mehrmaligen Fihrens auf den
physiologischen Zustand der Hefe

Um die Auswirkungen von Variationen im Sudrhythmus auf die Hefephysiologie zu
untersuchen, wurde ein Krdusenverfahren nach dem in der Abbildung 22 graphisch
dargestellten Versuchsaufbau durchgefihrt.
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GT1
Sud 7 unbelliftet Sud 8 unbeliiftet S.’.Ud Ll
— > —_— belliftet, At =3 h
Sud 5 unbeliiftet N Sud 6 unbellftet -, Teiltmg
GT1 GT2 2O
S GT1 GT2
Sud1-4 ——— l
beliiftet —+— l
At=3h
Sud 5 At=6h
y l Sud 6
Propagations- bzw. 1 1 l
Erntehefe | Teilungvor Sud 5 At=6h
> Sud 7 At=6h
Sud 8

Abbildung 22: Versuchsaufbau des Krausenverfahrens zum Einfluss des Sudrhythmus auf die Hefephysiologie

Hierbei wurde zuerst der GT1 (Bez. SR3-3-3-6) mit vier bis auf 8 mg/l O, bellfteten Suden
geflllt. In Anschluss fand eine 50%ige Teilung des Tankinhalts von GT1 in GT2 (Bez. SR3-3-6-
6) statt. Die nachfolgenden Sude wurden jeweils wechselseitig in die beiden Tanks gelassen,
so dass sich fiir GT1 Sudrhythmen von 3 und 6 h und fiir GT2 Pausen von jeweils 6 h bis zum
nachsten Sud ergaben. Bei denen nach der Teilung drauf gelassenen Suden wurde auf eine
erneute Bellftung verzichtet. Die auf die gesamten Tankinhalte berechnete Hefegabe von
15 Mio. Z/ml erfolgte vollstandig zum ersten Sud und die Gartemperatur betrug 12 °C.

In einem parallel durchgefiihrten Garversuch zum Einfluss mehrmaligen Fihrens der Hefe
auf den physiologischen Zustand der Hefe, konnte gleichzeitig die Auswirkungen der
Drauflasszeitpunkte eines konventionellen Drauflassverfahrens (Bez. SR-3-3-3-3) mit in die
Untersuchungen zum Sudrhythmus eingezogen werden.

Hierzu wurden vorab Hefe von 15 Mio. Z/ml auf 120 Mio. Z/I bei 15 °C im 5 | MaRstab bei
15°C und kontinuierlicher Beliliftung propagiert und anschlieBend zum Anstellen eines
Drauflassverfahrens mit zwei bellfteten und zwei unbelifteten Suden genutzt (vgl.
Abbildung 23)
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Sud 4 unbeliiftet

Sud 1 beliftet

........................ -»>

| C

. " + Erntehefe

Propagationshefe

Abbildung 23: Versuchsaufbau zu moglichen Veranderungen in der Hefephysiologie im Drauflassverfahren
iiber vier Fiihrungen

e Untersuchungen der Enzymaktivitaten verschiedener Hefestammen, deren
Géareigenschaften und die resultierende Bierqualitat

Um die Effektivitat der Steuerungsparameter auf die Hefephysiologie, die Gareigenschaften
und die resultierende Bierqualitat in den Ubrigen Versuchsreihen mit dem Stamm W 34/78
besser bewerten zu kdnnen, sollten die moéglichen Unterschiede durch einen Einsatz anderer
Hefestdmme betrachtet werden. Hierzu wurden neben dem Stamm W 34/78 finf weitere
Hefestamme (vgl. Kap. 4.4.1) in konventionell beliifteten Garungen im Batchverfahren auf
Unterschiede in den Enzymaktivitaten, ihre Gareigenschaften und deren Auswirkungen auf
die GNP-Bildung und die Bierqualitdt hin untersucht. Die Garungen wurden mit einer
Hefekonzentration von 15 Mio. Z/ml angestellt und bei einer Temperatur von 12 °C
durchgefihrt.

Nach der Hauptgarung wurden die Biere mit einem Restextrakt von ca. 10% Uber EVG
geschlaucht und 7 Tage bei 4 °C gereift. AnschlieRend lagerten die Biere 3 Wochen bei 0 °C.
Nach der Filtration erfolgte die Abfillung der Biere auf 0,5 | NRW-Flaschen. Im Anschluss
fand eine Verkostung der frischen und forciert gealterten Biere nach DLG statt. Zudem
wurden die GNP-Spektren der Biere analysiert und nach einer Lagerung von 6 Monaten die
Konzentrationen der Alterungsindikatoren bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Oz-Verfiigbarkeit und 0z-Zehrung durch die Hefe wahrend des
Anstellens

4.1.1 Die Sauerstoffzehrung der Hefe und oxidative Belastung der Wiirze

Die oxidative Belastung der Wiirze ist von besonderer Bedeutung fiir die wertgebenden
Eigenschaften Qualitat und Stabilitat des fertigen Produktes. Zudem steht der durch die
Abreaktion mit Wirzeinhaltsstoffen geminderte Sauerstoff nicht mehr als Wuchsstoff fir die
Synthese von ungesattigten Fettsauren und Sterolen im Hefemetabolismus zu Verfligung
und hat damit maligeblichen Einfluss auf den physiologischen Zustand der Hefe. Um eine
Aussage (ber die effektive Belastung der Wirze wahrend des Anstellvorganges treffen zu
kénnen und gleichzeitig den der Hefe zu Verfligung stehenden Sauerstoff zu ermitteln,
wurde die O,-Abnahme in bellifteten Wiirzen in Abhdngigkeit der Hefegabe im Gartank
untersucht. Die Abbildung 24 zeigt den Verlauf der O,-Konzentrationen in den Gartanks
zweier Versuchsreihen, bei denen jeweils in einem Géartank (T1 und T2) eine Hefegabe
erfolgte, wahrend der jeweilige Vergleichstank (T3 und T4) ohne Hefezugabe verblieb.
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Abbildung 24: Verlauf der Sauerstoffkonzentration im Gartank wahrend der Angarung und die resultierende
0,-Zehrung der Hefe und oxidative Belastung der Wiirze beim Anstellen

Die Hefen im Tank T1, in dem die Wirze bis zu einem O,-Gehalt von ca. 7,8 mg/| beliftet
wurde, zehrten den vorliegenden Sauerstoff innerhalb von 255 min fast vollstandig auf,
wahrend die Hefen in T2, dessen Wirze auf einen O,-Gehalt von ca. 5,2 mg/| eingestellt
wurde, den Sauerstoff bereits innerhalb von 140 min aufnahmen. Dabei blieb die O,-
Abnahme in beiden Fallen tGber den gesamten Zeitraum nahezu konstant, wie anhand der
angelegten

linearen Trendlinien zu erkennen ist. Deren Gleichungen sind fir die
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nachfolgenden Berechnungen maligeblich. In Anbetracht der Hefezellzahlen in T1 von
19 Mio. Z/ml und in T2 von 16 Mio. Z/ml und unter Vernachladssigung der O,-Zehrung durch
die Wiirze wiirden sich daraus theoretische Werte fiir die O,-Zehrung der Hefen in T1 von
0,0016 pg/Mio. Z*min und 0,0022 pg/Mio. Z*min flr die in T2 ergeben. Berechnet auf die
HTS und Stunde wiirde dies eine spezifische Sauerstoffaufnahme von 3,90 mg O,/g HTS*h im
Falle von T1 und 5,31 mg O,/g HTS*h fiir T2 bedeuten.

Um die wirkliche Menge des von der Hefe aufgenommen Sauerstoffs zu ermitteln, bedarf es
jedoch der Subtraktion des von der Wiirze lber dieselbe Zeit gebundenen Anteils. Die
Kurven der O,-Konzentration in den ohne Hefegabe verbliebenen Tanks T3 und T4 zeigten
parallel eine Abnahme von 7,3 auf 5,9 mg/l und von 4,9 auf 4,1 mg/I. Daraus ergibt sich eine
auf die Oxidation von Wiirzeinhaltsstoffen zuriickzufiihrende Zehrung von 5,5 pg/1*min bzw.
0,336 mg/I*h fur T3 und 5,7 pg/I*min bzw. 0,343 mg/I*h fir T4. Daraus abgeleitet, kann die
wirkliche O,-Zehrung der Hefen in T1 mit 0,0013 pg/Mio. Z*min und derer in T2 mit
0,0019 pg/Mio. Z*min beziffert werden. Auch die spezifische O,-Aufnahme sank damit von
3,90 auf 3,19 mg O,/ g HTS*h fiir die Hefen in T1 und von 5,13 auf 4,28 mg O,/g HTS*h fir
die in T2. Anhand dieser Werte wirden zwischen 15 und 20% des eingebrachten Sauerstoffs
in Oxidationsreaktionen mit Wirzebestandteilen flieRen.

Anhand der aufgezeichneten O,-Konzentrationen in den Garversuchen zum Einfluss der
spezifischen Bellftungsrate der Wirze von 3 mg O,/ und 8 mg O,/I auf den physiologischen
Zustand der Hefe, ihrer Géraktivitdit und die daraus resultierenden Biere, kann eine
identische Berechnung der O,-Zehrung erfolgen (vgl. Kapitel 4.6). Die Abbildung 25 stellt die
0,-Konzentrationen in den Géartanks und die O,-Zehrungen der Hefe nach dem Anstellen
unter Berlicksichtigung der zuvor ermittelten Werte fiir die Abreaktion des Sauerstoffs mit
Wirzebestandteilen dar.
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Abbildung 25: Die 0,-Zehrung der Hefe in Abhangigkeit der spezifischen Belliftungsrate der Wiirze
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Der Verlauf der O,-Konzentrationen zeigt, dass in der mit einem geringeren 0,-Gehalt von
3 mg/l angestellten Garung von T1 der Sauerstoff bereits nach 60 min fast vollstandig
aufgezehrt war, wo hingegen den Hefen aus T2 Sauerstoff fiir ca. 120 min zu Verfligung
stand. In beide Garungen, die mit der identischen Hefe angestellt wurden, kam es im
Vergleich zu dem in der Abbildung 24 dargestellten Versuch nicht zu einer durchgehend
konstanten, sondern (iber die Zeit beschleunigten Abnahme des Sauerstoffs. Unter
Berticksichtigung der Hefekonzentrationen von 19 Mio. Z/ml in T1 und 20 Mio. Z/ml in T2
erreichten die Hefen in den ersten 40 min eine 0,-Zehrung von 0,0019 bzw.
0,0020 pg/Mio. Z*min. Diese Werte sind mit denen aus dem vorangegangenen Versuch
nahezu identisch. Im weiteren Verlauf der Angarung steigerte die Hefe ihre O,-Aufnahme.
Trotz zunehmender Limitierung des verfiigbaren Sauerstoffs in T1 erreichten die Hefen im
Zeitraum von 40 bis 60 min nach dem Anstellen eine O,-Zehrung von 0,0029 pg/Mio. Z*min.
Dies bedeutet gleichzeitig, dass mit dem Ubergang zu einer intensiveren O,-Zehrung der
Sauerstoff in T1 bereits fast vollstdndig aufgezehrt war. Bei den Hefen in T2 stieg die
durchschnittliche O,-Zehrung auf 0,0038 pug/Mio. Z*min bis zur vollstandigen Zehrung nach
120 min.

Mit den bereits ermittelten Werten flr die oxidative Belastung der Wirze ergab sich
aufgrund der schnelleren O,-Zehrung durch die Hefe in diesem Versuch, dass nur ca. 8% in
T1 und ca. 10% in T2 des eingebrachten Sauerstoffs eine Oxidation von Wirzebestandteilen
hatten bewirken konnten. Zudem war die absolute Menge an Sauerstoff, die in
Oxidationsreaktionen mit Wirzebestandteilen einflieRen konnte, in T1 im Vergleich zu T2
um ca. 50% reduziert. Die Auswirkungen der vorgenommenen Minimierung in der Bellftung
von T1 auf die Gareigenschaften und die resultierende Bierqualitdt werden in den Kapiteln
4.6.1 und 4.8.5 beschrieben.

Partialdriicke von Gasen sind mit verantwortlich fiur die in der Flussigkeit geldste
Stoffmenge. Um den Einfluss einer Druckbeaufschlagung eines Gartanks, wie in der Praxis
Ublich von Apy = 0,5 bar, auf den Verlauf der O,-Konzentration im Gartank und die O,-
Aufnahme durch die Hefe zu untersuchen, wurden verschiedene Druckbedingungen jeweils
gegenilber einem offenen System (Bez. Apy = pret) verglichen. Die Tabelle 9 zeigt die
durchschnittliche  0,-Zehrung wédhrend der Angdrung in  Abhéangigkeit der
Versuchsbedingungen (vgl. Kapitel 3.3.1).

Tabelle 9: Die O,-Zehrung der Hefe in Abhdngigkeit der Druckbeaufschlagung des GargefiBes

EBCGRL  EBC-GR2  EBC-GR3  EBC-GR4&  EBC-GR5  EBC-GR6
Ap;=0bar  Aps=pe  Apa=0,5bar  Ap;=p  Apinz =0,5bar  Apg = pre

Ox-Zehrung V1 00039 00039 00035 00035 0,0032 0,0032

[ug/Mio. Z*min]

Ox-Zehrung V2 00050 00049 00029 00029 0,0027 0,0026

[ug/Mio. Z*min]
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Der Verlauf der O,-Konzentrationen in den untersuchten Garungen und die daraus
berechnete 0,-Zehrung der jeweiligen Hefen zeigten keinen signifikanten Einfluss einer
moglichen Druckbeaufschlagung wahrend des Anstellens im Rahmen der in der Praxis
Ublichen Bedingungen gegeniiber dem jeweiligen offenen System. So ergaben die parallel
und in Doppelbestimmung durchgefiihrten Testansidtze (V1 und V2) jeweils die fast
identische O,-Aufnahme durch die Hefe.

Trotz der konstant gehaltenen Versuchsaufbauten und -durchfiihrungen kam es dennoch,
nicht zuletzt aufgrund des verwendeten Pilot-MaRstabs, zu Unterschieden in den
Durchschnittstemperaturen ~ wahrend den Messungen bei den einzelnen
Versuchsbedingungen. Da die 0,-Abnahme jeweils parallel in einem offenen System
gemessen wurde, hatte dies zwar keinen Einfluss auf die Aussage zur Bedeutung der
Druckbeaufschlagung, jedoch machen die in der Abbildung 26 dargestellten Messwerte die
Bedeutung des physiologischen Zustands der Hefe fiir die O,-Aufnahme auch gegeniiber der
Temperatur deutlich.
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Abbildung 26: Die durchschnittliche O,-Zehrung der Hefe in Abhangigkeit der Anstelltemperatur

Am Beispiel der Ergebnisse fiir die O,-Aufnahme aus V2 (p; = 0 bar) und V2 (p; = 0,5 bar) und
den dazu gehorigen offenen Systemen konnte bei gleicher Temperatur von ca. 11,2 °C eine
Differenz von 0,0023 pg/Mio. Z*min und damit von fast 50% in der O,-Zehrung der Hefe
ermittelt werden. Zuséatzlich wird anhand der O,-Zehrung der Hefen aus V1 (p; = 0,5 bar) und
V2 (p;=0,5 bar), bei denen eine anndhernd gleiche Aufnahmerate erreicht wurde,
ersichtlich, dass der Einfluss einer Temperaturdifferenz von 0,5 °C durch den physiologischen
Zustand der Hefe Uberlagert werden kann.
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4.1.2 Vergleich der Zehrungsintensitit zwischen Ernte- und Propagationshefen

Um die Abhéangigkeit der O,-Aufnahme vom physiologischen Zustand der Hefe und einer
moglichen Gewodhnung an die O,-Verfligbarkeit naher zu betrachten, wurden in der
folgenden Versuchsreihe die Unterschiede zwischen einer Erntehefe und einer aus der
selben Population stammenden propagierten Hefe untersucht. In der Abbildung 27 sind die
0,-Konzentrationen in den mit Ernte- oder Propagationshefe angestellten Gartanks und der
Verlauf der jeweiligen O,-Zehrung wahrend der Angarung dargestellt.
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Abbildung 27: Vergleich der 0,-Zehrung von Ernte- und Propagationshefe

Die Giber 24 h von 10 auf 100 Mio. Z/ml bei 15 °C im Propagator vermehrten Hefen zeigten
besonders zu Beginn der Garung eine um ca. 30% hohere Sauerstoffaufnahmerate im
Vergleich zur Erntehefe. In der Folge fiel die O,-Konzentration in diesem Tank in den ersten
20 min deutlich schneller ab. Erst im weiteren Verlauf wiesen beide Hefen eine vergleichbare
0,-Zehrung von durchschnittlich ca. 0,010 pg/Mio. Z*min auf. Die Propagationshefe nahm
den vorhandenen Sauerstoff innerhalb von ca. 45 min auf. Im Gegensatz dazu stand der
Erntehefe in Folge der zu Beginn geringeren, aber bis zu einer O,-Konzentration von 0,5 mg/|
nahezu konstanten Zehrungsintensitdt, der Sauerstoff 10 min langer zu Verfligung.
Insgesamt zeigten beide Hefen eine vergleichbare 0,-Zehrung mit durchschnittlich
0,0097 pg/Mio. Z*min bzw. 39,7 mg O,/g HTS*h bei der Propagationshefe und
0,0075 pg/Mio. Z*min bzw. 30,5 mg O,/g HTS*h bei der Erntehefe. Dies verdeutlicht den
immensen Einfluss des physiologischen Zustands der Hefe auf die O,-Aufnahme und die
Folgen fiir eine mogliche oxidative Belastung der Wiirze. So waren unter Bertlicksichtigung
der im Kapitel 4.1.1 ermittelten durchschnittlichen Abreaktion von Sauerstoff mit
Wiirzeinhaltsstoffen von 5,6 pg/I*min in dieser Versuchsreihe nur ca. 3 bzw. 4% des
Gesamtsauerstoffs flir eine mogliche Oxidation in Betracht gekommen.
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4.1.3 Einfluss der Hefelagerung auf die Sauerstoffzehrung der Hefe

Wahrend unter 4.1.2 der Einfluss der Propagation, d.h. die (iber die Zeit an die aeroben
Bedingungen eventuell stattfindende Adaption des Hefemetabolismus auf die
Sauerstoffaufnahme der Hefe untersucht wurde, erfolgte in der nachfolgenden
Versuchsreihe die Evaluierung zur Bedeutung der Lagerzeit und damit die standige
Abwesenheit von Sauerstoff bis zu einem Wiederanstellen auf die resultierende O,-Zehrung
der Hefe. Die dazu (iber einen Zeitraum von einer Woche untersuchte Erntehefe zeigte
deutliche Veranderungen in der Aufnahmegeschwindigkeit. Die Abbildung 28 stellt die

Verlaufe der 0O,-Konzentration nach dem Anstellen in Abhangigkeit der absolvierten
Lagertage dar.
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Abbildung 28: Veranderung der O,-Aufnahme durch die Hefe in Abhéngigkeit der Lagerzeit

Trotz optimaler Lagerbedingungen der Hefe von 4 °C kam es mit zunehmender Lagerdauer
zu einer deutlichen Abflachung bei den Kurven der O,-Konzentration in den Gartanks Gber
den Anstellvorgang. Wahrend die Hefen am 1. Tag den Sauerstoff noch innerhalb von 60 min
und am 3. Tag von 65 min aufzehrten, benotigten die Hefen am 6. und 7. Tag bereits ca. 80
min fiir die vollstandige Aufnahme. Werden die Konzentrationen an Hefezellen von
15 Mio. Z/ml mit einbezogen, ergeben sich die in der Abbildung 29 dargestellten
Durchschnittswerte fir die O,-Zehrungen der Hefe. Dabei zeigten beide durchgefiihrten
Versuchsreihen (V LZ 1 und V LZ 2) dieselbe Tendenz.
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Abbildung 29: 0,-Zehrung der Hefe in Abhangigkeit der Lagerzeit

Anhand der angelegten Trendlinien ist der eindeutige Rlickgang in der O,-Zehrung durch die
Hefe in Abhdngigkeit der Lagerzeit zu erkennen. Im Zeitraum vom 1. bis zum 7. Lagertag
sanken die Durchschnittswerte von 0,0101 auf 0,0074 pg O,/Mio.Z*min im Falle der
Versuchsreihe V LZ 1 und von 0,0093 auf 0,0063 pg O,/Mio. Z*min bei V LZ 2. Dies ergibt
eine prozentuale Minderung der O,-Aufnahmerate liber den Zeitraum von einer Woche von
26 bzw. 33%. Gleichzeitig ergibt sich daraus am Beispiel von V LZ 1 auch eine Steigerung des
an der Wiirzeoxidation beteiligten Sauerstoffs um ca. 30%.

4.1.4 Sauerstoffverfiigbarkeit in Abhdngigkeit der Beliiftungsstrategie im
Drauflassverfahren

Die Sauerstoffverfligbarkeit wahrend eines Drauflassverfahrens ist von besonderer
Bedeutung fir den Metabolismus der Hefe. Denn nur wenn geniligend Vorstufen zur
Synthese von ungesattigten Fettsduren und Sterolen zum Zeitpunkt der Belliftung zu
Verfligung stehen, ist der Sauerstoff in vollem Umfang fir die Hefe im Sinne des
Baustoffwechsels zu nutzen. In der Abbildung 30 ist der Verlauf der O,-Konzentrationen in
zwei Drauflassverfahren dargestellt. Die mit je 4 Suden, einem Sudrhythmus von 2,5 h und
einer zum 1. Sud erfolgten Hefegabe von 15 Mio./ml (auf den gesamten Tankinhalt
berechnet) angestellten Garungen unterschieden sich nur in der Bellftungsstrategie. Bei
dem Verfahren in T1 sind dabei alle Sude und in T2 nur die ersten 3 Sude bellftet worden.
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Abbildung 30: Die 0,-Konzentration im Gartank bei verschiedenen Drauflassverfahren im Gartank

Der Verlauf der O,-Konzentrationen zeigt eine vollstandige O,-Zehrung zwischen den Suden
in T1 und T2 wahrend der Angdrphase. Der auch iber das Mischungsverhaltnis errechenbare
0,-Gehalt macht deutlich, dass bei einer Wiirzebeltuftung von 8 bis 10 mg/I die resultierende
Konzentration im gesamten Gartank um den Faktor % beim 2. Sud auf 5 mg/I bis hin zu % bei
4. Sud auf 2 mg/| reduziert wurde. Gleichzeitig veranderte sich die O,-Zehrung der Hefe bei
jedem erneuten Drauflassen belifteter Wirze. Wiesen die Hefen in T1 und T2 nach dem
1. Sud eine durchschnittliche O,-Zehrung von 0,0037 pug O,/Mio. Z*min auf, sank diese auf
0,0032 pg 0,/Mio. Z*min nach dem 2. Sud und 0,0016 pg O,/Mio. Z*min nach dem 3. Sud.
Bei T2 fiel die Zehrung nach dem 4. Sud nochmals auf 0,0014 pg O,/Mio. Z*min ab. Dies
bedeutet eine Abnahme in der O2-Aufnahmerate um ca. 60% von 8,9 auf 3,3 mg O,/g
HTS*h.

Dass jedoch die O,-Zehrung in Abhangigkeit des verfligbaren Sauerstoffs iber den Verlauf
des Drauflassverfahrens sank, zeigte ein nachfolgender Versuch, in dem eine gesteigerte
Wiirzebellftung simuliert wurde, die einen effektiven O,-Gehalt von 8 bis 10 mg/l im Tank
bewirkte. Der Konzentrationsverlauf dieses Drauflassverfahrens (Bez. T1) und die
berechnete 0,-Zehrung der Hefe sind in der Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Vergleich der 0O,-Konzentrationen im Gartank bei forcierter spezifischer Belliiftungsrate

Die gegen ein Drauflassverfahren (Bez. T2) mit einer Beliliftung des 1. und 4. Sudes
aufgetragene 0,-Zehrung zeigt, dass ein resultierender O,-Gehalt im Gartank von 8 bis
10 mg/I eine nahezu konstante Aufnahme der Hefezellen bewirkte und fir deutlich ldngere
aerobe Verhadltnisse sorgte. Dabei nahmen die Hefen nach den ersten beiden Suden jeweils
0,0041 pg O,/Mio. Z*min und nach den letzten beiden Suden 0,0048 pg O,/Mio. Z*min auf.
Die Hefen im Vergleichsverfahren erreichten nach dem 1. Sud zwar eine vergleichbare O,-
Zehrung, zeigten aber nach dem 4. Sud eine mit der aus vorangegangen Versuchen analoge
und somit reduzierte Zehrung.

Um den Einfluss einer standigen Sauerstoffverfiigbarkeit wadhrend der Angarphase,
entsprechend dem Beginn einer Propagation, im Vergleich zu einer konventionellen
Wiirzebeliiftung im Drauflassverfahren auf die Physiologie der Hefe und ihrer
Gareigenschaften zu untersuchen, wurden vier Versuche mit unterschiedlich langer
Bellftung von 2,5 bis 7,5 h unternommen. Die Abbildung 32 zeigt die resultierenden O,-
Konzentrationen im Gartank am Beispiel der 7,5stiindigen Bellftung (Bez. VR1) im Vergleich
zu dem eingesetzten Drauflassverfahren mit einer Wirzebeltftung von 8 bis 10 mg/| (Bez.
T1).
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Abbildung 32: Verlauf der O,-Konzentration bei einer auf den O,-Gehalt im Gartank abgestimmten Beliiftung
des gesamten Tankinhalts im Vergleich zu einem herk6mmlichen Drauflassverfahren

Da bei beiden Anstellverfahren die auf den gesamten Tankinhalt berechnete Hefegabe zum
1. Sud erfolgte, ergab sich zu Beginn der Garung eine deutlich schnellere O,-Abnahme. Erst
mit den weiteren Suden und der damit absolut betrachtet erhohten Menge an Sauerstoff
pro Hefezelle verlangsamte sich auch die O,-Abnahme im Gartank von VR1. So waren
insgesamt 10 Bellftungsvorgdnge no6tig, um eine stiandige Sauerstoffverfligbarkeit zu
gewahrleisten. Das parallel durchgefiihrte, konventionell (iber alle vier Sude bellftete
entsprach dem in der Abbildung 30 dargestellten Verfahren. Dabei ergab die standige
Belliftung, dass in VR1 den Hefen durchschnittlich 1,3 pg O,/Mio. Z zu Verfliigung standen. Im
Gegensatz dazu konnten die Hefen in T1 aufgrund der O,-Limitierung in Abhangigkeit der
Wirzebellftung nur maximal 0,2 pg O,/Mio. Z aufnehmen. Die Auswirkungen dieser
Bellftungsstrategie auf das Garverhalten und den physiologischen Zustand der Hefen sind in
Kapitel 4.6.2 zusammengefasst.
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4.2 Implementierung der Enzymaktivitatsmessung des PDH-Bypasses

4.2.1 Aktivitit und Bedeutung der ACS fiir die Physiologie und das Wachstum der
Hefe

Die Erfassung und Beurteilung des physiologischen Zustands der Hefe, sowie das Verstandnis
fir die Reaktionen des Hefemetabolismus auf die brautechnologischen Bedingungen und die
eingesetzten Steuerungsparameter ist immer noch eine der Herausforderungen im Bereich
der Hefeforschung in der Brauerei. Eine effektive Maoglichkeit zur Beurteilung der
Stoffwechselauspragungen der Hefe stellt die Aktivitatsmessung von Schliisselenzymen dar.
Die bereits in friiheren Arbeiten zur Untersuchung des Knotenpunktes Pyruvat und der ADH-
Aktivitat eingesetzte Methode hat eindeutige Hinweise auf eine grofle Bedeutung des
Knotenpunkts Acetaldehyd fir die Hefephysiologie geliefert (Wellhoener, 2006). An dieser
Stelle ist die Hefe in der Lage einerseits den Acetaldehyd lber das Enzym ADH zu Ethanol zu
reduzieren und somit die Regeneration von NAD® im Energiestoffwechsel aufrecht zu
erhalten und andererseits Uber das Intermedidrprodukt Acetat die Grundlage fir die
Lipidbiosynthese in Form von Acetyl-CoA zu generieren.

Die Implementierung der Aktivitaitsmessung der daran beteiligte Enzyme ALDH und ACS in
die Routineanalytik war somit der erste Schritt eine bessere Beurteilung des physiologischen
Zustands der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen vornehmen zu kénnen und stellt
damit einen Grundbaustein dieser Arbeit dar. Mit denen aus der Literatur
zusammengestellten Reaktionsansdtzen ist es gelungen, diese Enzymaktivitdtsmessung
reproduzierbar zu etablieren (Wang, 1998). Bei der Aktivitatsbestimmung der ACS handelt es
sich dabei um eine gekoppelte Enzymreaktion, bei der die Umsetzung von NAD"* zu NADH
photometrisch gemessen wird. Bei der Messung der ALDH kénnte zusatzlich zwischen denen
im Cytosol oder in den Mitochondrien lokalisierten Isoenzymen zur Umsetzung von
Acetaldehyd mit Hilfe von NAD" und NADP" als Wasserstoffakzeptor unterschieden werden
(vgl. Kapitel 3.2.1).

In den ersten Versuchsreihen zur Bestimmung der ACS-Aktivitdt der Hefe bestatigte sich die
grofRe Bedeutung des PDH-Bypasses als Grundlage der Hefevermehrung in der Brauerei. Die
Abbildung 33 zeigt die Zellvermehrung und die Entwicklung der ACS-Aktivitat gegeniber der
mitochondrial lokalisierten PDH-Aktivitat der Hefe in einer konventionellen Garung im Batch-
Verfahren (Bez. GT8).
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Abbildung 33: Die spezifische Enzymaktivitat der PDH und ACS der Hefe wahrend der Garung

Die zunehmende ACS-Aktivitat der Hefe in den ersten 24 h der Garung und die damit
vermehrte Bereitstellung an Acetyl-CoA korrelierte, unter Bericksichtigung einer zeitlichen
Verzogerung zur Umsetzung des Acetyl-CoA in neue Biomasse, mit dem Anstieg der
Zellvermehrung der Hefe. Dabei stieg die Aktivitat von 0,056 U/mg zum Zeitpunkt des
Anstellens auf ein Maximum von 0,103 U/mg nach 24 h. Im weiteren Verlauf der
Hauptgarung sank zunachst die ACS-Aktivitat innerhalb von weiteren 48 h wieder nahezu auf
das Ausgangsniveau und erreichte mit 0,061 U/mg ihr Minimum zum Zeitpunkt von 72 h. In
der Folge nahmen nach einem Maximum von 51 Mio. Z/ml am 2. Gartag auch die ZiS wieder
ab. Zum Ende der Hauptgarung stieg die ACS-Aktivitdt nochmals leicht an, was sich allerdings
nicht im Verlauf der Hefezellzahlkonzentration widerspiegelte. Dahingegen zeigte die PDH,
wie bereits in friiheren Forschungsarbeiten dargestellt, eine konstant und vergleichsweise
geringe Aktivitat um 0,025 U/mg, die auch wahrend der Wachstumsphase keine additive
Expression erfuhr (Wellhoener, 2006).

Um eine Korrelation zwischen der absoluten Expressionsrate und der
Hefezellzahlentwicklung zu untersuchen, wurde parallel zu GT8 eine weitere Garung (Bez.
GT7) untersucht. Die Abbildung 34 stellt die ACS-Aktivitaten und die Zellzahlentwicklungen
der Hefe in beiden Tanks tber den Garverlauf gegeniber.
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Abbildung 34: Zusammenhang zwischen der ACS-Aktivitidt der Hefe und dem Wachstum wahrend der Garung

Sowohl die Entwicklung der ACS-Aktivitat als auch die Zellzahlentwicklung der Hefen in den
beiden Versuchsgarungen zeigten leichte Unterschiede. Die ACS-Aktivitat der Hefen in GT7
nahm bereits in den ersten 10 h der Garung von 0,054 U/mg auf ein Maximum von
0,094 U/mg zu und blieb fur weitere 12 h konstant auf diesem Niveau. Im gleichen Zeitraum
vermehrte sich die Hefe in GT7 von 18 Mio. Z/ml auf 29 Mio. Z/ml am 1. Gartag und auf
47 Mio. Z/ml am 2. Gartag. Die ZiS in GT7 erreichten am 3. Gartag mit 55 Mio. Z/ml ihr
Maximum und fielen im weiteren Verlauf der Hauptgarung wieder auf einen Wert von
35 Mio. Z/ml ab. Im Gegensatz dazu stieg die ACS-Aktivitat der Hefen in GT8 Uber die ersten
24 h fast konstant von 0,056 auf 0,103 U/mg. Die ZiS von GT8 erreichten bereits nach einer
Zellzahlzunahme von 20 Mio. Z/ml auf 32 Mio. Z/ml in den ersten 24 h am 2. Gartag mit
51 Mio. Z/ml ihr Maximum, bevor sich zum Ende der Hauptgarung auf 30 Mio. Z/ml abfielen.
Aus dem Verhalten der ACS-Aktivitdit und dem Zellwachstum lasst sich auch unter
Berlicksichtigung der zeitlichen Verschiebung zwischen der Synthese von Acetyl-CoA und der
Zellneubildung keine absolute, sondern nur eine tendenzielle Korrelation finden, und eine
Steigerung der ACS-Aktivitat kann somit unter Garungsbedingungen zwar als Indikator fir
einen ausgepragten vermehrungsphysiologischen Charakter der Hefe angesehen werden,
aber ermoglicht scheinbar keine direkte Voraussage der Hefezellzahlentwicklung.

4.2.2 Die Enzymaktivitaten der Schliisselenzyme des Kohlenhydratstoffwechsel
wahrend der Garung

Eine Aussage liber den physiologischen Zustand der Hefe und seiner Veranderungen unter
brautechnologischen Bedingungen zu treffen, bedingt die kollektive Betrachtung der
ausgewahlten Schliisselenzyme. Zudem scheinen das Zusammenwirken und die jeweilige
Entwicklung der Enzyme liber den Prozess fir den physiologischen Zustand der Hefe, sowie
ihrer Vermehrungs- und Gaéreigenschaften endscheidend zu sein, wie die weiteren
Ergebnisse zeigen werden. So wurden zur Beurteilung der Hefephysiologie stets alle

102



Ergebnisse

Aktivitaten der Schliisselenzyme im Kohlenhydratstoffwechsel erfasst. In der Abbildung 35
sind die Aktivitditen der untersuchten Enzyme ADH, PDC, ALDH und ACS einer aus der
Propagation stammenden Hefe in der 1. Fiihrung Uber den Garverlauf aufgetragen, um an
diesem Beispiel einen Uberblick in die Entwicklung der Enzymaktivititen unter
brautechologischen Bedingungen zu bekommen.
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Abbildung 35: Die spezifische Enzymaktivitaten der Schliisselenzyme des Kohlenhydratstoffwechsels der
Hefe wahrend der Garung

Die Betrachtung und Interpretation der Enzymaktivititen muss allgemein unter
Beriicksichtigung der generellen und fir die einzelnen Enzyme spezifischen
Regulationsmechanismen erfolgen. Die aus der Literatur bekannten Mechanismen sind
eingehend in den Kapiteln 2.3, 2.4.3 und 2.4.5 zusammengefasst.

In dieser mit 4 Suden im Drauflassverfahren angestellten Garung ergaben die
Aktivitatsmessungen der flr die unter brautechnologischen Bedingungen nicht oxidativen
Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd verantwortliche PDC in den ersten 24 h der
Garung eine Abnahme von 0,75 U/mg auf ein Minimum von 0,34 U/mg. Dieser Riickgang
kann einerseits auf die vorherrschende Maltaserepression durch die in der Anstellwiirze
vorhandene Glucose und die damit evtl. limitierte Bereitstellung an Pyruvat durch die
Glykolyse zurlickzufiihren sein und andererseits fihrt ein steigender Sauerstoffgehalt in
Glucose- und Maltose-haltigen Medien zu einer geringere Expression der PDC-Aktivitdt in der
Hefe. Im zweiten Teil der Hauptgarung, in der sowohl der Sauerstoff als auch die Glucose
bereits verbraucht waren, war eine Steigerung der PDC-Aktivitdt der Hefe auf Maximum von
0,84 U/mg nach 96 h zu beobachten.

Die ADH-Aktivitat als Mafd fiir die Bildung von Ethanol aus Acetaldehyd in der Hefe zeigte,
wie auch in friiheren Forschungsarbeiten wahrend der Propagation beobachtet, eine fir
Garungsbedingungen geringe Aktivitat von 0,25 U/mg zum Zeitpunkt des Anstellens. Die
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ADH-Aktivitat erfuhr im Verlauf der Garung eine standig zunehmende Expression und stieg
auf einen Wert von 0,73 U/mg am 4. Gartag.

Die fiir die Umsetzung von Acetaldehyd zu Acetat im PDH-Bypass verantwortliche ALDH
wurde zu Beginn der Garung reprimiert. Sie fiel in den ersten 24 h von 0,019 auf 0,010 U/mg
ab und stieg erst in der zweiten Halfte der Hauptgarung wieder an und erreichte eine
maximale Aktivitdt von 0,036 U/mg. Der niedrige kn,-Wert der ALDH und die steigenden
Konzentrationen an Acetaldehyd im Jungbier konnen hierfiir verantwortlich sein und wiirden
eine erneute Expression der ALDH zum Ende der Garung bei sinkenden Acetaldehyd-
Konzentrationen, wie sie im Verlauf der hier betrachteten Garung zu beobachten ist,
erklaren.

Die ACS-Aktivitat der Hefe in dieser Versuchsgarung glich tendenziell dem in Kapitel 4.2.1
beschriebenen Verhalten. Allerdings fiel das in diesem Versuch mit 0,056 U/mg erreichte
Maximum der Aktivitat erst auf den 2. Gartag. Jedoch erreichten auch die ZiS mit einem Tag
Verzogerung gegenilber den vorangegangenen Versuchen GT7 und GT8 den héchsten Wert
und bestdtigten somit die Bedeutung des PDH-Bypasses als Grundlage fur die
Hefevermehrung unter Garungsbedingungen.

Um eine Aussage Uber effektive Veranderungen und Unterschieden in den Enzymaktivitaten
unter den verschiedenen Versuchsbedingungen treffen zu kb&nnen, st der
Variationskoeffizient der einzelnen Testansatze ermittelt worden. Die Tabelle 10 gibt fiir die
in dieser Arbeit analysierten Enzyme die entsprechenden Variationskoeffizienten der
Aktivitatsmessung an.

Tabelle 10: Die Variationskoeffizienten der verschiedenen Enzymaktivitatsmessungen

PDH PDC ADH ALDH ACS

Variationskoeffizient [%] 7,2 5,2 5,6 6,5 7,6

Der Variationskoeffizient der Analyse der PDC- und ADH-Aktivitat fallt mit 5,2 und 5,6% am
geringsten aus, wahrend die Aktivitdtsmessungen der Enzyme des PDH-Bypasses mit 6,5%
fiir die ALDH und 7,6% fiir die ACS eine leicht hohere Abweichung zeigen, aber dennoch eine
eindeutige Beurteilung der Messungen zuldsst. Die nur im Kapitel 4.2.1 und 4.3.1 genutzte
Analyse der PDH-Aktivitat weist eine Abweichung von 7,2% auf.
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4.3 Der physiologische Zustand der Hefe bei der Propagation

4.3.1 Einfluss der spezifischen Beliiftungsrate bei der Propagation auf den
physiologischen Zustand der Hefe

Die Hefeherfihrung und damit die Sauerstoffversorgung wahrend der Propagation ist
heutzutage einer der wichtigsten Prozessschritte in der Brauerei und bestimmt tUber den
physiologischen Zustand der Hefe und das Propagations-Jungbier maligeblich die
resultierende Bierqualitat. Zusatzlich ist die Bellftung bei der Propagation aus
wirtschaftlichen Gesichtspunkten fir die Brauerei von Bedeutung. Die erforderliche
Bereitstellung von Druckluft und eine bei UbermaRiger Luftzufuhr begrenzten
Kapazitatsauslastung durch eine erhohte Schaumbildung macht eine Optimierung der
Sauerstoffversorgung ebenfalls notig. Das Ziel der nachfolgenden Untersuchungen war es,
anhand der spezifischen Bellftungsrate der Propagation die Auswirkungen auf den
physiologischen Zustand zu beurteilen. Die dazu parallel durchgeflihrten Propagationen mit
einer kontinuierlichen O,-Konzentration im Propagationstank von 2 mg/| (Bez. PK2) und 8
mg/| (Bez. PK8) sind hinsichtlich des Extrakt- und pH-Verlaufs, der Hefezellzahlentwicklung,
den Enzymaktivitaten sowie des relativen Trehalose- und Neutrallipidgehalts der Hefezellen
untersucht worden. Zudem erfolgte eine flusszytometrische Analyse der DNA-Verteilung der
Hefepopulationen zum Ende der Propagationen. Die Abbildung 36 zeigt den Extraktabbau
und pH-Sturz sowie die Hefezellzahlentwicklung von PK2 und PK8 {iber den Verlauf der
Propagation.

4 14 140 )
12 T 120
= o —lp—
10 - 100 F
$ ~
5 8 -8 N
= ]
E 6 60 S
g 4 = Q- 0 7
w
2 - 20
0 T T T T T T O
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [h]
== Extrakt (2 mg/l)  ===Extrakt (8 mg/l) x—pH (2 mg/l)
L =@=pH (8 mg/l) ==7iS (2 mg/l) =B=7iS (8 mg/l) )

Abbildung 36: Hefezellzahlentwicklung, Extraktabbau und pH-Verlauf bei der Propagation mit einer
kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/I|

MaBgeblich fiir den Propagationsprozess ist meist die Hefezellzahlentwicklung, welche in
beiden Versuchsansatzen bis zu einem Zeitpunkt von 24 h identisch verliefen. Erst gegen
Ende der Propagation kam es in PK2 zu einer leicht hoheren Zunahme der ZiS. Dem zu Folge
verlief auch der Extraktabbau und pH-Sturz bis zu 24 h deckungsgleich und nur wahrend der
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letzten 4 h bauten die Hefen von PK2 um 0,4 Gew.-% mehr Extrakt ab. Insgesamt erfiillten
beide Propagationen die in der Literatur vorgeschlagenen Richtwerte und erreichten
innerhalb von 28 h eine Zellvermehrung von 10 auf ca. 110 Mio. Z/ml bei einem
Extraktabbau von 11,7 auf ca. 7,8 Gew.-%.

In der Abbildung 37 sind die Enzymaktivitaten der PDH, ALDH und ACS der Hefe wahrend der
Propagationsprozesse dargestellt. Dabei zeigte die PDH zu Beginn in beiden Versuchen mit
0,020 U/mg ein mit dem unter Garungsbedingungen vergleichbares, niedriges
Aktivitatsniveau (vgl. Kapitel 4.2.1). Dies und die (ber den Prozess trotz aeroben
Bedingungen weiter fallende PDH-Aktivitat belegte die geringe Bedeutung flir den
Hefemetabolismus unter den in der Brauerei vorherrschenden Bedingungen. Zusammen mit
den aus friheren Forschungsarbeiten stammenden Erkenntnissen wurde deswegen in den
nachfolgenden Versuchsreihen allgemein bei Propagation und Garung auf die Analyse der
PDH-Aktivitat verzichtet (Wellhoener, 2006).
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Abbildung 37: PDH-, ALDH- und ACS-Aktivitat der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 und 8 mg/I

Die ALDH als Teil des PDH-Bypasses erfuhr in beiden Propagationen in den ersten 12 h
unabhangig von der Beliliftung eine deutliche Repression und sank von ca. 0,062 auf
0,015 U/mg und nahm bis zum Ende weiter auf einen Wert von 0,009 U/mg ab. Die ACS-
Aktivitat der Hefe hingegen zeigte eine Uber die Propagation nahezu konstante Expression.
Dabei lagen die Werte aus PK2 mit 0,032 und 0,033 U/mg nach 16 bzw. 24 h leicht tiber den
von PK8 mit 0,026 und 0,025 U/mg. Da beide Propagationen parallel mit identischer
Anstellhefe durchgefiihrt wurden, ist dieser Unterschied allein auf die Bellftungsvariation
zuriickzufiihren.

Die Abbildung 38 zeigt die Enzymaktivitditen der PDC und ADH wahrend der Propagationen.
Beide Enzyme prasentierten hinsichtlich ihrer Entwicklung in den ersten 12 h ein mit der
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ALDH vergleichbares Verhalten. Jedoch lag das Aktivitatsniveau zu Beginn mit ca. 0,75 U/mg
bei der ADH und 0,60 U/mg bei der PDC deutlich hoher.
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Abbildung 38: PDC- und ADH-Aktivitidt der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 und 8 mg/I

Die ADH-Aktivitaten der Hefen fielen in beiden Propagationen vom o.g. Ausgangswert auf
0,25 U/mg in PK2 und 0,19 U/mg in PK8 bereits innerhalb von 12 h ab, blieben aber im
weiteren Propagationsprozess nahezu konstant. Die PDC-Aktivitdten der Hefen sanken zwar
ebenfalls wahrend der ersten 12 h in beiden Propagatoren von 0,60 auf 0,11 U/mg, erfuhren
jedoch im Gegensatz zur ADH eine erneute Expression zum Ende der Propagation. Insgesamt
zeigte die geringere Belliftung von 2 mg/| eine tendenzielle Steigerung der Enzymaktivitaten,
so dass alle Schlisselenzyme der Versuchsreihe PK2 geringfiigig in ihrer Aktivitaten Uber
denen von PK8 lagen.

In der Abbildung 39 sind die Zellzyklusanalysen der Hefen aus PK2 und PK8 mit den
dazugehorigen prozentualen Verteilungen der einzelnen Phasen dargestellt. Auch hier
scheinen sich die Unterschiede der O,-Konzentration im Propagator geringfligig auf die DNA-
Verteilung der Hefe ausgewirkt zu haben.

Go/G;-Phase: 32 %
S-Phase: 7%
G,-Phase:  43%

Go/G;-Phase: 38 %
S-Phase: 8%
G,-Phase: 37%

Abbildung 39: DNA-Verteilung der Hefepopulation zum Ende der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 und 8 mg/I|

107



Ergebnisse

Vergleichbar mit den ACS-Aktivitdaten zeigten die Hefen aus PK2 zum Ende der Propagation
mit 43% gegentiber 37% eine leicht hohere Tendenz an Zellen in der G,-/M-Phase, was
darauf schlieflen lasst, dass die Aktivitat der ACS auch unter Propagationsbedingungen mit
der Hefezellzahlentwicklung tendenziell, aber auf niedrigerem Aktivitatsniveau korreliert.

Der auf die Hefe einflieRende Stress steht in Zusammenhang mit dem Trehalosegehalt in der
Zelle. Dieses nicht reduzierende Disaccharid wird zwar hauptsachlich mit der Hitzetoleranz
der Hefe in Verbindung gebracht, gilt aber ebenso als Indikator fiir den osmotischen und
oxidativen Stress. Die Abbildung 40 zeigt die flusszytometrische Analyse des
Trehalosegehaltes der Hefezellen von PK2 und PK8 (iber den Propagationsverlauf.

Sauerstoffkonzentration: 2 mg/|
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Sauerstoffkonzentration: 8 mg/|

Abbildung 40: Entwicklung des Trehalosegehaltes der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 und 8 mg/I

Die als Haufigkeitsverteilungen in Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat, also des rel.
Gehalts an Trehalose, dargestellten Graphen lassen keine signifikanten Unterschiede in
Abhangigkeit der Belliftung wahrend der Propagation erkennen. Dennoch kam es in beiden
Propagationen zu einem leichten Anstieg des durchschnittlichen Trehalosegehaltes in den
ersten 13 h. Zusatzlich konnte mit fortschreitender Propagationsdauer eine breitere
Verteilung beobachtet werden. D.h. die Unterschiede im Trehalosegehalt zwischen den
einzelnen Zellen der Population stiegen wahrend des Prozess an. Diese breitere Verteilung
blieb Gber den weiteren Verlauf zwar bestehen, insgesamt nahm der Trehalosegehalt gegen
Ende der Propagation jedoch wieder ab.

Ausschlaggebend fir eine gute Ausstattung der Hefe sollte vor allem die Konzentration der
Langzeitspeicherstoffe sein, um eine moglichst gleichbleibende Vitalitdit der Hefe (ber
mehrere Fihrungen hinweg zu erreichen. In der Abbildung 41 ist die flusszytometrische
Analyse der Neutrallipidgehalte der Hefe wahrend des Propagationsprozesses
zusammengestellt.
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Sauerstoffkonzentration: 2 mg/|
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Abbildung 41: Entwicklung des Neutrallipidgehalts der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen
0,-Konzentration von 2 und 8 mg/I

Der Gehalt an Neutrallipiden nahm ausgehend von einem relativ niedrigen Niveau Uber die
ersten 13 h in beiden Propagationen gleichermalien deutlich zu. Danach ergaben sich zu den
Zeitpunkten von 24 und 27 h dennoch Unterschiede bei den Hefen von PK2 und PK8. Zwar
nahmen in beiden Populationen die Neutrallipide im Vergleich zur vorangegangenen
Messung wieder ab, wobei der Riickgang in PK2 starker ausfiel. Dies ist mit auf die Teilungen
der Zellen und damit auf die Auftrennung der Neutrallipidgehalte auf Mutter- und
Tochterzelle zuriickzufiihren. Gleichwohl zeigten die Hefen in PK2 zum Ende der Propagation
einen hoheren Pool an Neutrallipiden im Gegensatz zu den Hefen aus PK8, die einen zur
Anfangskonzentration vergleichbaren Gehalt aufwiesen. Jedoch scheint der Auf- und Abbau
der Neutrallipide ein wahrend der Propagation oszillierender Prozess zu sein. Dies macht den
Neutrallipidgehalt zu einem ungeniigenden Parameter fir die Bestimmung des optimalen
Entnahmezeitpunktes.
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4.3.2 Die Beliiftung der Propagation als Steuerungsinstrument der
Hefephysiologie

Die in Kapitel 4.2 bei der Implementierung und in Kapitel 4.3.1 erzielten Ergebnisse zur
Expression der im PDH-Bypass lokalisierten Enzyme ALDH und ACS zeigten, dass diese
Enzyme unter Propagationsbedingungen eine deutlich verdnderte Expression als unter
Garungsbedingungen erfuhren. Die Abbildung 42 stellt die Entwicklungen der ALDH- und
ACS-Aktivitaten der Hefe unter diesen Bedingungen gegeniiber.
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Abbildung 42: Vergleich der Enzymaktivitaten des PDH-Bypasses der Hefe bei Propagation und Garung

Die ACS-Aktivitat der Hefe zeigte unter Garungsbedingungen eine mit dem Hefewachstum
korrelierende Zunahme. Im Gegensatz dazu stagnierte die ACS-Aktivitdt im
Propagationsprozess. Ahnlich verhielt es sich bei der Expression der ALDH-Aktivititen der
Hefen. Wahrend diese direkt nach dem Anstellen kurzzeitig stiegen und im weiteren Verlauf
der Garung nach einer vergleichsweisen geringen Repression konstant blieben und zum Ende
leicht anstiegen, wurden die ALDH-Aktivitdt wahrend des gesamten Propagationsprozesses
deutlich reprimiert.

Da in beiden Versuchsreihen ausschlielich helle Vollbierwiirzen und der identische
Hefestamm verwendet wurden, konnte dieses kontroverse Verhalten der Enzymaktivitdaten
nur auf die bei der Propagation vorherrschenden, kontinuierlich aeroben Bedingungen
zurlickzufiihren sein. Um die Auswirkungen von Phasen mit O,-Verflgbarkeit und O,-
Abwesenheit auf eine Hefepopulation zu untersuchen, wurde eine Hefepopulation
wechselseitig fur jeweils 8 h aeroben und anaeroben Verhiltnissen ausgesetzt und der
Zellzyklus jeweils 30 min nach dem Wechsel der Bedingungen analysiert. Die Abbildung 43
zeigt die Histogramme der Haufigkeitsverteilungen der Zellzyklusanalysen vor und nach dem
Umstellenden der Habitatbedingungen.
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Abbildung 43: Einfluss von Beliiftungswechseln im Propagationsprozess auf die DNA-Verteilung der
Hefepopulation

Die Hefen zu Beginn des Versuchs zeigten, wie aus dem ersten Histogramm der Abbildung 43
ersichtlich, eine durchschnittliche DNA-Verteilung einer im Wachstum befindlichen
Population. Ca. 30 min nach dem ersten Wechsel von anaeroben auf aerobe Bedingungen
befand sich ein Gberdurchschnittlich groRer Anteil an Zellen in der G,-/M-Phase. Auch nach
dem darauf folgenden Wechsel von aeroben auf anaerobe Bedingungen konnte eine
vergleichbare Verteilung der Population mit einer klare Steigerung der Zellen in der G,-/M-
Phase des Vermehrungszyklus erreicht werden. Dieses Ergebnis zeigte auch die im
4. Histogramm dargestellte DNA-Verteilung der Hefepopulation bei einem erneuten Wechsel
der Habitatbedingungen. Somit scheint ein Beliiftungswechsel den Zellzyklus der gesamten
Population zu synchronisieren und einen positiven Einfluss auf die Vermehrungsaktivitat der
Hefen auszuliben.

Die entgegengesetzte Entwicklung der Enzymaktivitaten bei Propagation und Garung sowie
die Auswirkungen eines Bellftungswechsel auf die Vermehrungseigenschaften der Hefe
fliihrten zu der nachfolgenden Versuchsreihe, die den Einfluss einer Intervallbeliiftung bei
der Propagation auf die Hefephysiologie bzw. die Entwicklung der Enzymaktivitdten des
PDH-Bypasses untersuchte. Dabei wurde sowohl ein 4stiindiger Wechsel zwischen aeroben
und anaeroben Bedingungen als auch eine 8stiindige Beliiftungspause in den
Propagationsprozess integriert. Eine effektive Beeinflussung der Enzymaktivitaten erbrachte
jedoch nur die im Zeitraum von 8 bis 16 h eingehaltene anaerobe Phase. Die Ergebnisse der
Versuche mit einer 8stiindigen Belliftungspause (Bez. PI8) sind in der Abbildung 44
dargestellt.

111



Ergebnisse

~
J

0.08 140
- 0.07 /‘\Q‘_,L 120
£ 006 | —_X
_; @ @ /.,{ X @ 100 E i
- ® 0.05 L g0 N s
EE 004 e Vs N S &
=5 % ) Vi 60 S8
S~ 0.03 - L/ =0
N - 40 N 3
2 002 - 2
[7,]

0.01 rJ '—k"_. - 20

0.00 @ @ 0

0 4 8 12 16 20 24 28
Zeit [h]
=4=ACS =E=ALDH =—#&—ZiS =@=Sauerstoffkonzentration
\ J

Abbildung 44: ALDH- und ACS-Aktivitat der Hefe bei der Propagation mit 8stiindigem Beliiftungsintervallen

Die zu Beginn fallenden Enzymaktivitditen der ALDH und ACS wurden durch die 8stiindige
Bellftungspause deutlich positiv im Sinne der nachfolgenden Garung in ihrer Expression
beeinflusst. Zwar zeigte die ALDH-Aktivitdt eine leicht fallende Entwicklung, konnte aber
Uber die anaerobe Phase annahernd konserviert werden. Die ACS-Aktivitat der Hefen wurde
wahrend der Bellftungspause von 0,020 U/mg auf ein Maximum von 0,067 U/mg gesteigert.
Diese um ca. 300% erhohte Enzymaktivitdit konnten bei keiner der bisher untersuchten
Hefen wahrend des Propagationsprozesses erreicht werden. Unter den nachfolgenden
aeroben Bedingungen bliebt die ACS-Aktivitat zwar fur weitere 4 h auf gleichbleibend hohem
Niveau, fiel aber bis zum Ende der Propagation wieder auf einen vergleichbaren Wert mit
denen zuvor untersuchten Propagationen zurlick.

Mit den aus den bisherigen Versuchen gewonnenen Erkenntnissen zur Manipulation der
ACS- und ALDH-Aktivitaten durch eine Variation der Beliiftungsstrategie bei der Propagation
und den positiven Ergebnissen der an die Propagation PI8 angeschlossenen Garversuche, die
in Kapitel 4.5.1 beschrieben werden, erfolgte eine weitere Versuchsreihe. Diese sollte den
Einfluss der verschiedenen Propagationsverfahren auf den physiologischen Zustand der
Hefe, ihre Gareigenschaften und die Auswirkungen auf die resultierende Bierqualitat tber
mehrere Flihrungen hinweg untersuchen.

Insgesamt wurden dazu drei Propagationen im 120 |-MaRstab durchgefiihrt. Die einerseits
wiederum mit einem kontinuierlichen 0,-Gehalt von 8 und 2 mg/l durchgefiihrten
Propagationen (Bez. P1-K8 und P2-K2) wurden um eine mit einer 8stiindigen
Bellftungspause variierten Propagation erganzt (Bez. P3-18). Allerdings wurde aufgrund der
zum Ende hin in PI8 wieder abgefallenen ACS-Aktivitat die Bellftungspause in das letzte
Drittel des Propagationsprozesses verschoben. Daraus ergab sich eine 16stlindige aerobe
Phase mit einem kontinuierlichen O,-Gehalt von 2 mg/I zu Beginn der Propagation und eine
im Zeitraum von 16 bis 24 h eingehaltenen anaerobe Phase. Bis zum Erreichen der
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erforderlichen Zellzahl wurde die Hefe dann wieder mit einer O,-Konzentration von 2 mg/I
flr ca. 8 h kontinuierlich mit Sauerstoff versorgt (vgl. Kapitel 3.3.1).

Der Extraktabbau durch die Hefen in den Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-18 zeigte keine
signifikanten Unterschiede und nahm innerhalb von 28 h von 11,8 auf durchschnittlich 8,7
Gew.-% ab. Die ZiS in P2-K2 lagen dabei tendenziell hoher, was aufgrund der moglichen
Messabweichung der eingesetzten Thoma-Zahlkammer jedoch als nicht signifikant
betrachtet werden kann. Die ZiS und der Extraktabbau in den Versuchen P1-K8, P2-K2 und
P3-18 sind in der Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Vergleich der Hefezellzahlentwicklung und des Extraktabbau bei der Propagation mit einer
kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten
Drittel des Propagationsprozesses

Die Hefen in P3-I8 hingegen zeigten Uber die anaerobe Phase erwartungsgemal ein
geringeres Wachstum. Die ZiS von P3-18 betrugen zum Ende der anaeroben Phase nach 24 h
ca. 42 Mio. Z/ml und damit rund 20 Mio. Z/ml weniger als die in den Versuchen P1-K8 und
P2-K2 zum selben Zeitpunkt. Im weiteren Verlauf hatten die Hefen von P3-I8 jedoch eine
deutliche hohere Vermehrungsaktivitat und erreichten im Zeitraum von 24 bis 28 h eine mit
denen in den Propagationen P1-K8 und P2-K2 vergleichbare Konzentration von ca.
70 Mio. Z/ml.

Um einen tieferen Einblick in die Vermehrungsintensitat und den physiologische Zustand der
Hefe wahrend der verschiedenen Propagationen zu erlangen, wurden sowohl der Zellzyklus
als auch die Enzymaktivitaten der Hefen analysiert. Die Histogramme der Zellzyklusanalysen
aus den Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-18 sind in der Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Vergleich der Zellzyklusanalyse der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-

Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des
Propagationsprozesses

Die Histogramme zeigen fiir die Propagationen P1-K8 und P2-K2 eine vergleichbare
Entwicklung der Vermehrungsaktivitat der Hefen Gber den gesamten Prozess. So nahm der
Anteil der Hefen in der rot dargestellten Go-/Gi-Phase bereits innerhalb der ersten 8 h ab,
und die Hefen gingen groRtenteils in die blau markierte G,-/M-Phase Uber. Erst nach 28 h
und somit gegen Ende der Propagationen wiesen die Populationen in P1-K8 und P2-K2
wieder einen steigenden Gehalt der Zellen in der Ruhe- bzw. Wachstumsphase auf.
Gleichzeitig geben die Graphen bereits einen Hinweis auf eine absolut betrachtet héhere
Vermehrungsaktivitdt der Hefen in P2-K2 gegeniiber P1-K8 zu den Zeitpunkten 8, 16 und
24 h. Dies bestatigten die in der Tabelle 11 (Teil 1: 0 bis 16 h) und Tabelle 12 (Teil 2: 24 und
28 h) zusammengefassten prozentualen Verteilungen der einzelnen Phasen des Zellzyklus.

Die Histogramme von P3-18 in der Abbildung 46 zeigen ab dem Zeitpunkt von 16 h aufgrund
der Beliiftungspause eine von den kontinuierlich bellfteten Propagationen abweichende
Entwicklung in der Vermehrungsaktivitat der Hefen. Die Anteile an den Vermehrungsphasen
waren (iber den weiteren Propagationsprozess nahezu gleich verteilt. Auch gegen Ende war
der Anteil der Hefen in der G,-/M-Phase mit denen in der Go-/G;-Phase analog, wie die
Tabelle 11 und Tabelle 12 zeigen.

Tabelle 11: Prozentuale Verteilung der Zellzyklusanalyse bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-

Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des
Propagationsprozesses (Teil 1)

0h 8h 16 h
P1-K8 P2-K2 P3-I8 P1-K8 P2-K2 P3-18 P1-K8 P2-K2 P3-I8
g:;ﬁ 31[/] 949% 93,9% 94,5% 37.6% 22,4% 468% 234% 14,0% 40,1%
(1]
S-Phase 24%  30% 34% 7.8% 50% 88%  35% 45%  82%
[%]
0
GZ-/M- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Phase[s]  27%  30%  21% S45% T726% 444% 731% BLS% 517%
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Tabelle 12: Prozentuale Verteilung der Zellzyklusanalyse bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des
Propagationsprozesses (Teil 2)

24 h 28 h
P1-K8 P2-K2 P3-I8 P1-K8 P2-K2 P3-I8
kieiE 22,9% 17,5% 36,5% 28,5% 29,0% 33,7%
Phase [%]
S-Phase o o o 0 0 o
%] 73%  4,8% 11,3% 6,0% 6,8%  6,0%
G2-/M-

0, 0, 0, ) o %
Phase [%] 69,8% 77,7% 52,2% 655% 642% 60,2%

Anhand der Werte in den Tabellen ist ersichtlich, dass trotz eines identischen
Ausgangszustands der Hefen in P1-K8 und P2-K2 bei den Hefen in P2-K2 bereits nach 8 h der
Anteil an Zellen in der G,-/M-Phase mit fast 73% um ca. 18% Uber der Population aus P1-K8
lagen. Auch die beiden nachfolgenden Analysen zeigten eine hdhere Vermehrungsaktivitat
der Hefezellen in P2-K2 gegenliber P1-K8. Dies bestatigt somit die in der Abbildung 45
dargestellten, tendenziell héheren Hefezellzahlen in P2-K2.

Aus den Histogrammen der Abbildung 46 waren bereits Unterschiede in den DNA-
Verteilungen zwischen den kontinuierlich bellifteten und der intervallbeliifteten Propagation
ersichtlich. Wahrend sich der Anteil an Zellen in der G,-/M-Phase in P1-K8 und P2-K2 im
Zeitraum von 8, 16 und 24 h deutlich erhdhte, zeigten die Hefen aus P3-I8 eine geringere
Entwicklung der Vermehrungsaktivitit und diese korrelierte somit ebenfalls mit den
ermittelten ZiS. Wie auch die Gegenlberstellung der prozentualen Verteilung zwischen den
einzelnen Phasen des Zellzyklus in Abhangigkeit der eingesetzten Propagationsvariationen in
den Tabelle 11 und Tabelle 12 belegt, befanden sich in P3-I18 maximal 52% der Zellen in der
G,-/M-Phase. Da die Proben fiir die Zellzyklusanalyse nicht 30 min nach dem Umstellen von
anaeroben auf aerobe Bedingungen erfolgte, wie bei den vorangegangenen Messungen zum
Einfluss eines Belliftungswechsel, sondern parallel dazu erfolgte, war in dieser Versuchsreihe
keine mit denen in Abbildung 43 vergleichbare DNA-Verteilung ersichtlich. Jedoch kann
aufgrund der UGberdurchschnittlich hohen Zellzahlentwicklung in den 4 h nach dem Wechsel
der Habitatbedingungen von einer dhnlichen Verteilung der Hefen in P3-18 zu diesem
Zeitpunkt ausgegangen werden.

Neben dem Einfluss der Intervallbeliiftung auf den in der G,-/M-Phase befindlichen Anteil
der Hefepopulation, wirkte sich die Beliiftungsvariation ebenfalls auf den in der S-Phase
befindlichen Teil aus. Der Anteil an Zellen in P3-I8, die sich in dieser Phase des Zellzyklus
befanden, lag Gber weite Strecken oberhalb der anderen beiden Propagationen. Zum Ende
der Propagationen war bei allen Populationen eine vergleichbare DNA-Verteilung zu
beobachten und es befanden sich ca. 30% in der Go-/G1-Phase und noch ca. 60% der Zellen in
der G,-/M-Phase.
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Da die Propagationsversuche P1-K8, P2-K2 und P3-18 in einem gréReren Malistab gegeniliber
den Versuchen PK2 und PK8 durchgefiihrt wurden, konnten diese nicht parallel erfolgen,
sondern mussten Uber den Zeitraum von 2 Wochen und dem zu Folge mit zwei
unterschiedlichen Ausgangshefen und -wiirzen unternommen werden. Anders als bei den
Messungen der ZiS, dem Extraktabbau und der DNA-Verteilung wurde der ungleiche
Ausgangszustand in der Hefephysiologie in den Ergebnissen er Enzymaktivitatsmessung
deutlich. Wahrend die flr die Versuche P2-K2 und P3-18 aus einer Charge stammenden
Hefen vergleichbare Anfangsaktivititen aufwiesen, wichen die der Anstellhefe fiir P1-K8
teilweise stark ab. Die Abbildung 47 zeigt die PDC-Aktivitdit der Hefen Uber den
Vermehrungsprozess.
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Abbildung 47: PDC-Aktivitdt der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2
und 8 mg/I und einer mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses

Die PDC-Aktivitaten zeigten gleichzeitig die groRten Unterschiede zwischen den beiden zur
Propagation eingesetzten Anstellhefen. Die PDC-Aktivitdt der Hefen in P1-K8 lag dabei zu
Beginn mit 0,47 U/mg deutlich Gber der in P2-K2 und P3-I8 verwendeten Hefen, die mit
0,17 U/mg einen vergleichsweise geringen Stoffumsatz aufwiesen. Im Verlauf der
Propagation sank die PDC-Aktivitdt der Hefe in P1-K8 aufgrund der hoheren Anfangsaktivitat
deutlicher starker ab, als dies in den anderen beiden Propagationen der Fall war. Zum Ende
der Herflihrung zeigten dann alle Hefen eine geringe Expression. Allerdings flihrte die
anaerobe Phase in P3-18 zu einer gesteigerten PDC-Aktivitat in der 2. Halfte des Prozesses, so
dass diese Hefen mit 0,11 U/mg eine hohere Aktivitat als diejenigen aus P1-K8 mit
0,07 U/mg und aus P2-K2 mit 0,04 U/mg hatten.

Bei den in Abbildung 48 dargestellten Ergebnissen zur Enzymaktivitaitsmessungen der ADH
wird ebenfalls der unterschiedliche Ausgangszustand der Anstellhefen von P1-K8 gegeniiber
der von P2-K2und P3-18 ersichtlich. Mit einer ADH-Aktivitat der Hefen in P2-K2 und P3-I18 von
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0,53 und 0,49 U/mg fiel der Unterschied zu der Hefe in P1-K8 mit 0,34 U/mg allerdings
geringer aus als im Falle der PDC.
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Abbildung 48: ADH-Aktivitdt der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2
und 8 mg/l und einer mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses

Uber die Dauer der Propagationen zeigten die ADH-Aktivitdten einen mit der Entwicklung bei
der PDC vergleichbaren Verlauf. Die ADH-Aktivitditen nahmen in den ersten 16 bis 24 h auf
ein Minimum ab. Wahrend sich die Aktivitaten der Hefen von P1-K8 und P2-K2 im Weiteren
nicht mehr veranderten und zum Ende bei 0,10 bzw. 0,14 U/mg lagen, konnte auch hier eine
gesteigerte Expression der ADH bei den Hefen von P3-18 beobachtet werden, die wiederum
auf die anaerobe Phase im letzten Drittel des Prozessverlauf zurlickzufiihren war.

Die Uber den Propagationsverlauf gemessenen Aktivitditen der Enzyme des PDH-Bypasses
sind in der Abbildung 49 zusammengefasst. Dabei wiesen im Gegensatz zu den Enzymen PDC
und ADH die Ausgangsaktivitaten zwischen den Anstellhefen keine deutlichen Unterschiede
auf. Die ALDH-Aktivitat der Hefen entwickelte sich wahrend den Propagationen vergleichbar
mit denen unter Kapitel 4.3.1 beschriebenen Aktivitditen der Versuche PK2 und PKS.
Ausgehend von ALDH-Aktivitaten zwischen 0,039 und 0,049 U/mg fielen diese innerhalb von
24 h bis auf ein jeweiliges Minimum. Je geringer die Sauerstoffversorgung desto
weitereichender wurde die Aktivitdt der ALDH bei den einzelnen Hefen reprimiert. Zum Ende
hin stieg die Expression der ALDH aller Hefen wieder leicht an, wobei mit 0,019 U/mg die
Hefen aus P3-18 die hochste ALDH-Aktivitat erreichten.
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Abbildung 49: ALDH- und ACS-Aktivitdt der Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des
Propagationsprozesses

Die Verldaufe der ACS-Aktivitaten bei den 3 Propagationen wichen gegeniiber den anderen
Enzymaktivitditen am deutlichsten von einander ab. Zwar wiesen die Anfangsaktivitaten
geringe Unterschiede auf und nahmen in den ersten 16 h nur leicht ab, aber im Folgenden
fiel die Aktivitat der Hefen aus P1-K8 bis auf ein Minimum von 0,006 U/mg ab und lag damit
nach 24 h um 0,012 U/mg unter den Aktivitdten der Hefen aus P2-K2 und um 0,020 U/mg
unter der Aktivitdt der Hefen aus P3-I8. Im weiteren Verlauf der Propagation stiegt die
Aktivitat zwar wieder leicht an, wies aber im Vergleich auch am Ende den niedrigsten Wert
auf. Die bis zu einem Zeitpunkt von 24 h nahezu konstanten ACS-Aktivitaten der Hefen aus
P2-K2 fielen zum Ende hin auf ein Minimum von 0,020 U/mg. Die mit der niedrigsten
Ausgangsaktivitat in P3-18 propagierten Hefen zeigten Uber die im letzten Drittel der
Propagation eingehaltene anaerobe Phase keine mit der in Versuch PI8 vergleichbare
Expression der Enzymaktivitat. Dennoch wiesen die Hefen zum Ende hin ein Maximum von
0,033 U/mg auf und besalen nach 32 h damit die hochste Enzymaktivitat der drei
Propagationshefen.
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4.3.3 Die Aufnahme der Aminosauren durch die Hefe bei der Propagation

Ein fir den physiologischen Zustand der Hefe entscheidender Faktor ist die ausreichende
Versorgung der Hefezellen mit FAN. Die aus der Literatur unter Garungsbedingungen
bekannte Gruppierung bei der Aufnahme der Aminosauren sollte anhand der Versuche PK8
und PK2 hinsichtlich ihrer Gultigkeit unter Propagationsbedingungen untersucht werden.
Dabei zeigte die Analyse der einzelnen Aminosdauren Uber den Propagationsverlauf ein
ungleiches Verhalten gegeniiber der unter Garungsbedingungen postulierten Aufnahme.
Dennoch war eine Einteilung der Aminosauren anhand ihrer Konzentrationsverlaufe und der
damit verbunden Aufnahme durch die Hefe, auch unabhdngig von der erfolgten
Bellftungsstrategie, in sechs Gruppen moglich. Auf die Bestimmung von Cystein musste
aufgrund der flir diese Aminosaure nicht eindeutigen Signifikanz der verwendeten
Analysemethode mittels HPLC verzichtet werden.

Bei den Aminosduren Serin, Asparagin, Methionin und Lysin konnte eine unmittelbar nach
Propagationsbeginn eingesetzte Aufnahme durch die Hefe beobachtet werden, die bis zur
vollstandigen Zehrung gegen Ende der Propagation andauerte. Die Abbildung 50 verdeutlicht
den Konzentrationsverlauf dieser vier Aminosauren Gber den Propagationsprozess.
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Abbildung 50: Aminosauren mit unmittelbarer und vollstandiger Aufnahme durch die Hefe bei der
Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/I

Die Aufnahme dieser Aminosdauren der 1. Gruppe zeigte dabei keinen direkten
Zusammenhang mit der jeweiligen Ausgangskonzentration in der Wiirze. Die Aminosauren
lagen zu Beginn in einem Konzentrationsbereich von 3 mg/100 ml im Falle von Methionin bis
hin zu 12,5 mg/100 ml bei Asparagin vor. Bei Asparagin und Lysin ist in der Kohlenstoffkette
eine zusatzlich Aminogruppe gebunden und Methionin hat, neben dem nicht erfassten
Cystein, eine Schlisselrolle in der Versorgung der Hefe mit schwefelhaltigen Aminosduren.
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Bei Serin handelt es sich um eine kurzkettige Aminosaure, die mit ihrer Hydroxylgruppe
ebenfalls eine leicht zugdngliche Funktionale Gruppe beinhaltet. Diese Faktoren kdnnten fir
die schnellere Aufnahme dieser Aminosauren mit verantwortlich sein. Die Einflussnahme der
bei dieser Betrachtungsweise vernachldssigten Zunahme der ZiS wird im weiteren Verlauf

dieses Kapitels aufgezeigt, stellt jedoch einen fiir alle Aminosauren gleichbedeutenden
Faktor dar.

In der zweiten Gruppe wurden diejenigen Aminosduren zusammengefasst, die ebenfalls von
Beginn an von der Hefe aufgenommen wurden, aber deren Abnahme mit fortschreitender
Propagation nachlieR bzw. zum Erliegen kam. Die Abbildung 51 gibt einen Uberblick tiber die
Konzentrationsverlaufe der Aminosauren Histidin und Threonin wahrend der Propagation,
die damit die 2. Gruppe bilden.
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Abbildung 51: Aminosduren mit unmittelbarer und nicht vollstandiger Aufnahme durch die Hefe bei der
Propagation mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 2 und 8 mg/I

Innerhalb dieser Gruppe nahm die Hefe Threonin, das eine dem Serin aus Gruppe 1
verwandte Struktur aufweist, zu Beginn deutlich schneller auf als Histidin. Gleichzeitig hatte
die Hefe aber bereits nach 12 h die Assimilation von Threonin fast vollstandig beendet,
obwohl noch ca. 2 mg/100 ml zu Verflugung standen. Die Aufnahme von Histidin stagnierte
erst in den letzten 4 h des Propagationsprozesses. Auch in der Seitenkette dieser
Aminosauren liegen zusatzliche Stickstoffatome vor, die eventuell ebenfalls von Beginn an
eine wesentliche Bedeutung fir die Proteinbiosynthese der Hefe unter den
Propagationsbedingungen in der Brauerei haben.

Die nach dem Aufnahmeverhalten durch die Hefe in die 3. Gruppe eingeteilten Aminosauren
sind in der Abbildung 52 zusammengefasst. Hierbei handelt es sich um die Aminosaduren
Arginin, Isoleucin, Tryptophan, Phenylalanin und Leucin, die im Laufe der Propagation eine
beschleunigte Abnahme in ihrer Konzentration aufwiesen.
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Abbildung 52: Aminosauren mit schwacher Repressionsphase und nicht volilstandiger Aufnahme durch die
Hefe bei der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/I

Im Falle von lIsoleucin erfolgte die Einteilung in diese Gruppe anhand des Mittelwertes
beider Propagationen, bei denen ein geringer Unterschied im Verlauf der Konzentration
festgestellt werden konnte. Wahrend die Hefen aus PK8 direkt mit der Assimilation von
Isoleucin begannen, kam es in PK2 zu einer verzogerten Aufnahme. Eine generelle
Abhadngigkeit von der spezifischen Beliiftungsrate bei der Propagation liels sich auch im
Vergleich zu den (ibrigen Aminosauren daraus allerdings nicht ableiten.

Die teilweise, wie im Falle von Leucin und Isoleucin oder Phenylalanin und Tryptophan,
strukturdahnlichen Aminosdauren scheinen somit erst im weiteren Verlauf, eventuell bedingt
durch die Limitierung der Aminosdauren der 1. und 2. Gruppe, an Bedeutung fiir den
Metabolismus der Hefe zuzunehmen. Die Abbildung 53 zeigt die Aminosauren Asparagin und
Glutamin, bei denen zwar zu Beginn der Propagation eine Repression in der Aufnahme

vorzuliegen schien, aber im weiteren Verlauf von der Hefe vollstandig aus der Wirze
aufgenommen wurden.
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Abbildung 53: Aminosauren mit ausgepragter Repressionsphase und vollstandiger Aufnahme durch die Hefe
bei der Propagation mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 2 und 8 mg/I|
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Der Hauptanteil der ebenfalls in der Struktur nah verwandten Aminosauren Asparagin und
Glutamin ist dabei maligeblich im Zeitraum von 12 bis 24 bzw. 28 h aufgenommen worden.
Beide Aminosauren hatten in der verwendeten hellen Ausschlagwiirze mit ca. 8 mg/100 mi
ebenfalls eine vergleichbare Ausgangskonzentration.

Die in beiden Fallen mit einer Hydroxylgruppe endenden Aminosduren Glutaminsdaure und
Glycin zeichneten sich durch eine zu Beginn der Propagation relative konstant bleibende
Konzentration aus. Anhand der in der Abbildung 54 aufgezeigten Konzentrationen wird
ersichtlich, dass die Hefe im Falle von Glutaminsaure tber die ersten 8 h und bei Glycin iber
12 h nahezu keine dieser Verbindungen aufnahm. Somit spielten diese beiden Aminosduren
fur den Hefestoffwechsel zu diesem Zeitpunkt eine scheinbar untergeordnete Rolle.
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Abbildung 54: Aminosduren mit Repressionsphase und sinkender Aufnahme durch die Hefe bei der
Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/I|

Erst mit fortschreitender Propagation der Hefezellen fand eine teilweise Verwertung dieser
Aminosauren durch die Hefe statt. Dies kann u.a. auf die Limitierung anderer Aminosauren
zurlickgefihrt werden. Die Aufnahme wurde jedoch nicht Uber die gesamte restliche
Propagationszeit aufrechterhalten. In den letzten 4 h kam die Aufnahme beider
Aminosauren wieder zum Erliegen.

Die letzte Gruppe der Aminosduren setzt sich aus Alanin, Valin, Tyrosin und Y-
Aminobuttersdaure zusammen, deren Konzentrationen lUber den Propagationsprozess in der
Abbildung 55 dargestellt sind. Die Konzentrationen dieser vier Aminosduren lassen ebenfalls
auf eine ausgepragte Repressionsphase zu Beginn der Propagation schlieBen und weisen
auch auf eine im weiteren Verlauf geringe Verwertung durch die Hefe hin.
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Abbildung 55: Aminosauren mit ausgepragter Repressionsphase und geringer Aufnahme durch die Hefe bei
der Propagation mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 2 und 8 mg/I|

Erst in den letzten 4 h, in denen bereits eine weitgehende Limitierung des FAN eintrat, nahm
die Hefe noch groRere Teile der Aminosauren Alanin und Valin auf. Alle diese Aminosduren
lagen in einer Konzentration von 8 bis 12 mg/100 ml in der Wirze vor und machten somit
einen groRen Teil des fiir die Hefe verfligbaren Stickstoffs aus.

Die bisher aufgefiihrten Konzentrationsverlaufe sind ohne die Bericksichtigung der
Hefezellzahlentwicklung betrachtet worden. Um die effektive Aufnahmerate der Hefezellen
zu ermitteln, wurde am Beispiel jeweils einer Aminosdure aus den o.g. Gruppen die
Mengendifferenz  zwischen den Zeitpunkten der Analysen auf die gemittelte
Hefezellzahlkonzentration bezogen. Daraus ergibt sich die aufgenommene Menge der
jeweiligen Aminosaure in pg/Mio. Z*h. In der Abbildung 56 sind die Aufnahmeraten von
Lysin (Gruppe 1), Threonin (Gruppe Il), Phenylalanin (Gruppe lll) Asparaginsaure (Gruppe V)
Glycin (Gruppe V) und Valin (Gruppe VI) dargestellt.
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Abbildung 56: Aufnahme der Aminosaduren wahrende der Propagation in Abhangigkeit der
Hefezellkonzentration

Die Aufnahmerate von Lysin als Vertreter der 1. Gruppe war wahrend der ersten 12 h
konstant. Im weiteren Verlauf nahm die Aufnahme pro Mio. Z*h bis zum Zeitpunkt von 24 h
auf ein Maximum zu und zeigte im Vergleich mit den Ubrigen Aminosduren die hochste
Aufnahmerate. Erst aufgrund der fortscheitenden Limitierung von Lysin sank die Aufnahme
zum Ende der Propagation auf ein Minimum ab. Threonin als Vertreter der 2. Gruppe wurde
in den ersten 12 h ebenfalls fast gleichbleibend durch die Hefe aufgenommen. Im Folgenden
nahm die assimilierte Menge trotz andauernder Verfligbarkeit stetig bis auf ein Minimum
von 0,02 ug/Mio. Z*h ab.

Die Aufnahmerate von Phenylalanin nahm Uber die ersten 12 h zu, blieb im Zeitraum von 12
bis 24 h konstant und wurde zum Ende der Propagation von der Hefe nochmals deutlich
gesteigert und erreichte am Ende der Propagation mit 0,28 ug/Mio. Z*h den zweithéchsten
Wert der hier dargestellten Aminosauren. Asparaginsaure als Vertreter der 4. Gruppe wurde
im Verlauf der Propagation bis zur ihrer vollstandigen Zehrung zunehmend durch die Hefe
assimiliert. Zum Zeitpunkt von 24 h betrug die Aufnahmerate 0,21 pg/Mio. Z*h und war
damit mit der von Lysin vergleichbar. Die Aminosduren Glycin, die der der 5. Gruppe
zugeordnet wurde, und Valin aus der 6. Gruppe zeigten bis zum Zeitpunkt von 12 h die
geringste Aufnahme durch die Hefe. Erst mit fortschreitender Prozessdauer wurden sie
vermehrt aufgenommen. Wahrend die Aufnahmerate von Glycin zum Ende hin wieder abfiel,
wurde Valin in den letzten 3 h der Propagation ebenso verstarkt von der Hefe assimiliert wie
Phenylalanin und erfuhr zum Ende mit einen Maximum von 0,36 pg/Mio. Z*h die hochste
Aufnahmerate.

Der Aminosaurestoffwechsel ist unter Fermentationsbedingungen direkt mit der Bildung der
hoheren Alkohole und Ester verknipft. Um den Einfluss der Prozessbedingungen und der
Aminosaureaufnahme auf die Bildung der GNP bei der Propagation zu untersuchen, ist deren
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Konzentration zum Ende der Propagationen PK2 und PK8 bestimmt worden. Die Ergebnisse
sind in der Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: GNP-Spektrum des Propagationsbieres in Abhangigkeit der Beliiftung von 2 und 8 mg/I O,-
Konzentration

P1 (0, =2 mg/l) P2 (0, =8 mg/l)

[mg/1] [mg/1]
Acetaldehyd 112,1 75,8
Ethylacetat 2,0 1,9
n-Propanol 15,6 17,4
i-Butanol 11,4 13,3
i-Amylacetat 0,2 0,2
Amylalkohole 40,7 43,1
Diacetyl, gesamt 0,29 0,23
2,3-Pentandion, gesamt 0,22 0,20
> hohere Alkohole 67,0 73,8
> Ester 2,2 2,1
> VDKs 0,51 0,43

Die Analyse der GNP zeigte einen deutlichen Einfluss des Propagationsprozesses und damit
der spezifischen Belilftungsrate auf die Konzentrationen an Acetaldehyd, der hoheren
Alkohole und der VDK, wahrend die Ester keine signifikante Beeinflussung erfuhren. Dabei
betrug z.B. der Konzentrationsunterschied zwischen PK2 und PK8 an Acetaldehyd 36,3 mg/I.
Die hoheren Alkohole wiesen eine Differenz von 6,8 mg/l und auch die Konzentration der
VDK in PK2 erreichte mit 0,51 mg/l eine um 0,08 mg/l hoheren Wert. Dabei konnten die
erhohten Konzentrationen von PK2 gegeniiber PK8 nicht auf einzelne Substanzen
zurlickgefihrt werden, sondern betrafen jeweils die in der Summe der hoheren Alkohole
und VDK zusammenfassten Einzelkomponenten. Dies lasst eher auf eine unterschiedlich
starke Austreibung aufgrund der in PK8 erhohten Luftmenge zwischen den beiden
Propagationen als auf eine durch den Metabolismus der Hefe bedingte Verdanderung der
GNP schlielRen.
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4.4 Der physiologische Zustand der Hefe in der Girung

4.4.1 Vergleich der Garverhalten und Enzymaktivititen verschiedener
Hefestamme

Die in vielen Forschungsarbeiten zur Optimierung des Hefemanagements diskutierte
Fragestellung, ob der Einsatz eines anderen Hefestammes eine hohere Bedeutung besitzt als
die technologische Beeinflussung des physiologischen Zustands der verwendeten Hefe, war
Anlass zu einer Versuchsreihe mit insgesamt sechs Hefestammen. Zu dem in den Ubrigen
Versuchen verwendeten Stamm W34/78 wurden die finf weiteren Stamme W128, W34/70,
W69, W194 und der als Staubhefe charakterisierte Stamm W66/70 eingesetzt und auf
Unterschiede im physiologischen Zustand, bei den Gareigenschaften und den resultierenden
Qualitatsmerkmalen der Biere untersucht. Bei drei der Stamme wurde zum Abgleich mit den
Ubrigen Versuchsreihen die Verhaltensweise der Enzymaktivitaiten wahrend der Garung
analysiert.

In der Abbildung 57 sind die Entwicklungen der ZiS der einzelnen Hefestamme wahrend den
Garungen abgebildet. Dabei sind trotz analoger Prozessbedingungen und einer
vergleichbaren Anstellkonzentration zwischen 16 Mio. Z/ml und 21 Mio. Z/ml deutliche
Unterschiede in der Zellzahlentwicklung der Stamme W34/78 und W66/70 gegeniber den
restlichen Stammen aufgetreten.
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Abbildung 57: Hefezellzahlentwicklung verschiedener Hefestimme wahrend der Garung

Im Gegensatz zu den Hefestimmen W128, W34/70, W69 und W194, die jeweils ein
Maximum von ca. 40 Mio. Z/ml am 2. und 3. Gartag aufwiesen, vermehrte sich die Hefen
vom Stamm W34/78 in dem gleichen Zeitraum bis auf 60 Mio. Z/ml und erreichten damit
eine 50% hohere Vermehrungsrate. Ebenfalls eine hohere Vermehrungsrate zeigte der
Stamm W66/70. Allerdings wurde die maximale Konzentration der ZiS hierbei erst am
4. Gartag erreicht. Beim Absetzverhalten zeigten nur die Hefen vom Stamm W69 eine
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weiterreichende Klarung zum Ende der Hauptgarung. Auch der als Staubhefe geltende
Stamm W66/70 prasentierte ein vergleichbares Absetzverhalten und erreichte am 6. Gartag
noch eine mit denen in den anderen Garungen vergleichbare Zellkonzentration von 18 Mio.
Z/ml.

Auch im Extraktverlauf und somit in der Garzeit sind Unterschiede nicht zuletzt aufgrund der
beschriebenen Hefezellzahlentwicklungen aufgetreten. Die Abbildung 58 gibt einen
Uberblick tiber den Extraktabbau der verwendeten Hefestimme wihrend der Garung.
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Abbildung 58: Extraktabnahme wahrend der Garung mit verschiedenen Hefestimme

Die Hefen vom Stamm W34/78 erreichten den vorgesehenen GVG mit einem scheinbaren
Restextrakt von 3,0 Gew.-% innerhalb von 140 h und zeigten damit den zlgigsten Garverlauf.
Die Hefen vom Stamm W69 konnten den Extrakt am zweitschnellsten umsetzen und den
angestrebten GVG in einem Zeitraum von 164 h erreichen. Bei den mit einer
Hauptgartemperatur von 10 °C durchgefihrten Garungen konnten nur zwei weitere Stamme
den GVG in einer angemessenen Zeit erreichen. Die Hefen der Stamme W69 und W128
kamen nach einer Géarzeit von 216 h auf einen scheinbaren Restextrakt von 3,1 Gew.-%. Die
Garungen mit den Stammen W34/70 und W194 wurden jedoch zur selben Zeit geschlaucht,
aber konnten trotz des erhoéhten Restextraktes von 3,5 und 4,2 Gew.-% in der folgenden
Reifungs- und Lagerungsphase einen mit denen der anderen Stammen vergleichbaren AVG
von 79 und 74% erreichen (vgl. Kapitel 4.8.2).

Um einen Vergleich zwischen den Garungen anzustellen und die effektive Umsetzung der
Wirzeinhaltsstoffe unter Eliminierung der Zellzahlen zu beurteilen, ist die Betrachtung der
GL erforderlich. Diese sind in der Abbildung 59 Uber die Gardauer dargestellt und kénnen
gleichzeitig Aufschluss Uber Unterschiede im garungsphysiologischen Charakter der
verschiedenen Hefen geben.
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Abbildung 59: Resultierende Garleistung verschiedener Hefestimme wahrend der Garung

In den ersten 44 h wurde in allen Garungen am meisten Extrakt pro Hefezelle umgesetzt. Mit
dafir verantwortlich kénnte die Aufnahme eines grofRen Teils der vorliegenden Nahr- und
Wuchsstoffe (Aminosauren, Lipide, etc.) fir die Vermehrung gewesen sein. Die Hefen vom
Stamm W34/78, welche die zugigste Garung und weitreichendste Vermehrung aufwiesen,
zeigten dabei auch hochste GL mit einem Umsatz von 0,059 bzw. 0,051 AGew.-%/Mio. Z*h.

Zum Ende der jeweiligen Wachstumsphase trat bei allen Hefen ein Minimum im Stoffumsatz
pro Hefezelle ein. Dies konnte ein Anhaltspunkt fir die Umstellung von einem ausgepragten
vermehrungsphysiologischen zu einem garungsphysiologischen Charakter sein. Danach
nahm die GL der Hefen aller Stiamme wieder zu und fiihrte zum anteilsmaRig groflten
Extraktabbau Uber die Hauptgarphase im Zeitraum von 68 bis 120 h. Die Hefen der Stamme
W69 und W34/78 hatten die héchsten GL. Somit war der ziigige Extraktabbau in der Garung
mit dem Stamm W34/78 sowohl auf die weitreichendere Vermehrung, als auch auf die Hohe
der GL zurlickzufiihren. Die Garung mit den Hefen des Stammes W69 zeigte im Vergleich zu
denen mit einer identischen Zellzahlentwicklung ebenfalls einen schnelleren Extraktabbau
und spiegelt somit die Bedeutung einer hohen GL fiir eine kurze Garzeit wider. Mit
fortschreitender Gardauer und der beginnenden Limitierung des Wirzextraktes kam es zu
einer Verringerung der GL. Bei den Hefen der Stamme W128, W34/70, W69 und W66/70
stieg die GL jedoch zum Ende der Garung nochmals an, da sich erst die Hefen mit geringerer
Vitalitat abgesetzt hatten und die garkraftigen und hochaktiven Hefen noch in Schwebe
verblieben.

Zum Vergleich der Enzymaktivitaten zwischen den verschiedenen Hefen wurden die Stamme
W128, W69 und der dem Stamm W34/78 eng verwandte W34/70 ausgewahlt. Die
Ergebnisse der PDC- und ADH-Aktivitdten tGber den Garverlauf dieser drei Hefestimme sind
in der Abbildung 60 dargestellt.
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Abbildung 60: PDC- und ADH-Aktivitat verschiedener Hefestimme wahrend der Girung

Die in einem klassischen Herfiihrungsverfahren bis zu einer anstelltauglichen Zellzahl von
15 Mio. Z/ml hergezogenen Hefen besallen zu Beginn der Garungen somit einen eher
garungsphysiologischen Charakter, was sich in den Ergebnissen der Enzymaktivitditsmessung
widerspiegelte. Zum Zeitpunkt des Anstellen lagen sowohl die PDC-Aktivitaten mit
0,77 U/mg fir den Stamm W128, 0,81 U/mg fiir den Stamm W34/70 und 0,84 U/mg fiir den
Stamm W69, als auch die ADH-Aktivitat mit 0,30 U/mg fur W34/70, 0,33 U/mg Stamm W69
und 0,34 U/mg fur W128 in einem eng beieinander liegenden Bereich und somit Gber dem
Niveau der bisher untersuchten Propagationshefen. Die Entwicklung der PDC-Aktivitaten
Uber den Verlauf der Garung war ebenfalls tendenziell vergleichbar. Nach einer kurzen
Repressionsphase in den ersten 22 h stiegen die PDC-Aktivitaten am 2. Gartag auf ein
Maximum zwischen 0,93 U/mg fur die Hefen des Stammes W128 und 0,96 U/mg fiir die des
Stammes W34/70 an und behielten diese Aktivitat nahezu konstant bis zum 4. Gartag bei.
Wahrend die Aktivitaten bis dahin noch keine signifikanten Unterschiede aufwiesen, sanken
diese am 5. Gartag heterogen ab. Die PDC-Aktivitdt der Hefen des Stammes W69 fiel am
starksten und wies nach 96 h einen Wert von 0,57 U/mg auf. Unterdessen erreichten die
Hefen der Stamme W128 und W34/70 Werte von 0,71 U/mg und 0,81 U/mg und zeigen
somit einen geringeren Aktivitatsverlust.

Die ADH-Aktivitaten der Hefen aller Stamme wurden in den ersten 22 h ebenfalls leicht
reprimiert und sanken von durchschnittlich 0,33 auf ca. 0,22 U/mg ab. Gegenliber den PDC-
Aktivitaten verhielten sich im Folgenden nicht alle drei Stamme Uber die Hauptgarung gleich.
Zwar nahm die Aktivitat der Hefen von Stamm W69 ebenfalls wie die der anderen (ber die
Hauptgarung zu und flachte gegen Ende wieder ab, jedoch lagen die maximalen
Enzymaktivitaten mit 0,56 U/mg am 2. und 0,63 U/mg am 4. Gartag deutlich Gber denen der
anderen beiden Stamme mit 0,36 U/mg am 2. und 0,48 U/mg am 4. Gartag. Gegen Ende der

129



Ergebnisse

Garung fielen die ADH-Aktivitdten der verschiedenen Hefen wieder auf ein mit dem
Ausgangszustand vergleichbares Niveau zurtick.

Aufgrund der vergleichbaren ZiS der hinsichtlich ihrer Enzymaktivitaten untersuchten
Hefestamme wahrend der Garungen war eine entsprechend analoge ALDH- und ACS-
Aktivitat der Hefen zu erwarten Die Ergebnisse der Aktivitatsmessung der Enzyme des PDH-
Bypasses sind in der Abbildung 61 zusammenfasst.
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Abbildung 61: ALDH- und ACS-Aktivitat verschiedener Hefestimme wahrend der Garung

Die ALDH-Aktivitaten der Hefen lagen zu Beginn der Garung ebenfalls eng beieinander. Mit
einem Stoffumsatz von 0,027 U/mg zeigten die Hefen vom Stamm W69 die niedrigste und
die vom Stamm W34/70 mit von 0,029 U/mg die héchste Ausgangsaktivitat. Auch der
Verlauf der ALDH-Aktivitdten bis zum 4. Gartag zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Hefen. Die ALDH-Aktivitaten wiesen eine bereits unter Kapitel 4.2.2
beschriebene Repressionsphase im Anfangsstadium der Garung auf. Erst zum Ende der
Hauptgarung kam es bei den Hefen der untersuchten Stamme zu Differenzen in den ALDH-
Aktivitaten. Wahrend die Hefen vom Stamm W128 weiterhin eine konstante ALDH-Aktivitat
von 0,034 U/mg aufwiesen, stiegen die Aktivitaten der Hefen vom Stamm W34/70 bis auf
0,040 U/mg. Im Gegensatz dazu sank die Aktivitdt bei den Hefen vom Stamm W69 zum Ende
der Hauptgarung bis auf einen Wert von 0,026 U/mg ab.

Bei der ACS waren die Differenzen in den Ausgangsaktivitdten, anderes als bei den (brigen
Enzymen, breiter gestreut. Wahrend die Hefen vom Stamm W34/70 und W128 zum
Anstellzeitpunkt eine Aktivitat von 0,056 und 0,057 U/mg aufwiesen, lag die der Hefen vom
Stamm W69 mit 0,042 U/mg deutlich darunter. Die Unterschiede hoben sich allerdings
bereits in den ersten 22 h auf. Wahrend die Hefen vom Stamm W37/70 und W128 leicht
sanken, stieg die ACS-Aktivitat der Hefen vom Stamm W69, so dass zu diesem Zeitpunkt alle
in einem Bereich um 0,047 U/mg lagen. Wahrend im weiteren Verlauf die ACS-Aktivitdten
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der Hefen der Stamme W69 und W34/70 auf einen Wert von 0,068 U/mg stiegen,
entwickelte sich die ACS-Aktivitdt der Hefe vom Stamm W128 vergleichsweise schleppend,
bis am 4. Gartag die Aktivitaten aller Hefen wieder auf einem vergleichbaren Niveau lagen.
Auch zum Ende der Hauptgarung, bei der die ACS-Aktivitaten erwartungsgemal sanken,
verlief die Aktivitditsabnahme tendenziell gleich und lag zwischen 0,040 U/mg bei den
Stammen W34/70 und W69 und 0,034 U/mg bei dem Stamm W128.

4.4.2 Verdnderungen des vermehrungs- und giarungsphysiologischen Zustandes
iiber die Anzahl der Fithrungen

Die in der Literatur zur besseren Vergdarung empfohlene Mischung aus Propagations- und
Erntehefe ist vermutlich auf die Vorteile des jeweilig vorliegenden vermehrungs- bzw.
garungsphysiologischen Zustands der Hefen zurickzufiihren. Wahrend die an
Garungsbedingungen adaptieren Hefen in der Regel einen hoheren Extraktumsatz und einen
gesteigerten SO,-Gehalt im Bier hervorrufen, zeichnen sich die Hefen aus der Propagation in
der Regel durch eine erhéhte Vermehrungsaktivitat aus.

Um die Entwicklung im physiologischen Zustand (iber die Anzahl der Fihrungen in
Abhadngigkeit der Steuerungsparameter bessere beurteilen zu kénnen, wurden die
Garungsparameter und die Enzymaktivitaiten einer Hefepopulation Uber vier Flihrungen
hinweg untersucht. Die in einem konventionellen Verfahren propagierte Hefe wurde im
Drauflassverfahren unter konstanten Versuchsbedingungen angestellt. Die Extraktverlaufe
und die Entwicklung der ZiS der Hefen in den unterschiedlichen Fihrungen sind der
Abbildung 62 dargestellt.
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Abbildung 62: Extraktabnahme und Hefezellzahlentwicklung wahrend der Garung von der 1. bis zur
4, Fiihrung

Der Extraktabbau wahrend der Garungen ergab Uber die vier Fiihrungen nur geringfligige
Unterschiede. Zwar wiesen die Hefen in der 2. Fihrung am 3. Gartag einen etwas ziigigeren
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Extraktabbau auf und gaben damit einen Hinweis auf eine schnellere Umstellung von einem
vermehrungsphysiologischen zu einem ausgepragten garungsphysiologischen Zustand,
jedoch wurde dieser Vorsprung nicht bis zur Schlauchreife des Jungbieres aufrecht erhalten.
Im Gegensatz dazu verlief die Garung in der 3. Flihrung insgesamt etwas schleppender, so
dass hier ein aus brautechnologischer Sicht eventuell unzureichender physiologischer
Zustand der Hefen vorlag.

Die auf die geometrischen Verhaltnisse in den Gartanks der Pilotanlage zuriickzufiihrenden
Schichtungen der einzelnen Sude lieRen besonders zu Beginn der Garungen keine
aussagefdhigen Ergebnisse der gemessenen Hefezellzahlen zu. Jedoch zeigten auch die
Hefen in der 4. Fihrung ein vergleichbares Wachstum und lieBen somit auf einen
ausreichenden vermehrungsphysiologischen Zustand der Erntehefen im Anfangsstadium der
Garung schlieen. Insgesamt zeigte sich in allen Drauflassverfahren eine vergleichsweise
geringe Hefevermehrung und die ermittelten Zellkonzentrationen lagen im Verlauf der
Hauptgarung in einem Bereich von 25 bis 30 Mio. Z/ml. Zum Ende der Hauptgdrungen
zeigten vor allem die Erntehefen ein ausgepragtes Absetzverhalten, wahrend die ZiS in der 1.
Fihrung am 5. Gartag weiterhin 25 Mio. Z/ml betrugen.

Die im Folgenden aufgezeigten Enzymaktivititen des Hefestoffwechsels machen jedoch
signifikante Unterschiede in der Hefephysiologie in Abhangigkeit der Generationszeit
deutlich. Bei der Betrachtung der in Abbildung 63 dargestellten PDC-Aktivitaten wird eine
kontinuierliche Entwicklung von der 1. bis zur 4. Fiihrung ersichtlich.
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Abbildung 63: Entwicklung der PDC-Aktivitdt der Hefe wahrend der Garung von der 1. bis zur 4. Fiihrung

Die spezifische PDC-Aktivitat der Hefen in der 1. Flihrung zeigte im Vergleich der 4 Garungen
in den ersten 24 h eine am deutlichsten ausgepragte Repression und fiel von 0,75 U/mg auf
ein Minimum von 0,34 U/mg ab. Im weiteren Verlauf wurde die Aktivitat dieser Hefen im
Vergleich der 4 Fihrungen jedoch wiederum tberdurchschnittlich exprimiert und stieg auf
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ein absolutes Maximum von 0,84 U/mg. Uber die Lagerdauer konnten die Hefen diese
Aktivitat nicht vollstandig konservieren, so dass die Hefen in der 2. Filhrung eine verringerte
PDC-Aktivitat von 0,56 U/mg zum Zeitpunkt des Anstellens aufwiesen. Auch die wahrend der
Adaption an die frische Wiirze und liber die Vermehrungsphase beobachtete Repression der
PDC-Aktivitat fiel im Vergleich zur 1. Fihrung geringer aus. Zudem kam es im weiteren
Garverlauf nur zu einer geringeren Expression der PDC-Aktivitdit der Hefen in dieser
2. Fihrung. Zwar konnte in den darauf folgenden Fiihrungen kein stetiges Absinken der PDC-
Aktivitaten Uber die Lagerperioden der Hefen zwischen den Fihrungen beobachtet werden,
dennoch zeigte keine der Hefen in der 2., 3., und 4. Fiihrung eine gesteigerte Expression der
PDC im 2. Abschnitt der Hauptgarung. Zudem schien die Ausgangsaktivitat der Hefe generell
mit der Intensitdat der Repression am 1. Gartag zu korrelieren. Je hoher die gemessene
Ausgangsaktivitat lag, desto deutlicher wurde diese reprimiert. Im Falle der Hefen in der 3.
FUhrung, bei der mit 0,42 U/mg die niedrigste Ausgangsaktivitat bestimmt wurde, fiihrte
dies sogar zu einem nahezu konstanten Verlauf Gber die Angarphase.

Die ADH-Aktivitat der Hefen verdnderte sich ebenfalls Gber das mehrmalige Fiihren und liel3
somit ebenfalls eine Veranderung in der Hefephysiologie erkennen. Die ADH-Aktivitdten der
Hefen in den einzelnen Fihrungen sind in der Abbildung 64 wiedergegeben.
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Abbildung 64: Entwicklung der ADH-Aktivitdt der Hefe wahrend der Garung von der 1. bis zur 4. Fiihrung

Die ADH der Hefen in der 1. Filhrung zeigte trotz klassischer Herflihrung im Batch-Verfahren
eine bereits von den Propagationen bekannte, geringe Ausgangsaktivitat von 0,25 U/mg und
wurde Uber den gesamten Garverlauf bis zu einem Maximum von 0,73 U/mg am 5. Gartag
exprimiert. Die ADH-Aktivitat konnte von der Hefe Ulber die Lagerung ebenfalls nicht
vollstandig konserviert werden, so dass auch die ADH-Aktivitdt der Stellhefe in der
2. Fihrung mit 0,49 U/m vergleichsweise gering war. In der Folge kam es zu einer stetigen
Expressionszunahme bis zum 2. Gartag. Im Weiteren blieb die ADH-Aktivitat dann auf einem
konstanten Niveau von ca. 1,05 U/mg. In den beiden darauffolgenden Fihrungen wiesen die
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Hefen mit 1,05 und 1,16 U/mg eine deutlich hohere Ausgangsaktivitdt auf. So kam es in
diesen Flihrungen auch erstmals zu einer partiellen Repression der Aktivitaten wahrend der
Garung. Die Hefen aus der 3. Fihrung wiesen sowohl nach der Angarphase als auch am
3. Gartag ein Minimum auf, wobei die ADH-Aktivitaten der Hefen in der 4. Fihrung vor allem
in den ersten 24 h reprimiert wurden. Besonders deutlich wird der Unterschied zwischen
den Hefen in der 1. Fihrung und den Ubrigen Erntehefen zum Ende der Garung. Wahrend
die Erntehefen hier ADH-Aktivitditen zwischen 0,93 und 1,04 U/mg aufwiesen, lag die
Aktivitat der aus der Herflihrung stammenden Hefe mit 0,73 U/mg um fast 25% tiefer.
Dieses den PDC-Aktivitaiten gegenldufige Verhalten macht weitereichende Unterschiede
zwischen frisch hergefiihrter und wiederverwendeter Hefe deutlich und gibt damit einen
Hinweis auf die unterschiedliche Stoffwechselauspragungen von Hefen in einem
vermehrungs- bzw. garungsphysiologischen Zustand.

Nicht nur die Schlisselenzyme der Alkoholischen Garung entwickelten sich in ihren
Auspragungen Uber die Filhrungen. Auch die in der Abbildung 65 zusammengefassten ALDH-
Aktivitdten machen eine Veranderung in der Hefephysiologie deutlich

( 0.05 )
® 004
>
£
% = 0.03
£ £
£
£ 2 002
3
g 001 -
0-00 T T T T
0 24 48 72 9%
Zeit [h]
—0—ALDH 1. F. —=a—ALDH 2. F. =@—ALDH 3. F. ——ALDH 4. F.
\ v

Abbildung 65: Entwicklung der ALDH-Aktivitidt der Hefe wahrend der Garung von der 1. bis zur 4. Fiihrung

Die Hefen in der 1. Fliihrung zeigten dhnlich der ADH die geringste Ausgangsaktivitat der
ALDH, die wahrend der folgenden Vermehrungsphase einer zusatzlichen Repression unterlag
und auf ein Minimum von 0,010 U/mg fiel. Im weiteren Verlauf stieg die ALDH-Aktivitat
dieser Hefen jedoch auf ein absolutes Maximum von 0,036 U/mg zum Ende der Garung an.
Die ALDH-Aktivitdt der Hefen in der 2. Flihrung lag zu Beginn wiederum leicht unter dem
zum Ende der 1. Fiihrung gemessenem Wert. Zudem konnte keine ausgepragte Repression
der ALDH-Aktivitat in dieser Garung festgestellt werden, so dass die Aktivitdt der Hefen in
der 2. Fihrung einen relativ konstanten Verlauf zeigten. Die Hefen in der 3. und 4. Fihrung
wiesen mit 0,034 und 0,041 U/mg im Vergleich die hochsten Ausgangsaktivitaten auf und
erfuhren gleichzeitig eine ausgepragte Repression der ALDH in der ersten 24 h. Wahrend die
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Hefen der 3. Fihrung im weiteren Verlauf konstant blieben, wurde die ALDH-Aktivitat der
Hefen in der 4. Fihrung in der Folge wieder leicht exprimiert.

Auch bei der Betrachtung der ALDH-Aktivitaten konnten somit besonders zum Ende der
jeweiligen Garung Unterschiede in den absoluten Aktivitaten und folglich in der
Hefephysiologie zwischen einer frisch hergefiihrten Hefe und den Erntehefen beobachtet
werden. Wéahrend die Aktivitdten der Erntehefen nach 120 h im Bereich von 0,026 und
0,028 U/mg lagen, erreichten die Hefen aus der 1. Fihrung mit 0,036 U/mg eine deutlich
hohere Aktivitat, die hinsichtlich der Acetaldehydreduktion von Bedeutung sein konnte und
eventuell eine verkiirzte Reifungsphase unterstiitzen.

Das im PDH-Bypass zu Generierung von Acetyl-CoA nach der ALDH fungierende Enzym ACS
erfuhr ebenfalls eine Verdanderung in seiner Expression Uber die 4 untersuchten Fihrungen
hinweg. Die ACS-Aktivitdten der Hefen sind in der Abbildung 66 zusammengefast.
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Abbildung 66: Entwicklung der ACS-Aktivitdt der Hefe wahrend der Garung von der 1. bis zur 4. Fiihrung

Die ACS-Aktivitdt der Hefen in der 1. Fihrung verlief vergleichbar mit der unter Kapitel 4.2.1
beschriebenen Entwicklung einer zuvor propagierten Hefe. Vor allem wahrend der
Wachstumsphase kam es zu einer deutlichen Expression und einem Maximum am 2. Gartag
und im Weiteren zu einem Abfall bis zum Ende der Garung. Die ACS-Aktivitat der Hefen in
der 2. Fihrung wies einen tendenziell vergleichbaren Verlauf auf. Jedoch wurde das mit
0,063 U/mg starker ausgepragte Maximum bereits am 1. Gartag erreicht. Im weiteren
Verlauf fiel die Aktivitdt bis zum Ende der Garung dann wieder kontinuierlich ab. Das friihere
Erreichen des Aktivitaitsmaximums der Hefen setzte sich auch in der 3. und 4. Flihrung fort.
Hier wurde das jeweilige Aktivitatsmaximum bereits nach 12 h erreicht. Zusatzlich hielt die in
einem Bereich von 0,066 bis 0,069 U/mg gemessene, erhohte Aktivitat der ACS Uber einen
Zeitraum von 36 h und damit deutlich langer an, bis die ACS-Aktivitaten beider Hefen zum
Ende parallel auf 0,039 U/mg sanken. Die Unterschiede der Hefen im schlauchreifen Jungbier
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waren hingegen nicht so ausgepragt wie bei den Ubrigen Enzymen. Dennoch wich auch hier
vor allem die ACS-Aktivitat der Hefen in der 1. Fliihrung von denen der Erntehefen nach
unten ab.

4.4.3 Bedeutung des Sudrhythmus auf den physiologischen Zustand der Hefe

Neben der Belliftungsstrategie spielt der Einfluss der Anstelltechnologie hinsichtlich des
Sudryhthmus eine wichtige Rolle fir die Entwicklung der Hefephysiologie und deren
potentielle Beeinflussung. Um die Auswirkungen des zeitlichen Abstands zwischen den
einzelnen Suden und damit zwischen der Versorgung mit frischen Wirzenahrstoffen und
insbesondere der neu eingebrachten Glucose zu untersuchen, wurden Sudrhythmen von 3
(Bez. SR3-3-3-6) und 6 h (Bez. SR3-3-6-6) in einem Krausenverfahren gegeniber einem
Rhythmus von 3 h (Bez. SR3-3-3-3) in einem konventionellen Drauflassverfahren getestet.
Die Unterschiede in der Entwicklung der PDC-Aktivitat in Abhangigkeit der
Drauflasszeitpunkte sind in der Abbildung 67 zusammengefasst.
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Abbildung 67: Einfluss des Sudrhythmus auf die PDC-Aktivitdt der Hefe

Die verschiedenen Anstelltechnologien zeigten in den ersten 12 h nach gleichen
Sudabstanden erwartungsgemaR keine Effekte auf die PDC-Aktivitat der jeweiligen Hefen.
Erst im weiteren Verlauf der Garung machten sich die Unterschiede in der Anstelltechnologie
hinsichtlich der Hefephysiologie bemerkbar. Die im konventionellen Drauflassverfahren mit
zwei bellfteten und zwei unbeliifteten Suden angestellten Hefen aus SR3-3-3-3 zeigten eine
ausgepragte Repression der PDC-Aktivitat Giber die ersten 48 h der Garung. Mit Ende der
Vermehrungsphase kam es bei den Hefen von SR3-3-3-3 zu einer erneuten Expression der
PDC-Aktivitat und nach 96 h erreichte diese ein Maximum von 0,78 U/mg, das allerdings nur
leicht Gber der Ausgangsaktivitdt von 0,75 U/mg lag. Die PDC-Aktivitat der Hefen aus dem
mit kurzer Sudfolge angestellten Krdausenverfahren SR3-3-3-6 zeigte ebenfalls eine
ausgepragte Repression am 1. Gartag. Die Aktivitdat wurde aber in den folgenden 24 h wieder
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auf das Ausgangsniveau gesteigert und blieb dann bis zum Ende der Garung konstant. Bei
den Hefen mit einem verlangerten Sudrhythmus gegen Ende des Krdausenverfahrens wies die
PDC-Aktivitat die geringste Repression wahrend der Vermehrungsphase auf. Nachdem die
Aktivitdat in den ersten 24 h nur leicht abfiel, entwickelte sich diese stetig Uber die
Hauptgarphase und erreichte nach 96 h mit 1,28 U/mg ein absolutes Maximum im Vergleich
aller Hefen dieser Versuchsreihe.

Auch die Ergebnisse aus der Enzymaktivitaitsmessung der ADH zeigten einen entscheidenden
Einfluss des Sudrhythmus auf die Stoffwechselausprdagung der Hefe. Die Unterschiede in den
ADH-Aktivitaten der Hefen sind in der Abbildung 68 zusammengefasst.
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Abbildung 68: Einfluss des Sudrhythmus auf die ADH-Aktivitdt der Hefe

Die Anstellhefe besaR eine aus der Herflihrung bekannte niedrige Ausgangsaktivitat der
ADH. In den ersten 12 h war vergleichbar mit dem Verlauf der PDC-Aktivitat kein Einfluss der
Anstelltechnologie auf die Entwicklung der ADH-Aktivitdat messbar. Aber im weiteren Verlauf
fand eine unterschiedlich starke Expression der ADH-Aktivitdten der Hefen in Abhangigkeit
der Drauflasstechnik statt. Wahrend die Hefen im konventionellen Drauflassverfahren
bereits nach 24 h ein Aktivitatsmaximum von 0,67 U/mg zeigten und im Vergleich die ADH
deutlich starker exprimierte und diese Aktivitat Uber den Garverlauf aufrecht erhielt,
unterlag die ADH-Aktivitat der Hefen aus dem Krausenverfahren einer standig zunehmenden
Expression Uber die Garzeit. Die Hefen aus SR3-3-3-6 wiesen zum Ende der Garung mit
0,73 U/mg eine mit der aus SR3-3-3-3 vergleichbare spezifische Aktivitat auf. Die Hefen aus
SR3-3-6-6 hingegen zeigten eine um fast 180% hohere Aktivitat und erreichten einen Wert
von 1,33 U/mg.

Die Abbildung 69 zeigt die ACS- und ALDH-Aktivititen der Hefen aus den jeweiligen
Drauflassverfahren. Auch die Aktivitdt der ACS wurde dabei deutlich von den verwendeten
Anstellverfahren beeinflusst. Wahrend die Hefen aus SR3-3-3-3 nur ein geringes
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Aktivitatsmaximum von 0,046 U/mg am 1. Gartag aufwiesen, wurden die ACS-Aktivitaten der
der im Krausenverfahren angestellten Hefen aus den Garungen SR3-3-3-6 und SR3-3-6-6
davon stark abweichend exprimiert.
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Abbildung 69: Einfluss des Sudrhythmus auf die ALDH- und ACS-Aktivitat der Hefe

Die in den ersten 12 h bei allen Hefen fast konstante ACS-Aktivitat von ca. 0,031 U/mg erfuhr
bei den Hefen von SR3-3-3-6 eine kontinuierliche Steigerung auf 0,056 U/mg bis zum
2. Gartag und fiel im weiteren Verlauf der Garung wieder bis unter die Ausgangsaktivitat ab.
Die ACS-Aktivitaten der Hefen aus SR3-3-6-6 wiesen hingegen eine gesteigerte Expression
Uber die Garung auf. Das zwar ebenfalls am 2. Gartag gemessene Aktivitatsmaximum lag
jedoch mit 0,075 U/mg um anndhernd 45% hoher, bevor die Aktivitat dann im weiteren
Verlauf wieder auf das Ausgangsniveau absank.

Die ALDH-Aktivitaten spiegelten im Gegensatz zu den (ibrigen Enzymen nur einen geringeren
Einfluss der Sudrhythmen auf die Hefephysiologie wider und zeigten einen aus den Kapiteln
4.2.2 und 4.4.2 bekannten Verlauf. Nach einer liber die Vermehrungsphase andauernden
Repression wurden die ALDH-Aktivitdten der Hefen aus SR3-3-3-3 und SR3-3-3-6 bis auf
durchschnittlich 0,038 U/mg und die der Hefen in SR3-3-6-6 auf 0,050 U/mg zum Ende der
Garung gesteigert.
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4.5 Der physiologische Zustand und das Garverhalten der Hefe in
Abhidngigkeit des Propagationsprozesses und der Wiirzebeliiftung

4.5.1 Einfluss der Beliiftungsstrategie bei der Propagation auf den
physiologischen Zustand und das Girverhalten der Hefe in der 1. Fithrung

Die erreichte Manipulation des physiologischen Zustands der aus der Propagation PI8 wurde
in einem nachfolgen Garversuch gegenilber einer kontinuierlich bellfteten Hefe auf die
resultierenden Gareigenschaften getestet. Dabei erfolgte zusatzlich eine Variation der
Wiirzebelliftung der im Batch-Verfahren durchgefiihrten Garungen. Mit jeder der beiden
Propagationshefen wurde eine beliftete (Bez. GIO-B und GI8-B) und eine unbeliiftete
Garung (Bez. GI0-U und GI8-U) angestellt. Die Abbildung 70 zeigt die Entwicklung der ZiS und
den Extraktabbau bei den Garungen GIO-B und GIO-U, die mit Hefe aus der kontinuierlich
bellfteten Propagation angestellt wurden.
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Abbildung 70: Extraktabbau und Zellzahlentwicklung einer kontinuierlich beliifteten Propagationshefe
waihrend Garung in Abhdngigkeit der Wiirzebeliiftung

Die Hefezellzahlentwicklungen in denen mit 15 Mio. Z/ml angestellten Garungen zeigten
nach einer vergleichbaren Zunahme in den ersten 48 h einen deutlichen Einfluss der
Wiirzebeltftung. Wahrend die ZiS in GIO-U auf ein Maximum von 53 Mio. Z/ml am 3. Gartag
stiegen, erreichten die zusatzlich zu Beginn der Garung mit Sauerstoff versorgten Hefen in
GIO0-B eine deutlich héhere Zellzahl von 68 Mio. Z/ml am 3. und 82 Mio. Z/ml am 4. Géartag.
Wie allerdings die Kurven des Extraktgehalts zeigen, hatten die héheren Hefezellzahlen in
GIO-B keinen positiven Einfluss auf den Extraktabbau wahrend der Garung. Als sich die Hefen
in GIO-B am 2. Gartag scheinbar noch in einem ausgepragten vermehrungsphysiologischen
Charakter befanden, hatten die Hefen in GI0-U nach 48 h bereits 0,9 Gew.-% mehr Extrakt
umgesetzt. Auch die wesentlich hoheren Zellzahlen von GIO-B in der zweiten Halfte der
Garung konnten diese Differenz nicht mehr beeinflussen. Damit konnte in GIO-U der
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angestrebte GVG von 10% Uber EVG in 124 h erreicht werden, wo hingegen das Jungbier in
GIO-B erst nach 144 h die Schlauchreife erlangte.

Der Unterschied zwischen den beiden Hefen lag folglich in der effektiven Umsetzung des
Waiirzeextraktes pro Hefezelle. Die Ungleichheiten in der GL zwischen den Hefen in GI0-B und
GlO-U sind in der Abbildung 71 ersichtlich. In Korrelation mit dem Extraktabbau und der
Hefevermehrung ergab sich auch bei der GL in den ersten 24 h kein signifikanter Unterschied
zwischen den Hefen in GI0O-B und GIO-U.
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Abbildung 71: GL einer kontinuierlich beliifteten Propagationshefe wahrend der Garung in Abhéangigkeit der
Wiirzebeliiftung

Die Hefen der Garung GIO-U zeigten jedoch eine schnellere und weitreichendere Umstellung
von der Wachstumsphase auf einen girungsphysiologischen Zustand. Uber die gesamte
Hauptgarung von 48 bis 118 h erreichten die Hefen in GI0-U eine deutlich héhere GL. Da der

Extraktabbau in der zweiten Halfte der Garung nahezu parallel verlief, waren somit vor allem
die GL am 2. Gartag entscheidend fir den zligigeren Garverlauf von GIO-U.

Die wahrend der Propagation durch eine 8stlindige Bellftungspause in ihrem
physiologischen Zustand manipulierten Hefen aus PI8 zeigten in den nachfolgen
Garversuchen GI8-B und GI8-U bezogen auf den Einfluss der zusatzlichen Belliftung eine
vergleichbare Tendenz in der Zellzahlentwicklung und dem Extraktabbau. Der jeweilige
Verlauf wahrend der Garung ist in Abbildung 72 dargestellt.
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Abbildung 72: Einfluss der 8stiindigen Intervallbeliiftung bei der Propagation auf den Extraktabbau und die
Zellzahlentwicklung der Hefe wahrend der Garung in Abhangigkeit der Wiirzebeliftung

Jedoch erreichten die ZiS in GI8-B im Gegensatz zu GI0-B ihr Maximum mit 76 Mio. Z/ml
bereits am 2. Gartag. Auch in diesem Versuch zeigten die unbeliifteten Hefen in GI8-U
gegeniber den bellifteten ein deutlich geringeres Hefewachstum und vermehrten sich
innerhalb von 66 h auf nur 53 Mio. Z/ml. Der Extraktabbau verlief allerdings wiederum in der
unbelilfteten Garung zligiger. Nach 130 h erreichte die Garung GIO-U die Schlauchreife. Der
Unterschied in der Garintensitat ersteckte sich zudem (iber die gesamte Gardauer und
beschrankte sich nicht alleine auf die Phase bei dem Wechsel von einem vermehrungs- auf
einen ausgepragten garungsphysiologischen Charakter der Hefe. Da die in dieser
Versuchsreihe eingesetzte Wirze einen leicht hoheren EVG aufwies, lag der erforderliche
Restextrakt um 0,3 Gew.-% niedriger als in den Garungen GIO-B und GIO-U und bedingte
somit eine insgesamt verlangerte Hauptgarphase.

Die aus dem Extraktabbau und der Zellzahlentwicklung berechneten GL sind in der Abbildung
73 dargestellt. Einerseits war zwar zu Beginn eine geringere GL der Hefen in GI8-B und GI8-U
gegeniber denen aus GI0-B und GIO-U zu beobachten, aber anderseits fiel das Maximum der
GL in GI8-U bereits auf den 2. Gartag, sodass zu diesem Zeitpunkt deutlich mehr Hefezellen
vorhanden waren um den Extrakt umzusetzen als zum Zeitpunkt des Maximums der GL in
GIO-U. Gleichzeitig konnte wiederum eine zligigere Umstellung in der Hefephysiologie in der
unbeliifteten Garung GI8-U beobachtet werden.
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Abbildung 73: GL einer intervallbeliifteten Propagationshefe in Abhangigkeit der Wiirzebeliiftung

Hinzu kam, dass die Differenz in den GL der Hefen zwischen den Garungen aufgrund der
zusatzlichen Versorgung mit Sauerstoff ausgepragter war. Dies macht die Notwendigkeit
deutlich, die Wirzebeliftung generell auf den physiologischen Zustand der Hefe zu
Garbeginn abzustimmen, um eine optimale Garaktivitat der Hefen zu gewahrleisten. Die
aufgefihrten Ergebnisse geben zudem einen Hinweis darauf, dass eine allgemeine Aussage
zur spezifischen Bellftungsrate nur in der Gesamtbetrachtung des Hefemanagements
stattfinden kann. Dies macht die weitere Untersuchung der Hefephysiologie in den zentralen
Prozessen der Propagation und Garung notwendig, um einen tiefen Einblick in die
Auswirkungen der einzelnen Parameter zu bekommen und unter Bericksichtigung der
Qualitats- und Stabilitatskriterien eine Empfehlung zur Sauerstoffversorgung in der Brauerei
vornehmen zu kénnen.

Die aus der 2. Serie von Propagationsversuchen, mit dem Ziel eine bessere Adaption des
physiologischen Zustands der Hefen an die nachfolgenden Garungsbedingungen durch eine
8stlindige Belliftungspause zu schaffen, stammenden Hefen wurden ebenfalls auf die
resultierenden Gareigenschaften in Abhangigkeit der Wiirzebellftung untersucht. Dazu
wurden aus den Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-I8 jeweils wiederum Gé&rungen in
beliifteter (Bez. P1-GB, P2-GB und P3-GB) und unbelifteter Wiirze (Bez. P1-GU, P2-GU und
P3-GU) angestellt. Neben den Routine-Analysen zur Garungskontrolle wurde die Erfassung
der Hefephysiologie mittels Enzymaktivitdatsmessung durch die flusszytometrische Analyse
des Zellzyklus erweitert.

In der Abbildung 74 sind die ACS-Aktivitdten der aus Propagation P1-K8 stammenden Hefen
zusammen mit den ZiS und den Histogrammen der DNA-Verteilung Gber den Garverlauf
aufgetragen. Im Gegensatz zu den Versuchen GIO-B und GIO-U, die ebenfalls mit einer
kontinuierlich belifteten Hefe angestellt wurden, war in diesen Garungen der Einfluss der
zusatzlichen Beliiftung nicht ausreichend signifikant.
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Abbildung 74: ACS-Aktivitat und Zellvermehrung der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 8 mg/l in der 1. Fithrung

Zwar zeigten auch in dieser Versuchsreihe die Hefen in der vor Beginn beliifteten Wiirze eine
tendenziell hohere Zellzahlentwicklung, die allerdings aufgrund der Messtoleranz der
eingesetzten Thoma-Zahlkammer nicht als absolut betrachtet werden kann. Ausgehend von
einer Hefezellzahl von 10 Mio. Z/ml stiegen die ZiS auf ca. 35 Mio. Z/ml in der Hauptgarphase
am 3. und 4. Gartag. Auch das Absetzverhalten der Hefen beider Garungen war vergleichbar,
wobei die Hefen aus P1-GU zum Ende der Garung mit ca. 20 Mio. Z/ml eine um 5 Mio. Z/ml
geringere, dennoch unter dem Gesichtspunkt der Klarung vergleichsweise hohe Zellzahl zum
Schlauchzeitpunkt aufwiesen. Auch die ACS-Aktivitaten zeigten einen nahezu
Ubereinstimmenden Verlauf. Die ACS-Aktivitdt der Hefen beider Garungen erreichte am
2. Gartag ein Maximum zwischen 0,045 und 0,051 U/mg. Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben,
korrelierte die Hefezellzahlentwicklung unter Bericksichtigung einer zeitlichen Verzogerung
von der Bereitstellung des Acetyl-CoA bis zu der resultierenden Biomassebildung. Auch die in
dieser Versuchsreihe vergleichsweise nur langsam abgefallene ACS-Aktivitat korreliert mit
der iber die gesamte Hauptgarphase hohen Konzentration an ZiS.

Die Histogramme der DNA-Verteilung in der Abbildung 74 lieferten keinen Hinweis auf eine
hohere Hefevermehrung in der zuvor beliifteten Wiirze. Aufgrund der breiteren Peaks der
G,-/M-Phase in den unbellfteten Garungen lieR sich tendenziell sogar eine gesteigerte
Vermehrung in P1-GU annehmen. Diese Unterschiede bestatigten sich in den prozentualen
Verteilungen der Vermehrungsphasen. Die Tabelle 14 fasst die Ergebnisse der
Zellzyklusanalyse wahrend der Garungen in Abhangigkeit der Belliftung zusammen.
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Tabelle 14: Zellzyklusanalyse der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von
8 mg/lin der 1. Filhrung

Oh 12 h 24 h 48 h 72 h
PI-G P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB
G0-/G1-
285% 498% 519% 359% 36,1% 609% 67,5% 802% 85,9%
Phase [%]
?O'/F;hase 6,0% 81% 116% 108% 11,9% 52% 48%  2,0%  3,0%
(1]
G2-/M-

65,5% 42,1% 36,5% 53,3% 52,0% 33,9% 27,6% 17,8% 11,1%
Phase [%]

Zum Zeitpunkt des Anstellens befanden sich 65,5% der mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 8 mg/| propagierten Hefen in der G,-/M-Phase. Nach 12 h waren mit
42,1% in der unbellifteten Garung ca. 6,6% mehr Hefen in der abschliefenden Teilungsphase
als in der belifteten Garung P1-GB. Wahrend zum Zeitpunkt von 24 h beide Populationen
mit knapp Uber 50% einen vergleichbaren Anteil in der G2-/M-Phase aufwiesen, zeigte die
zusatzliche Belliftung der Hefen in P1-GB auch im weiteren Verlauf keinen positiven Einfluss
auf die Vermehrungseigenschaft. Auch am 3. und 4. Gartag vermehrten sich in P1-GU noch
ca. 6% mehr Hefen. Der in diesem Versuch sogar teilweise negative Einfluss der Beluftung
hinsichtlich der Hefevermehrung spiegelte sich ebenfalls in den niedrigeren Anteilen der
Hefen in der Synthesephase von P1-GB wider.

Insgesamt betrachtet, fand ein Grol3teil der Vermehrung in den ersten 48 h der Garung statt
und war bereits nach 72 h weitgehend abgeschlossen. Zu diesem Zeitpunkt befanden 80%
der Hefen in P1-GU und 85% in P1-GB in der Ruhe- bzw. Wachstumsphase. Allerdings findet
ein Hauptanteil des Extraktabbaus in dieser Phase des Zellzyklus statt und gibt damit bereits
einen Hinweis auf einen zligigeren Garverlauf in P1-GB. Dies bestatigte die Extraktmessung
Uber den Garverlauf. Hinsichtlich des Extraktabbaus konnte der positive Einfluss einer
unbeliiftet angestellten Garung fir die in P1-K8 hergefiihrten Hefen nicht bestatigt werden.
Anders als in den aus PIO und PI8 angestellten Garungen zeigten die zu Beginn zusatzlich mit
Sauerstoff versorgten Hefen einen leicht zligigeren Garverlauf. Die Abbildung 75 stellt den
Extraktabbau und die Enzymaktivitaten der PDC, als das fiir die Umsetzung der Wiirzezucker
nach der Glykolyse entscheidende Enzym, dar.
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Abbildung 75: Extraktabbau und PDC-Aktivitat der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 8 mg/l in der 1. Filhrung

Zwar waren erst ab dem 3. Gartag Unterschiede im Extraktverlauf erkennbar, dennoch
fihrte dies zu einer Differenz von 0,7 Gew.-% am Ende der Hauptgdrung nach 168 h. Die
insgesamt relativ langsam verlaufenden Garungen konnten vor allem auf die niedrige
Hauptgartemperatur von 10 °C zurickgefiihrt werden. Die im Vergleich zu den Garungen GIO
und GI8 um 2 °C abgesenkte Gartemperatur sollte, durch eine daraus resultierende
Verlangsamung der Stoffwechselreaktionen, dazu beitragen die Unterschiede in der
Hefephysiologie in Abhangigkeit des Propagationsprozess und der Wiirzebeliiftung weiter zu
verdeutlichen.

Ausgehend von der unter Propagationsbedingungen bis auf 0,07 U/mg stark reprimierten
PDC-Aktivitat entwickelte sich diese Uber die ersten 72 h unabhdngig von der
Wiirzebeliiftung bei den Hefen beider Garungen nahezu parallel. Dabei stieg die PDC-
Aktivitat zunachst auf 0,38 U/mg am 2. Gartag und blieb in den nachsten 24 h konstant. Erst
im weiteren Verlauf bildeten sich Unterschiede zwischen den PDC-Aktivitaten beider Hefen
aus. Wahrend die PDC-Aktivitdt der Hefen in der bellifteten Garung P1-GB in der zweiten
Halfte der Hauptgarung weiter stieg und nach 168 h ein absolutes Maximum von 0,65 U/mg
erreichte, sank die Aktivitdt der Hefen in der unbelifteten Garung P1-GU zunachst auf ein
temporares Minimum, bis diese zum Ende der Garung ebenfalls 0,065 U/mg erreichte.
Dieser Verlauf der PDC-Aktivitdt unterstlitzt die Annahme aus der Zellzyklusanalyse des
tendenziell hheren Extraktumsatzes der Hefen in P1-GB.

Aufgrund der gemessenen hoheren Zellzahlen der belilifteten Hefen in der Garung P1-GB und
deren leicht zlgigeren Extraktabbau sind die resultierenden Kurven der berechneten GL
beider Hefen Uber die gesamte Hauptgarungen vergleichbar. Erst mit Erreichen des GVG fiel
die GL der bellifteten Hefen unter die der unbeliifteten Hefen. Die Abbildung 76 stellt neben
den GL auch die ADH-Aktivitdten der Hefen in den Garungen P1-GU und P1-GB gegeniiber.
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Abbildung 76: ADH-Aktivitdt und GL der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 8 mg/l in der 1. Filhrung

Vergleichbar mit den PDC-Aktivitaten der Hefen in den beiden Garungen waren auch die
ADH-Aktivitaten zu Beginn aufgrund des vorangegangenen Propagationsprozesses stark
reprimiert und besalen eine Ausgangsaktivitait von 0,13 U/mg. Die grundlegende
Entwicklung der ADH-Aktivitat verlief in beiden Garungen ebenfalls parallel, wobei die Hefen
in P1-GU am 2. und 3. Gartag eine geringfligig hohere Aktivitat aufwiesen. Tendenziell blieb
die Aktivitat nach einer Expression in den ersten 48 h Uber die weitere Hauptgarung mit
Werten im Bereich von 0,56 bis 0,65 U/mg nahezu konstant und wurde erst in den letzten
zwei Gartagen nochmals weiter gesteigert. Somit scheint die ADH-Aktivitat in dieser
Versuchsreihe starker an die Aktivitat der PDC gekoppelt gewesen zu sein als in den
vorangegangenen Versuchsreihen beobachtet werden konnte.

Die GL der Hefen in P1-GU und P1-GB verhielten sich lber den gesamten Garverlauf
ebenfalls nahezu identisch. Nur gegen Ende der Garungen flachte die GL der Hefen in P1-GB
nicht zuletzt aufgrund des geringen Restextraktes ab. Die Hefen zeigten anders als in den
Garungen GIO und GI8 kein absolutes Maximum wahrend der Vermehrungsphase, sondern
stiegen ebenfalls in den ersten 24 h stark an, blieben aber wahrend dem ersten Teil der
Hauptgarung konstant. Im zweiten Teil stiegen die GL beider Hefen nochmals leicht an und
korrelierten so mit der Entwicklung der PDC- und ADH-Aktivitat.

Die ALDH-Aktivitaten der Hefen in den Garungen P1-GU und P1-GB, die zusammen mit dem
Verhaltnis aus den Schliisselenzyme der Garung und den Enzymen des PDH-Bypasses in der
Abbildung 77 dargestellt sind, zeigten in den ersten 72 h ebenfalls eine mit der PDC und ADH
vergleichbare Entwicklung. Nach einem tempordaren Maximum in den ersten 12 h fielen die
Aktivitaten zunéachst bis zum 1. Gartag leicht ab. In der Folge wurden die ALDH-Aktivitdten
beider Hefen kontinuierlich Giber den gesamten Garverlauf gesteigert. Dabei erfuhr die ALDH
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der Hefen in P1-GB jedoch eine weitgehendere Expression und hatte gegen Ende eine um
durchschnittlich 25% héhere Aktivitat.
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Abbildung 77: ALDH-Aktivitat der Hefe und das Aktivitatsverhaltnis der Enzyme der Alkoholischen Garung
und des PDH-Bypasses aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 8 mg/l in der
1. Filhrung

Das Verhaltnis der Garungsenzyme PDC und ADH zu den fiir die Generierung von Acetyl-CoA
verantwortliche Enzyme ALDH und ACS macht die Umstellung von einem
vermehrungsphysiologischen Zustand zu Beginn der Garung hin zu einem ausgepragten
garungsphysiologischen Charakter deutlich. Die Berechnung dieses Verhdltnis soll im
Folgenden dazu beitragen, die Auswirkungen der Prozessparameter auf den physiologischen
Zustand der Hefe unter Bertlicksichtigung der Ausgangslage besser analysieren zu kénnen.
Die maldgebliche Umstellung in der Hefephysiologie fand demnach zwischen dem 1. und 2.
Gartag statt. Dabei stieg das Verhaltnis ausgehend von 6,7 wahrend der Angarphase auf 13,3
bei den Hefen in P1-GB bzw. 15,4 in P1-GU. Uber die Hauptgirung blieb dieses Verhiltnis
dann nahezu konstant und wurde erst gegen Ende vergleichbar mit der Entwicklung der PDC-
und ADH-Aktivitaten weiter zu Gunsten der Garungsenzyme verschoben.

Die Abbildung 78 fasst sowohl die ACS-Aktivitdten und die Zellzahlentwicklungen der mit
einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 mg/| bei der Propagation hergefiihrten Hefen,
als auch die Histogramme der Zellzyklusanalysen Uber den Garverlauf zusammen. Aus den
Kurven der ACS-Aktivitditen und der Hefezellzahlentwicklungen wird ersichtlich, dass trotz
einer malRgeblich hoheren ACS-Aktivitdt der Hefen in P2-GU von 0,068 U/mg gegenuber
0,039 U/mg in P2-GB zum Zeitpunkt von 48 h die ZiS beider Garungen uber den Garverlauf
vergleichbar waren. Die wahrend der Vermehrungsphase sogar tendenziell hoheren ZiS in
der bellfteten Garung P2-GB lassen aufgrund der aus dem vorangegangenen Versuch
gewonnenen Ergebnisse in erster Linie auf eine fehlerhafte Messung der ACS-Aktivitat als
auf eine untypische Besonderheit im Hefestoffwechsel schlieRen. Generell war allerdings

eine geringere Hefevermehrung in diesen beiden Garungen zu beobachten, trotz einer mit
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den Garungen P1-GU und P1-GB vergleichbaren Anstellkonzentration. Die maximal erreichte
Hefekonzentration von ca. 25 Mio. Z/ml lag ca. 10 Mio. Z/ml niedriger als in den Garungen

P1-GB und P1-GU, blieb aber liber den gesamten Garverlauf fast konstant.
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Abbildung 78: ACS-Aktivitdt und Zellvermehrung der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-

Konzentration von 2 mg/l in der 1. Fiihrung

Die Histogramme der Zellzyklusanalyse lieRen bereits geringere Unterschiede in den beiden
Garungen P2-GU und P2-GB gegeniiber P1-GU und P1-GB erkennen. Allerdings sind zu den
Zeitpunkten 12 und 24 h aufgrund eines hohen Grades an Verunreinigungen im Bereich von
0 bis 2 um, bei denen es sich um Anteile des Kihltrubes handeln kénnte, allein optisch keine
eindeutige Aussage zu treffen. Die numerische Auflistung der prozentualen Verteilungen der
einzelnen Vermehrungsphasen der Hefen, die in der Tabelle 15 zusammengefasst ist, macht

die Entwicklung der Hefen hinsichtlich ihres Zellzyklus deutlich.

Tabelle 15: Zellzyklusanalyse der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von
2 mg/lin der 1. Fiihrung

0h 12 h 24 h 48 h 72 h

PI-G P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB
GO-/G1-

290% 47,3% 49,4% 422% 353% 57,9% 62,4% 852% 88,0%
Phase [%]
[S;]hase 6,8% 138% 11,9% 7,1% 132% 59%  4,4%  23%  15%
(1]
G2-/M-

642% 38,9% 38,6% 50,7% 51,6% 362% 33,1% 12,5% 10,5%
Phase [%]
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Wie teilweise bereits in Kapitel 4.3 beschrieben, wies die Stellhefe der Garungen P2-GU und
P2-GB zu Beginn eine Verteilung von 29,0% an Zellen in der Go-/G;-Phase und 64,2% in der
G,-/M-Phase auf und hatte damit annahernd die gleiche Ausgangssituation wie die in den
Garungen P1-GB und P1-GU eingesetzte Hefe. Zum Zeitpunkt von 12 h verhielten sich die
beiden Populationen etwa gleich. Auch die Messung am 1. Gartag ergab keinen Unterschied
im Anteil der Hefen in der G,-/M-Phase, sondern lieR nur einen steigenden Anteil der Hefen
in der Gog-/G1-Phase in P2-GU erkennen, wahrend die Hefen in P2-GB einen héheren Anteil in
der S-Phase zeigten. Diese Tendenz bestatigte sich allerdings nicht Gber den weiteren
Garverlauf, so dass gesamt betrachtet beide Populationen eine identische Entwicklung
beziiglich der Vermehrung durchliefen. Die im Gegensatz zu P1-GU und P1-GB nur
geringfligig niedrigeren Werte fiir die Hefen in der abschlieRenden Vermehrungsphase
begrinden nur unzureichend die um fast 10 Mio. Z/ml geringere HZZ wahrend der
Hauptgarphase. Wenn die erhohte ACS-Aktivitat der Hefezellen in P2-GU nach 48 h nicht
berlicksichtigt wird, ergeben die tendenziell geringeren Werte der ACS-Aktivitdt zusammen
mit den Ergebnissen der Zellzyklusanalyse jedoch einen Hinweis auf eine geringere
Vermehrungsaktivitat der Hefen aus der Propagation P2-K2.

Die Abbildung 79 zeigt die zu den Garungen P2-GU und P2-GB aufgezeichneten
Extraktverlaufe und PDC-Aktivitaten. Auch in diesem Versuch zeigten die Hefen aus der
zuvor bellifteten Garung einen etwas zligigeren Extraktabbau, so dass in P2-GB nach 168 h
ca. 0,5 Gew.-% mehr Extrakt umgesetzt wurde.
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Abbildung 79: Extraktabbau und PDC-Aktivitat der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 mg/l in der 1. Filhrung

Der Unterschied im Extraktabbau ergab sich hierbei durch einen scheinbar kontinuierlich
hoheren Zuckerumsatz in P2-GB wahrend der Hauptgadrphase vom 3. bis 5 Gartag. Insgesamt
verliefen die Gdrungen jedoch schleppender als die Garungen P1-GB und P1-GU. Dies macht
der Restextraktgehalt von 6,1% in P2-GU und 5,6% in P2-GB am 7. Gartag deutlich. Somit
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scheint in diesem Versuch die geringere Beliiftung in P2-K2 gegeniber P1-K8 keinen
positiven Einfluss auf die Hefe gehabt zu haben. Allerdings muss bei der Evaluierung dieser
Versuchsreihen die Tatsache berlicksichtigt werden, dass die Versuche aufgrund der
anlagentechnischen Gegebenheiten nicht wie im Falle von P10 und PI8 parallel durchgefiihrt
werden konnten und somit Unterschiede im jeweiligen Ausgangszustand der Hefen die
resultierenden Ergebnisse beeinflussen konnten.

Die PDC-Aktivitat der Stellhefe aus P2-K2 zeigte wiederum eine auf den Propagationsprozess
zurtickzufiihrende stark reprimierte Aktivitat. Ausgehend von 0,04 U/mg fand bei beiden
Hefen eine zunehmende Expression bis zum 1. Gartag auf ein Maximum von ca. 0,30 U/mg
statt. Diese im Vergleich zu den Garungen aus P1-K8 friihzeitigere Expression setzte sich
allerdings nicht Gber den weiteren Garverlauf fort. Anders als im vorangegangen Versuch fiel
die Aktivitat bis zum 3. Gartag wieder ab und stagnierte im 2. Abschnitt der Hauptgarung auf
einem vergleichsweise niedrigem Niveau von ca. 0,2 U/mg. Diese Entwicklung der PDC-
Aktivitdt konnte ein Grund fir den schleppenden Garverlauf von P2-GU und P2-GB
gegeniiber den Garungen aus P1-K8 gewesen sein.

Die ADH-Aktivitaten und die GL der Hefen aus P2-GU und P2-GB verhielten sich ebenfalls
abweichend von denen mit der Hefe aus P1-K8 angestellten Garungen. Die Abbildung 80
stellt die Ergebnisse aus den Enzymaktivitatsmessungen der ADH und die aus dem
Extraktabbau und der HZZ-Entwicklung berechneten GL der Garungen P2-GB und P2-GU dar.
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Abbildung 80: ADH-Aktivitdt und GL der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 mg/l in der 1. Fithrung

Im Vergleich zu den ADH-Aktivitdten der Hefen in den Garungen P1-GU und P1-GB stiegen
die Aktivitdten in P2-GU und P2-GB ausgehend von 0,10 U/mg bereits innerhalb von 24 h
stark an. Dabei erreichte die Aktivitat der Hefen in P2-GB 0,70 U/mg am 1. Gartag und die
der Hefen in P2-GU am 2. Gartag 0,55 U/mg. Jedoch waren dies gleichsam die absoluten
Aktivitdtsmaxima. Vergleichbar mit der Entwicklung der PDC dieser beiden Garungen
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erfuhren auch die ADH-Aktivitdaten keine weitere Expression und blieben auf einem konstant
niedrigen Niveau Uber den restlichen Garverlauf. Somit spiegelte sich auch bei der ADH eine
mit der Gargeschwindigkeit korrelierende negative Entwicklung wider.

Die direkt zum Zeitpunkt des Anstellens deutlich erhéhte GL der beiden Hefepopulationen
war vermutlich auf eine Abweichung in der Stammwiirzemessung zwischen Sudhaus und
Garkeller zurickzufihren. Eine bedingt durch Mangelerscheinungen gesteigerte
Nahrstoffaufnahme kann aufgrund des vorangegangenen Propagationsprozess, bei dem
keine von den Ubrigen Propagationen abweichende Limitierung der Wirzeinhaltsstoffe
beobachtet wurde, nicht angenommen werden. Die GL beider Hefen blieben dhnlich wie die
Aktivitaten der Garungsenzyme Uber den gesamten Garverlauf konstant und zeigten keine
deutliche Veranderung in der Hefephysiologie. Somit scheint die in den Ubrigen Garungen
beobachtete intensive Umstellung zwischen vermehrungs- und garungsphysiologischem
Charakter hier unzureichend gewesen zu sein.

Einzig die ALDH-Aktivitaten der Hefen in P2-GB und P2-GU zeigten eine mit denen aus der
Propagation P1-K8 angestellten Garungen vergleichbare Entwicklung. Nach einem
tempordaren Maximum innerhalb der ersten 12 h folgte eine wahrend der
Vermehrungsphase andauernde Repression. Bis zum Ende der Garung fand dann eine
zunehmende Expression statt, wie sie auch bei den vorangegangenen Versuchsreihen zu
beobachten war. Diese war jedoch in der bellfteten Garung deutlich starker ausgepragt und
mit 0,038 U/mg gegeniiber 0,024 U/mg zum Ende der Garung um fast 150% erhoht. In der
Abbildung 81 sind sowohl die ALDH-Aktivitaten der Hefen aus P2-GU und P2-GB als auch das
Verhaltnis zwischen den Aktivitditen der PDC und ADH zu denen der ALDH und ACS
ersichtlich.
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Abbildung 81: ALDH-Aktivitat der Hefe und das Aktivitatsverhaltnis der Enzyme der Alkoholischen Garung
und des PDH-Bypasses aus der Propagation mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 8 mg/l in der
1. Fiihrung
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Auch das Verhaltnis zwischen den Schlisselenzymen der Garung und denen des PDH-
Bypasses belegt den insgesamt scheinbar schlechten garungsphysiologischen Charakter der
Hefen in P2-GU und P2-GB lber den gesamten Garverlauf. Unabhangig von der Belliftung
fand in der Vermehrungsphase eine unerwartete Steigerung zu Gunsten der Garungsenzyme
statt. Am 1. Gartag stieg das Verhaltnis auf einen Wert von 14,8 fiir die Hefen in P2-GU und
auf 18,5 fiir die in P2-GB. Dieser Wert war vergleichbar mit dem Verhaltnis in P1-GU und P1-
GB gegen Ende der Garung und lasst eher auf einen ausgepragten garungsphysiologischen
Zustand dieser Hefen schlieRen. Somit scheint es hier zu einer Irritation im
Hefemetabolismus gekommen zu sein. Da dies einzig auf die mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 mg/| durchgefiihrte Propagation zurlickzufiihren ist, widersprechen sich
die aus der Propagation PK2 gewonnen Ergebnisse. Dennoch hat sich der hier vorgelegene
physiologische Zustand negativ auf den Garverlauf ausgewirkt. Somit lieRen sich aus den
bisher durchgefiihrten Versuchsreihen mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration wahrend
des Propagationsprozesses keine eindeutigen Ergebnisse ableiten, um eine Aussage zur
notwendigen Bellftung zu treffen.

Die im Vergleich zu PI8 nochmals variierte Belliftungsstrategie der Intervall-beliifteten
Propagation P3-I18 zeigte hingegen einen mit dem in den Garungen GI8-U und GI8-B
vergleichbaren Einfluss des Propagationsprozess in Kombination mit der Wirzebellftung.
Die im Kontrast zu den Garungen aus P1-K8 und P2-K2 bereits zu Beginn durch die
Intervallbelliftung bei der Propagation gesteigerte ACS-Aktivitat der Hefen aus P3-18 zeigte
allerdings nur in der unbellfteten Garung P3-GU eine zusatzlich Expression wahrend der
Vermehrungsphase. Trotz der unterschiedlichen Expression entwickelte sich die HZZ in den
Garungen P3-GU und P3-GB zueinander parallel. Insgesamt kam es in beiden Garungen zu
einer, im Vergleich zu den uUbrigen Garungen der 1. Fiihrung, verstarkten Hefevermehrung.
Die ACS-Aktivitaten und die ZiS sind in der Abbildung 82 Giber den Garverlauf dargestellt.
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Abbildung 82: ACS-Aktivitadt und Zellvermehrung der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger
Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

Wahrend die ACS-Aktivitat der Hefe in P3-GB nach einem kurzzeitigen Maximum von
0,047 U/mg nach 12 h Gber den ersten Teil der Hauptgarung mit 0,040 U/mg fast konstant
blieb, entwickelte sich die Aktivitat der Hefen in P3-GU nach dem aus den vorangegangenen
Versuchsreihen bereits bekannten Muster und erreichte ein absolutes Maximum von
0,053 U/mg am 2. Gartag. Im weiteren Verlauf fiel die ACS-Aktivitat der Hefen in P3-GU
wieder ab, so dass die Aktivitdten der Hefen in beiden Garungen zum Ende der Garung auf
einem vergleichbaren Niveau von ca. 0,030 U/mg lagen.

Ausgehend von einer Anstellkonzentration von 10 Mio. Z/ml nahmen die Zellzahlen in
beiden Garungen kontinuierlich bis auf 45 Mio. Z/ml am 3. Gartag zu. Damit lagen wahrend
der Hauptgarphase in beiden Garungen bis zu 10 Mio. Z/ml mehr Hefen vor, als in den
Garungen von P1 und P2. Wie die Histogramme der Zellzyklusanalyse von P3-GU und P3-GB
in der Abbildung 82 zeigen, lieR sich im Gegensatz zu den ACS-Aktivitaten in dieser
Versuchsreihe kein signifikanter Einfluss der Wiirzebeliftung ableiten. Die prozentuale
Verteilung der Vermehrungsphasen der Hefen in P3-GU und P3-GB ist in der Tabelle 16
zusammengefasst.
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Tabelle 16: Zellzyklusanalyse der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel
des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

Oh 12 h 24 h 48 h 72 h
PI-G P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB P1-GU P1-GB
G0-/G1-
337% 499% 50,6% 40,2% 485% 62,0% 67,8% 86,5% 85,7%
Phase [%]
?O'/F;hase 6,0% 9,6% 80% 134% 9,1% 58% 45%  3,8%  3,0%
(1]
G2-/M-

60,2% 40,5% 41,4% 46,4% 42,4% 32,2% 27,7% 9,7% 11,3%
Phase [%]

Ausgehend von einer mit den Hefen aus P1-K8 und P2-K2 vergleichbaren Verteilung der
Vermehrungsphasen zum Ende der Propagationen, konnte 12 h nach dem Anstellen mit
knapp uber 40% an Hefen in der G,-/M-Phase ein im Vergleich zu den Garungen P1-G und
P2-G etwas groRerer Anteil gemessen werden. Jedoch zeigten die Messungen am 1. und
2. Gartag mit 46,4 bzw. 32,2% fir P3-GU und 46,4 bzw. 27,7% fiir P3-GB einen bis zu 10%
niedrigeren Anteil der in der Teilungsphase befindlichen Zellen. Diese Messwerte ergeben
somit keinen Anhaltspunkt fiir die deutlich starkere Hefevermehrung in den Garungen aus
P3-18. Damit scheint hier die Zellzyklusanalyse, vermutlich aufgrund der stichpunktartigen
Probenahme, eine evtl. exponentielle Wachstumsphase nicht erfasst zu haben und wiirde
fr eine zeitlich verkiirzte Probenfolge in weiteren Forschungsarbeiten sprechen.

Die Abbildung 83 zeigt den Extraktabbau und die Entwicklung der PDC-Aktivitaten der Hefen
in den Garungen P3-GB und P3-GU (iber die Gardauer. Dabei machen die Unterschiede im
Extraktumsatz zwischen P3-GB und P3-GU erneut die hohe Bedeutung des physiologischen
Zustands der Hefen fir verbesserte Gareigenschaften und den Einfluss der angepassten
Bellftung an den gesamten Prozess des Hefemanagements deutlich. Trotz identischer
Zellzahlen zeigten die Hefen in P3-GU ab dem 2. Gartag eine deutlich héhere Garintensitat,
was durch die verstarkte Expression der PDC gestlitzt wurde.
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Abbildung 83: Extraktabbau und PDC-Aktivitat der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger Belliftungspause
im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

Die Hefen in P3-GU erreichten nach 168 h einen scheinbaren Restextraktgehalt von
3,5 Gew.-% und damit den angestrebten GVG. Damit ergab sich gegeniiber der beliifteten
Garung P3-GB zu diesem Zeitpunkt eine Differenz von 1,1 Gew.-%. Auch im Vergleich zu den
jeweilig zligigeren Garungen aus P1-K8 und P2-K2 konnten die Hefen aus P3-GU im gleichen
Zeitraum 0,5 Gew.-% bzw. 2,1 Gew.-% mehr Extrakt umgesetzten. Die PDC-Aktivitaten
zeigten wie die ACS-Aktivitaten ebenfalls eine signifikante Abhangigkeit von der
Wiirzebeliftung. Wahrend die PDC in der belifteten Garung nur unterdurchschnittlich
exprimiert wurde und nur gegen Ende der Garung leicht zunahm, erfuhr die PDC bei den
Hefen in der Garung P3-GU eine deutlich gesteigerte Expression ab dem 2. Gartag und stieg
von 0,12 auf 0,31 U/mg. Dieses Aktivitatsniveau behielt die Hefe bis 24 h vor Ende der
Hauptgarung bei.

Die ADH-Aktivitditen der Hefen in den Garungen P3-GU und P3-GB entwickelten sich
tendenziell vergleichbar mit den Aktivitditen der PDC und ACS. Auch hier zeigten die
unbelilifteten Hefen eine deutlich ausgepragtere Expression der Enzymaktivitat Gber den
Verlauf der An- und Hauptgarung. Die Resultate aus den Enzymaktivitatsmessungen der ADH
und die aus der Zellkonzentration und dem Extraktumsatz errechnete GL sind zusammen in
der Abbildung 84 aufgetragen.
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Abbildung 84: ADH-Aktivitdt und GL der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten
Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fihrung

Die Ausgangsaktivitat der Anstellhefe aus der intervallbellfteten Propagation P3-18 war mit
0,26 U/mg deutlich weniger reprimiert als dies aufgrund der kontinuierlichen Beliftung in
den Propagationen P1-K8 und P2-K2 der Fall gewesen war. In der bellifteten Garung P3-GB
stieg diese dann nur schleppend Uber den ersten Teil der Hauptgarphase und erreichte nach
72 h ein Maximum von 0,51 U/mg. Die ADH-Aktivitat blieb im weiteren Verlauf der Garung
anndhernd konstant auf diesem Niveau. Dahingegen wurde die ADH-Aktivitat der
unbellifteten Hefen bereits direkt nach dem Anstellen innerhalb von 8 h bis auf einen Wert
von 0,94 U/mg gesteigert. Nach einem temporaren Minimum am 1. Gartag, das vermutlich
auf die Umstellungen im Metabolismus von einem ausgepragten
vermehrungsphysiologischen Zustand hin zu einem garungsphysiologischen Zustand
zurlickzufiihren war, erreichte die ADH-Aktivitat der Hefen in P1-GU am 2. Gartag ein
erneutes, auch im Vergleich zu den librigen Garungen in der 1. Flihrung absolutes Maximum
von 1,00 U/mg. Zwar fiel die Aktivitat im weiteren Verlauf wieder ab, dennoch blieb diese
Uber den gesamten Garverlauf Gber den ADH-Aktivitdten der Hefen in der Garung P1-GB. Auf
Grund der vergleichbaren HZZ und der ziigigeren Extraktabnahme in P1-GU zeigen auch die
in der Abbildung 84 dargestellten GL die Vorteile im physiologischen Zustand der Hefen in
P3-GU gegeniiber den beliifteten Hefen von P3-GB. Uber den gesamten Garverlauf konnte
eine um bis zu 60% gesteigerte GL beobachtete werde.

Die ALDH-Aktivitaten der Hefen in den beiden Garungen P3-GU und P3-GB verhielten sich im
Gegensatz zu den Ubrigen Enzymaktivitdten nicht kontrovers und zeigten eine fiir Hefen in
der ersten Fiihrung bekannte Entwicklung. Nach einem kurzzeitigen Minimum am 1. Gartag
stieg die Aktivitat kontinuierlich iber den gesamten Garverlauf. Die ALDH-Aktivitdten der
Hefen und das Verhaltnis der Schlisselenzyme aus dem Garungsstoffwechsel und des PDH-
Bypasses sind in der Abbildung 85 dargestellt.
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Abbildung 85: ALDH-Aktivitdt der Hefe und das Aktivitatsverhaltnis der Enzyme der Alkoholischen Garung
und des PDH-Bypasses aus der Propagation mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des
Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

Auch am Verhiltnis der Enzymaktivitaiten, das eine Gesamtbetrachtung der
Stoffwechselauspragung moglich macht, wird der Unterschied im physiologischen Zustand
zwischen den bellfteten und unbelifteten Hefen deutlich. Der ausgepragte
Garungsstoffwechsel der Hefen in P3-GU fiihrte dazu, dass das Verhaltnis zwischen PDC und
ADH zu ALDH und ACS (iber die entscheidende Phase der Hauptgarung bei den unbelifteten
Hefen um zeitweilig bis zu 60% zugunsten des Extraktumsatzes durch die PDC und ADH
hoher lag als bei den zusatzlich bellifteten Hefen aus P3-GB.

Zusammengenommen mit den Ergebnissen aus den Garungen GI8-U und GI8-B, die ebenfalls
mit Hefe aus einer intervallbelliftete Propagation angestellt wurden, bestadtigt sich die
mittels Bellftungspausen erreichte, bessere Adaption der Propagationshefen an die
nachfolgenden Garungsbedingungen. Bei einer Abstimmung der Wirzebeliftung auf die
Hefephysiologie kann zudem eine deutliche Verbesserung in den Gareigenschaften erreicht
werden. Gleichzeitig wurde deutlich, dass eine nicht auf die Hefephysiologie abgestimmte
Bellftung Uber die Wirze wie am Bsp. P3-GU zumindest in der 1. Fiihrung eher einen
negativen Einfluss haben kann.

4.5.2 Einfluss der Beliiftungsstrategie bei der Propagation auf den
physiologischen Zustand und das Garverhalten der Hefe in der 4. Fithrung

Die jeweils, entsprechend der Versuchsanordnung, in bellifteten und unbeliifteten Wiirzen
weiter gefiihrten Erntehefen aus P1-G, P2-G und P3-G wurden in der 4. Fiihrung (Bez. P1-G4,
P2-G4 und P3-G4) wiederum hinsichtlich ihrer Vermehrungsaktivitat und Gareigenschaften
untersucht. Dazu wurden, wie in der 1. Fihrung, die Zellzahlentwicklung und DNA-
Verteilung, der Extraktabbau sowie die Aktivitaten der Schliisselenzyme tiber den Garverlauf
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analysiert. Ziel war es, die Auswirkungen des Propagationsprozesses und der
Wiirzebeliftung fiir die Wiederverwendung der Hefe deutlich zu machen.

In der Abbildung 86 sind die ACS-Aktivitaten und die ZiS, sowie die Histogramme der DNA-
Verteilung der Hefen aus den Garungen P1-G4B und P1-G4U in der 4. Fihrung dargestellt.
Eine gesteigerte Expression der ACS-Aktivitaten beider Hefepopulationen konnte, wie bei
der in Kapitel 4.4.2 erfolgten Untersuchung zur Entwicklung der Enzymaktivitaten Uber
mehrere Fihrungen, nur in der Anstellphase beobachtet werden. Dabei lagen die Aktivitaten
der Hefen in der bellfteten Garung P1-G4B nach 12 h mit 0,121 um ca. 0,030 U/mg Uber der
Aktivitat der Hefen in P1-G4U. Die zu diesem Zeitpunkt vergleichsweise hohe Aktivitat der
Hefen in P1-G4B war nicht zuletzt auf die ebenfalls hohere Ausgangsaktivitdt von 0,060
gegeniiber 0,031 U/mg der unbelifteten Hefe in P1-G4U zurickzufihren.
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Abbildung 86: ACS-Aktivitdt und Zellvermehrung der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 8 mg/l in der 4. Fiihrung

Im weiteren Verlauf fielen die ACS-Aktivitaten beider Hefen auf einen vergleichbaren Wert
von 0,040 U/mg zurick und blieben Uber die restliche Hauptgarung nahezu konstant auf
diesem Niveau. Die Entwicklung der ZiS hingegen zeigte, wie auch in der 1. Fihrung zu
beobachten war, keinen positiven Einfluss der zusatzlichen Beliiftung auf die Hefen in der
Garungen P1-G4B. Zwar war tendenziell sogar eine schnellere Zunahme in der HZZ von P1-
G4U festzustellen, aber am 3. Gartag wiesen beide Garungen eine identische Hefezellzahl
von 35 Mio. Z/ml auf. Auch das Absetzverhalten der Hefen in den beiden Garungen war
wiederum vergleichbar, sodass auch in der 4. Flihrung anhand der ZiS keine Aussage Uber die
Notwendigkeit einer zusdtzlichen Wirzebeliiftung fir die aus der Propagation P1-K8
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stammenden Hefe getroffen werden kann. Auch die Betrachtung der Histogramme in der
Abbildung 86, die die DNA-Verteilung der Hefen in den beiden Garungen zeigen, geben
keinen Hinweis auf einen signifikanten Einfluss der Wirzebeliftung.

Erst bei der Umrechnung in die prozentualen Anteile der einzelnen Vermehrungsphasen, die
in der Tabelle 17 dargestellt sind, werden die geringen Unterschiede zwischen den
Populationen deutlich. Ausgehend von einer vergleichbaren Ausgangssituation der
Anstellhefen mit ca. 2/3 in der G;-/Gg-Phase und 1/3 in der G,-/M-Phase, waren die Anteile
der Hefen in der abschlieBenden Vermehrungsphase der zusatzlich bellfteten Hefen Gber
den Garverlauf teilweise deutlich grofler. So befanden sich nach 12 h in der Garung P1-G4B
ca. 11% und nach 48 h ca. 8% mehr Hefen in der G,-/M-Phase, was sich allerdings nicht mit
der Entwicklung der gemessenen ZiS deckt. Signifikante Unterschiede der sich in der S-Phase
befindlichen Hefezellen konnten nicht festgestellt werden.

Tabelle 17: Zellzyklusanalyse der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von
8 mg/lin der 4. Fiihrung

Oh 12 h 24 h 48 h 72 h

P1- P1- P1- P1- P1- P1- P1- P1- P1- P1-

G4u G4B G4u G4B G4u G4B G4U G4B G4u G4B
-/G1-

g:a{c‘(:[(y] 62,1% 650% 37,3% 27,5% 399% 375% 60,4% 49,6% 85,3% 81,2%
(1)
S-Phase

%] 6,5% 5,8% 10,8% 9,2% 8,1% 7,8% 5,9% 8,3% 3,0% 3,0%

(]

G2-/M-

Phase [%] 31,4% 29,2% 51,9% 63,3% 52,0% 54,7% 33,7% 42,1% 11,7% 15,8%
(1]

Der hohere Anteil an Zellen in der Go-/G1-Phase der Hefen in P1-G4U, besonders in dem fir
die Umstellung im Hefemetabolismus entscheidenden Zeitraum vom 1. bis zum 2. Gartag,
sollte somit einen Hinweis fiir einen wiederum zligigeren Extraktumsatz in der unbelifteten
Garung geben. Der Extraktverlauf und die PDC-Aktivitdten der Hefen in den Garungen P1-
G4U und P1-G4B sind in der Abbildung 87 dargestellt. Bei der Beachtung des Extraktverlaufs
war zu beobachten, dass im zuvor beschriebenen Zeitraum von 24 bis 48 h die Hefen in P1-
G4U tatsdchlich effektiv. mehr Extrakt umsetzten und somit eine etwas zlgigere
Hauptgarung zeigten. Gegen Ende der Garung jedoch nivellierten sich die Extraktgehalte
beider Garungen und die Jungbiere erreichten gleichzeitig ihre Schlauchreife.
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Abbildung 87: Extraktabbau und PDC-Aktivitat der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 8 mg/l in der 4. Filhrung

Die PDC-Aktivitaten der Hefen zeigten kontrovers zur 1. Flihrung eine verstarkte Expression
in der unbellfteten Garung P1-G4U. Begriindet kdonnte dies durch die weitreichendere
Repression der PDC-Aktivitat der Hefen in P1-G4B am 1. Gartag sein. Dies wiederum ist
vermutlich auf die zusatzliche Versorgung mit Sauerstoff zu Beginn der Garung
zuriickzufiihren. Fast parallel entwickelten sich die PDC-Aktivitaten Uber den weiteren
Verlauf der Hauptgarung, sodass die Hefen in P1-G4U mit 0,41 U/mg ein um 0,07 U/mg
hoheres, absolutes Aktivitatsmaximum nach 96 h erreichten.

Die ADH-Aktivitaten der Hefen in den beiden Garungen hingegen zeigten keinen Einfluss der
Wirzebeliftung. So waren, wie aus der Abbildung 88 ersichtlich, die aus der
Aktivitditsmessung resultierenden Kurven (ber den gesamten Garverlauf nahezu
deckungsgleich. Ahnlich der PDC-Aktivititen der beiden Hefepopulationen konnte auch bei
der ADH eine ausgepragte Repression am 1. Gartag beobachtet werden. Zudem fielen die
ADH-Aktivitaten im Gegensatz zu denen aus der 1. Fihrung zum Ende der Garung deutlich ab
und zeigten nach 168 h ein erneutes Minimum von 0,37 U/mg fir die Hefen in P1-G4B und
0,24 U/mg fir die in P1-G4U.
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Abbildung 88: ADH-Aktivitdt und GL der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 8 mg/l in der 4. Filhrung

Aufgrund der nur geringen Unterschiede in den gemessenen HZZ und des Extraktabbaus in
den beiden Garungen wiesen auch die resultierenden GL, die ebenfalls in der Abbildung 88
dargestellt sind, keine signifikanten Abweichungen zwischen P1-G4U und P1-G4B auf. Die
Hefen beider Garungen zeigten, wie schon in vorangegangenen Versuchsreihen beobachtet,
eine deutliche Steigerung der GL am 1. Gartag, blieben allerdings im weiteren Verlauf
nahezu konstant auf einem durchschnittlichen Niveau von ca. 0,042 AGew.-%/Mio. Z*h.

Auch die Ergebnisse der Aktivitatsmessung der ALDH, die zusammen mit dem Verhaltnis der
Garungsenzyme zu denen des PDH-Bypasses aus der Abbildung 89 ersichtlich sind, ergaben
nur geringfligige Unterschiede in den Expressionen zwischen den unterschiedlich
behandelten Hefen Uber den Garverlauf. Allerdings lag vergleichbar mit den ACS-Aktivitdaten
bei den Hefen in P1-G4B mit 0,020 U/mg eine fast doppelt so hohe Ausgangsaktivitat vor.
Auch die in den ersten 12 h bei beiden Populationen gemessene starke Zunahme in den
ALDH-Aktivitdten und die darauffolgende Repression waren nahezu deckungsgleich mit der
Entwicklung der ACS-Aktivitaten.
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Abbildung 89: ALDH-Aktivitat der Hefe und das Aktivitdtsverhaltnis der Enzyme der Alkoholischen Garung
und des PDH-Bypasses aus der Propagation mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 8 mg/l in der
4. Fiihrung

Somit schien in diesen beiden Garungen kein ausreichender Pool an Acetat fiir die Synthese
von Acetyl-CoA durch die ACS vorhanden gewesen zu sein, sodass beide Enzyme des PDH-
Bypasses von der Hefe fir eine ausreichende Versorgung deutlich exprimiert werden
mussten. Im weiteren Verlauf entwickelten sich ALDH-Aktivititen nach dem bekannten
Muster und nahmen Uber den Garverlauf stetig zu. Wahrend die Aktivitat der Hefen in P1-
G4U zum Ende der Garung jedoch wieder absank, stieg die ALDH-Aktivitat der Hefen in P1-
G4B nochmals an. Falls es in der 3. Flihrung zu einem dhnlichen Verlauf der ALDH-Aktivitaten
gekommen war, ware dies eine Erklarung fir die unterschiedlichen Ausgangsaktivitaten zu
Beginn der 4. Fihrung.

Somit ergaben sich fir die Hefen in P1-G4B und P1-G4U mit Ausnahme der bei den
unbeliifteten Hefen erhohten PDC-Aktivitdt keine Unterschiede in den Enzymaktivitaten.
Dem entsprechend beschreibt auch das Verhaltnis zwischen PDC und ADH zu ALDH und ACS,
wie am Beispiel des Maximums nach 96 h von 17,9 gegeniber 14,2 ersichtlich, eine zu
Gunsten des Garungsstoffwechsels verschobene Gewichtung im Hefemetabolismus in der
unbelilifteten Garung P1-G4U, was sich mit dem in diesem Zeitraum zligigeren Extraktabbau
deckt.

Die Abbildung 90 zeigt die ACS-Aktivitaten und die Entwicklung der ZiS der Hefen aus der mit
einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 mg/| durchgefiihrten Propagation P2-K2. Auch
hierbei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beliifteten und unbelifteten
Garungen festgestellt werden. Nur im 2. Teil der Hauptgarung schienen die Hefen in P2-G4U
sich tendenziell schneller abzusetzen.
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Abbildung 90: ACS-Aktivitdt und Zellvermehrung der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 mg/l in der 4. Fiihrung

Trotz einer vergleichbaren Ausgangsaktivitat konnte bei den Garungen P2-G4B und P2-G4U,
anders als bei den Hefen in P1-G4B und P1-G4U, keine gesteigerte Expression der ACS in der
Angarphase gemessen werden. Die ACS-Aktivitaten der Hefen blieben (iber den gesamten
Garverlauf nahezu konstant auf einem Niveau von 0,040 U/mg. Diese fehlendende
Bereitstellung an Acetyl-CoA schien sich negative auf die Vermehrung der Hefen ausgewirkt
zu haben. So wurde Uber die Hauptgarphase ca. 5 Mio. Z/ml weniger gemessen als in den
aus P1-K8 angestellten Garungen. Erst nachdem schon ein weitgehender Extraktabbau
stattgefunden hat, war eine geringe Steigerung in den ACS-Aktivitditen gegen Ende der
Hauptgarung zu beobachten. Dies konnte wiederum mit dem schnelleren Absetzen der
garschwacheren Hefen in Zusammenhang gebracht werden.

Trotz der fast identischen Zellzahlen in den ersten 2 Gartagen zeigte die Analyse der DNA-
Verteilung Unterschiede zwischen den beiden Populationen. Dabei wiesen die unbelifteten
Hefen in P2-G4U 12 h nach der Angdrung, wie anhand der ebenfalls in der Abbildung 90
dargestellten Histogramme der Zellzyklusanalyse zu sehen, einen groReren Peak der blau
markierten G,-/M-Phase auf. Diese Tendenz lasst sich ebenfalls aus den Histogrammen der
DNA-Verteilung nach 24 h ablesen. Bei dem Vergleich der in der Tabelle 18
zusammengefassten prozentualen Verteilung der Vermehrungsphasen wurde deutlich, dass
sich zu diesen Zeitpunkt Gber 10 bzw. 5% mehr Zellen der unbeliifteten Garung in der
Teilungsphase befanden als in der bellifteten Garung P2-G4B.
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Tabelle 18: Zellzyklusanalyse der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von
2 mg/lin der 4. Filhrung

Oh 12 h 24 h 48 h 72 h

P2- P2- P2- P2- P2- P2- P2- P2- P2- P2-

G4U G4B G4U G4B G4U G4B G4U G4B G4U G4B
disiele 66,1% 62,2% 352% 46,6% 27,2% 31,1% 59,9% 573% 82,3% 78,5%
Phase [%]
S-Phase o o o o o o o o o o
%] 4,2% 5,3% 10,5% 11,7% 6,8% 8,5% 5,5% 6,4% 2,9% 3,9%
G2-/M-

29,6% 32,5% 542% 41,7% 66,0% 60,4% 346% 36,3% 148% 17,6%
Phase [%]

Diese Ergebnisse korrelieren jedoch nicht mit den gemessenen ZiS und den Enzymaktivitaten
der ACS. Die nur punktuelle Betrachtung zu den jeweiligen Messzeitpunkten konnte ein
Grund fir die jeweiligen Abweichungen sein und wiirde eine kontinuierliche Erfassung des
Hefemetabolismus notwendig machen.

Diese Verteilung der Vermehrungsphase wiirde auf einen von Beginn an schnelleren
Extraktabbau der Hefen in P2-G4B schlieRen lassen, da mehr Zellen in der fir den
Extraktabbau verantwortlichen Gy-/G;-Phase vorlagen. Da dies, wie aus den Kurven des
Extraktverlaufs in der Abbildung 91 ersichtlich, nicht der Fall gewesen war, wird die
Annahme einer nicht reprasentativen DNA-Messung gestiitzt.
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Abbildung 91: Extraktabbau und PDC-Aktivitat der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 mg/l in der 4. Filhrung

Erst gegen Ende der Hauptgarphase kam es zu Unterschieden im Extraktabbau der Hefen in
den Garungen P2-G4B und P2-G4U. Im Zeitraum vom 4. Gartag bis zum Schlauchzeitpunkt, in
dem auch mehr Zellen in P2-G4B gemessen wurden, setzten die beliifteten Hefen insgesamt
mehr Extrakt um. Dies flihrte nach 168 h zu einer Differenz im Extraktgehalt der beiden
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Garungen von 0,7 Gew.-%. Die ebenfalls in der Abbildung 91 dargestellten PDC-Aktivitaten
der Hefen weisen auf einen nur geringfligigen Unterschied im physiologischen Zustand der
Hefe in den Garungen P2-G4B und P2-G4U hin, da die tendenzielle Entwicklung der PDC-
Aktivitaten bei beiden Populationen gleich verlief. Die dhnlich wie in den Garungen P1-G4B
und P1-G4U fir eine Erntehefe vergleichsweise geringe Ausgangsaktivitat von 0,20 U/mg
erfuhr zu Beginn zudem eine bereits mehrfach beschriebene Repression. Der in diesem Fall,
vermutlich aufgrund der ohnehin schon geringen PDC-Aktivitat, zeitlich sehr kurzen
Repressionsphase folgte eine fir beide Garungen kontinuierlich gesteigerte Expression der
PDC bis zum 5. Gartag auf ein Maximum von ca. 0,60 U/mg. Dabei wurden fiir die Hefen aus
P2-G4U vom 2. bis zum 4. Gartag geringfligig hohere Werte gemessen. Gegen Ende der
Garung sanken die PDC-Aktivitaten der Hefen in beiden Garungen wieder ab, wobei auch
hier die unbellifteten Hefen eine etwas hohere Endaktivitat aufwiesen. Insgesamt konnte in
den Garungen von P2 gegeniiber denen aus P1 ein um 0,20 U/mg hoheres Maximum
erreicht werden.

Die in der Abbildung 92 zusammen mit den GL dargestellten ADH Aktivitaten bestadtigen den
bereits bei den PDC- und ACS-Aktivitaiten beobachteten, geringen Unterschied im
physiologischen Zustand der Hefen in den Garungen P2-G4B und P2-G4U, da auch hier die
Kurven nahezu deckungsgleich verliefen. Gleichsam war die Entwicklung der ADH-Aktivitaten
mit denen der PDC vergleichbar. Nach einem tempordaren Minimum in den ersten 12 h
wurde auch die ADH bis zum 5. Gartag nahezu kontinuierlich gesteigert. Nur zwischen dem
2. und 3. Gartag stagnierten die ADH-Aktivitaten beider Hefepopulationen. Wie bei der PDC
lag das Aktivitatsmaximum mit 0,93 U/mg fur die Hefen in P2-G4U und 1,04 U/mg fiir die in
P2-G4B nach 120 h auf einem héheren Niveau als in den Garungen aus P1.
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Abbildung 92: ADH-Aktivitdt und GL der Hefe aus der Propagation mit einer kontinuierlichen O,-
Konzentration von 2 mg/l in der 4. Fiihrung
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Mit zunehmenden VG fielen die ADH-Aktivtaten, wie bei den Garungen aus P1 wieder
kontinuierlich ab, blieben aber weiterhin tber den fir die Garungen P1-G4B und P2-G4U
ermittelten Werten. Die Berechnung der GL machte deutlich, dass die leicht héheren
Enzymaktivitaten der Garungen von P2-G4 auch einen hoheren Extraktumsatz pro Hefezelle
bewirkten. Zwar war auch hier kein deutlicher Einfluss der zusatzlichen Beliiftung der Hefen
in P2-G4B zu erkennen, aber in der Phase des insgesamt ziigigeren Extraktabbaus in P2-G4B
lag auch die GL in dieser Garung tendenziell etwas lber der in P2-G4U. Gegen Ende konnten
die Hefen in P2-G4U zwar dann einen etwas hoheren Extraktumsatz aufweisen, was sich
aufgrund der niedrigeren ZiS jedoch nicht mehr positiv auf den Garverlauf auswirkte.

Die ALDH-Aktivitdten der Hefen in den Garungen P2-G4B und P2-G4U, die zusammen mit
dem Verhaltnis der Garungsenzyme zu den Enzymen des PDH-Bypasses in der Abbildung 93
dargestellt sind, besaRen trotz der unterschiedlichen Beliiftungsstrategie in den ersten 3
FUhrungen die identische Ausgangsaktivitit von 0,012 U/mg. Die zudem vergleichbare
Entwicklung Uber den Garverlauf machte wiederum den geringen Unterschied im
physiologischen Zustand der beiden Hefepopulationen in der 4. Fiihrung deutlich.
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Abbildung 93: ALDH-Aktivitat der Hefe und das Aktivitatsverhiltnis der Enzyme der Alkoholischen Garung
und des PDH-Bypasses aus der Propagation mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 8 mg/l in der
4. Filhrung

Nach einem tempordren Maximum der ALDH-Aktivitdten in den ersten 24 h der Garung
setzte eine vermutlich auf die steigende Konzentration an Acetaldehyd im Jungbier
zurlickzufiihrende Repression ein. Die nach dem 2. Gartag wieder steigende Expression war
bei den Hefen in P2-G4U dann allerdings starker ausgepragt und so waren hier iber den
restlichen Garverlauf hohere ALDH-Aktivitaten zu beobachten. Ob dies eine weitreichendere
Reduktion der Acetaldehydkonzentration im fertigen Bier zur Folge hatte, wird anhand der in
Kapitel X.X dargestellten Analyse der GNP ersichtlich.
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Trotz der im Einzelnen nahezu identischen Enzymaktivitaten liefert das Verhaltnis der
Enzyme PDC und ADH zu ALDH und ACS eine Erklarung fir den in P2-G4B am 4. und 5.
Gartag beobachteten zligigeren Extraktabbau. Wahrend im (ibrigen Garverlauf das
Verhaltnis identisch war, konnte in diesem Zeitraum eine deutliche Verschiebung zu Gunsten
der Garungsenzyme bei den Hefen in P2-G4B festgestellt werden. Das Verhaltnis von 24,5
am 4. und 23,4 am 5. Gartag stellte zudem einen der hochsten bisher berechneten Werte
dar. Somit war es moglich, trotz der scheinbar geringen Unterschiede im physiologischen
Zustand der Hefen in P2-G4B und P2-G4B mit der Gesamtbetrachtung der Enzymaktivitaten
einen fir die Gareigenschaften relevanten Unterschied sichtbar zu machen.

Die aus der Abbildung 94 zusammen mit den Histogrammen der Zellzyklusanalyse
ersichtlichen ZiS und ACS-Aktivitdten der Garungen P3-G4B und P3-G4U zeigten eine
gegenilber den anderen Garungen aus P1 und P2 deutlich intensivere Vermehrung der Hefen
in den ersten 48 h der Garung. Vor allem die Hefen in P3-G4U wiesen dabei mit 0,059 U/mg
eine vergleichsweise hohe Ausgangsaktivitdt der ACS auf. Allerdings konnte auch hier, wie
bei den Hefen aus den Garungen von P2-G4 und im Gegensatz zu den Garungen von P1-G4,
keine zusatzliche Expression in der Angarphase gemessen werden.
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Abbildung 94: ACS-Aktivitdt und Zellvermehrung der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger
Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

Wahrend die ACS-Aktivitaten nur eine geringfligige Steigerung aufwiesen und dann lGber den
gesamten Garverlauf abnahmen, zeigten die Histogramme der Zellzyklusanalyse, dass bereits
nach 12 h ein Grol3teil der Hefen beider Garungen in die abschlieRende Teilungsphase
eintrat. Dies fuhrte in P3-G4U nach 48 h zu einer HZZ von uber 35 Mio. Z/ml, die damit auch
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absolut betrachtet die héchste Konzentration an ZiS aller in der 4. Fiihrung untersuchten
Garungen dargestellte. Die HZZ in der Garung P3-G4B entwickelte sich zwar ebenfalls
schneller im Vergleich zu den Garungen aus P1 und P2, aber hier konnten die Hefen erst am
3. Gartag ihr Maximum von 32 Mio. Z/ml erreichen. Dabei ist die um ca. 2 Mio. Z/ml leicht
geringere Anstellkonzentration mit zu bericksichtigen.

Anhand der in der Tabelle 19 zusammengefassten prozentualen Verteilung der einzelnen
Vermehrungsphasen der Hefen in den Garungen P3-GB und P3-GU wird ersichtlich, dass der
Anteil an Hefen in der Go-/G;-Phase zum Zeitpunkt des Anstellen im Vergleich zu den
Garungen P1-G4 und P2-G4 sogar deutlich hoher lag und ca. 75% ausmachte. Dennoch
erreichten die Hefen in P3-G4B nach 12 h einen Anteil von 57,3% und die in P3-G4U sogar
von 76,2% an Zellen in der G,-/M-Phase. Dieser Wert lag deutlich tGber den bisher
gemessenen Werten der Hefen in den Garungen von P1-G4 und P2-G4.

Tabelle 19: Zellzyklusanalyse der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger Belliiftungspause im letzten Drittel
des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

Oh 12 h 24 h 48 h 72 h

P3- P3- P3- P3- P3- P3- P3- P3- P3- P3-

G4V G4B G4U G4B G4U G4B G4U G4B G4V G4B
el 742% 76,53% 15,4% 29,4% 47,2% 455% 69,7% 67,2% 90,0% 89,2%
Phase [%]
S-Phase o o o o o o o o o 0
%] 4,2% 4,53% 8,4% 13,4% 9,7% 9,2% 4,6% 5,1% 1,9% 2,8%
G2-/M-

21,6% 18,9% 76,2% 57,3% 43,1% 453% 25,7% 27,7% 8,1% 8,0%
Phase [%]

Diese frih erreichte Zellvermehrung fihrte bei beiden Garung dazu, dass sich zu den
nachfolgenden Messzeitpunkten deutlich weniger Zellen teilten. Nach 24 h und 48 h lagen
mit 43,1 bzw. 45,3% und 25,7 bzw. 27,7% deutlich weniger Zellen in der G,-/M-Phase vor, als
in den Garung aus P1 und P2 zum selben Zeitpunkt. Diese synchrone und schnelle
Umstellung in der gesamten Population sollte allerdings dazu beigetragen haben, dass auch
die Umstellung von einem vermehrungsphysiologischen zu einem garungsphysiologischen
Zustand zugiger verlief und sich aufgrund des resultierenden, hohen Anteils an Zellen in der
Go-/G1-Phase positiv auf den Garverlauf auswirkte.

Wie in der Abbildung 95 anhand der Extraktgehalte in den Garungen P3-G4B und P3-G4U
abzulesen, hatte die schnelle Hefevermehrung und die zligige Umstellung in der
Hefephysiologie tatsachlich einen positiven Einfluss auf den Extraktabbau. Zwar verlief der
Extraktabbau wiederum unabhéangig von der Wiirzebeliftung in beiden Garungen parallel,
dennoch wurden nach 168 h insgesamt ca. 0,7 bis 1,2 Gew.-% mehr Extrakt umgesetzt und
somit ein deutlich zligigerer Garverlauf erreicht als den Garungen P1-G4 und P2-G4.
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Abbildung 95: Extraktabbau und PDC-Aktivitat der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger Beliiftungspause
im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

Die ebenfalls in der Abbildung 95 dargestellten PDC-Aktivitdten der Hefen lieferten hingegen
keinen direkten Hinweis auf die besseren Gareigenschaften in P3-G4B und P3-G4U. Zwar
zeigten beide Populationen eine fiir die hier untersuchten Hefen in der 4. Fihrung
vergleichsweise hohe Ausgangsaktivitat, aber es fand anderes als in den zuvor betrachteten
Garungen nur eine geringe zusatzliche Expression im weiteren Garverlauf statt. Die im
Folgenden beschriebenen Ergebnisse aus den Garungen P3-G4B und P3-G4U liellen ebenfalls
nur geringe Unterschiede zwischen den beiden mit und ohne Wiirzebeliiftung gefiihrten
Hefen erkennen. Vielmehr wurden, anders als in den tbrigen Garungen, Gber den Garverlauf
nahezu konstante Enzymaktivitditen gemessen, so zeigten auch die ADH-Aktivitdten, die in
der Abbildung 96 dargestellt sind, vor allem gegen Ende der Hauptgdrung nur geringe
Expressionsraten.
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Abbildung 96: ADH-Aktivitdt und GL der Hefe aus der Propagation mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten
Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

Zwar waren am 2. und 4. Gartag jeweils tempordare Maxima in den ADH-Aktivitdten zu
beobachten, die in der beliifteten Garung leicht hdher ausfielen. Aber insgesamt lagen die
Werte nicht Gber denen in den Garungen P1-G4 und P2-G4 gemessenen Werten. Nur die mit
dem schnellen Eintreten in die Vermehrungsphase des Zellzyklus korrelierende GL bestatigt
den von den (ibrigen Garungen abweichenden physiologischen Zustand der Hefen in den
Garungen P3-G4.

Auch die aus der Abbildung 97 ersichtliche Entwicklung der ALDH-Aktivitaten der Hefen in
den Garungen P3-G4B und P3-G4U zeigt keine signifikante Abweichung zu dem in den
Ubrigen Garungen beobachtetem Verhalten. So kam es auch hier erst zu einem temporaren
Maximum wahrend der Angdrphase und nach einer Repression zwischen dem 1. und 3.
Gartag zu einer erneuten, allerdings sehr geringen Zunahme.
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Abbildung 97: ALDH-Aktivitat der Hefe und das Aktivitatsverhaltnis der Enzyme der Alkoholischen Garung
und des PDH-Bypasses aus der Propagation mit 8stiindiger Beliiftungspause im letzten Drittel des
Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

Auch das Verhaltnis von den Garungsenzymen PDC und ADH zu den Enzymen ALDH und ACS
der Biosynthese machte keinen Einfluss der zusatzlichen Wiirzebellftung in P3-G4B deutlich
und gab ebenso keinen Hinweis auf die zu Beginn der Garung verbesserten
Vermehrungseigenschaften der Hefen in P3-G4U. Auch im Vergleich zu den Ubrigen
Garungen in der 4. Fihrung konnte keine erhohte Verschiebung zu Gunsten der
Garungsenzyme beobachtet werden, sodass der in beiden Garungen zligigere Garverlauf
allein auf die zu Beginn bei beiden Garungen deutlich hohere Zellvermehrung
zurlickzufiihren war. Ob die besseren Vermehrungseigenschaften jedoch auf die
Propagationsbedingungen in P3-I8 zurlickfiihren sind, misste in weiteren Versuchen
bestatigt werden. Eine allgemein gliltige Aussage (iber den Einfluss der Propagation auf den
physiologischen Zustand der Hefe in der 4. Fihrung zu treffen, ist unter Anbetracht der
vielen vor allem im Pilotmal3stab vorhandenen Variablen nicht zuldssig.
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4.5.3 Einfluss erhohter Propagationsintensitit auf den physiologischen Zustand
und das Garverhalten der Hefe in Abhidngigkeit der Wiirzebeliiftung

Die in Kapitel 4.5.1 und 4.5.2 beschriebenen Hefen aus dem Propagationsprozess lagen trotz
der beobachteten Unterschiede und Verschiebungen im Metabolismus generell in einem
verhaltnismaBig guten physiologischen Zustand vor. Dennoch beeinflusste vor allem die
Prozessfihrung bei der Propagation und die Anzahl der FlUhrungen zusatzlich deren
physiologischen Zustand. Die nachfolgende Versuchsreihe sollte zeigen, in wie weit sich eine
zu intensiv betriebene Propagation auf die Hefephysiologie auswirkt, und welchen Einfluss
dann die moglichen Belilftungsvariationen in einem anschlieRenden Drauflassverfahren
auslben. Dazu wurden Hefen im 5 I-MaRstab auf Zellzahlen bis zu 200 Mio. Z/ml propagiert
und bei jeweils 160 (Bez. P160), 180 und 200 Mio. Z/m| (Bez. P200) wurde Hefe zum
Anstellen von Garungen entnommen.

In einer ersten Evaluierung der verschiedenen Belliftungsvariationen ergaben sich sowohl
positive, nicht erkennbare und negative Einflisse der zusatzlichen Sauerstoffversorgung
hinsichtlich der Zellzahlentwicklung, des Extraktabbaus und der pH-Wert Entwicklung. Aus
denen im Vorversuch getesteten Variationen der Woirzebeliftung wurden die
Randbedingungen der vollstindig bellfteten (Bez. P160DAB und P200DAB) und
unbeliifteten (Bez. P160DAU und P200DAU) Anstellverfahren ausgewahlt, um diese im 20 I-
MaBstab eingehender zu untersuchen. Zugleich wurde eine Gartemperatur von 12 °C
gewahlt, um ein mogliches Steckenbleiben der Garungen zu vermeiden.

Die Abbildung 98 zeigt das Verhalten der unterschiedlich behandelten Hefepopulationen
hinsichtlich des Extraktumsatzes und der Zellzahlentwicklung tiber den Garverlauf. Wahrend
sich zwischen den Hefen der Garungen P160DAU, P200DAB und P200DAU nur geringfligige
Unterschiede feststellen lieRen, wiesen die Hefen in P160DAB leicht bessere
Gareigenschaften auf. So erreichten die Hefen in dieser Garung mit 60 Mio. Z/ml eine um
fast 5 Mio. Z/ml hohere Konzentration tber die Hauptgarphase.
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Abbildung 98: Die Zellzahlentwicklung einer intensiv propagierten Hefe und der resultierende Extraktabbau
wahrend der Garung in Abhangigkeit der Beliiftungsstrategie des Drauflassverfahrens

Dies war vor allem auf die bereits nach 8 h ermittelte Zunahme von 15 auf 23 Mio. Z/ml
zuriickzufiihren, wohingegen bei den Ubrigen Garungen eine langere Adaptionsphase
bestand. Dieser Unterschied trug dazu bei, dass auch der Extraktabbau in P160DAB bereits
ab dem 1. Gartag zlgiger verlief als in den Ubrigen Garungen. Somit schienen sich der
frihere Entnahmezeitpunkt und die zusatzliche Beliiftung aller 4 Sude positiv auf die
Hefephysiologie und der resultierenden Gareigenschaften ausgewirkt zu haben. Dennoch
erreichten alle Garungen innerhalb von 5 bis 6 Gartagen die Schlauchreife und wiesen trotz
der bis zur Nahrstoffverarmung durchgefiihrten Propagation keine signifikanten Nachteile in

ihren Gareigenschaften auf.

Die Unterschiede in der Zellzahlentwicklung und des Extraktabbaus waren aber nicht auf
Unterschiede in den Aktivitaten der PDC zurickfihren. Wie die Abbildung 99 zeigt,
entwickelte sich die PDC-Aktivitat der Hefen in allen Garungen fast gleichermalRen. Nach der
bekannten Repression in der Angarphase stiegen diese liber den gesamten Garverlauf

konstant bis zum Ende der Garung.
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Abbildung 99: Die PDC-Aktivitdt einer intensiv propagierten Hefe wahrend der Garung in Abhangigkeit der
Belliftungsstrategie des Drauflassverfahrens

Allerdings konnte zum Zeitpunkt des Anstellens fiir beide Propagationshefen eine
vergleichsweise hohe PDC-Aktivitat von ca. 0,80 U/mg gemessen werden, die auf die
weitreichende Vermehrung bei der Propagation zurickzufiihren war. Die Sauerstoffzehrung
im Propagator war durch die hohe Konzentration an Hefezellen besonders grof, sodass eine
sonst angestrebte Sauerstoffsattigung der Wirze nicht mehr moglich war. Die trotz
standiger Bellftung partiell anaeroben Bedingungen flhrten vermutlich zu garungsahnlichen
Bedingungen. Auch die zum Ende der Garung von den Hefen erreichten PDC-Aktivitdten von
ca. 0,90 U/mg sind auf dem Niveau einer Erntehefe.

Zwar waren auch die ADH-Aktivitaten aller Hefen tendenziell vergleichbar, dennoch kam es
zu Unterschiede zwischen den Garungen. Ausgehend von einer im Gegensatz zur PDC-
Aktivitat fur eine Propagationshefe durchschnittliche Expression von ca. 0,05 U/mg wurde
diese von den Hefen, wie aus der Abbildung 100 ersichtlich, in den ersten 24 h auf Werte
zwischen 0,43 U/mg fur P200DAU und 0,52 U/mg fuir P200DAB gesteigert. Wahrend sich die
ADH-Aktivitaten der unbellfteten Hefen bis zum 2. Gartag weiter steigerten, blieb die
Expression in den Hefen der beliifteten Garungen fast konstant auf dem Niveau vom
1. Gartag.
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Abbildung 100: Die ADH-Aktivitat einer intensiv propagierten Hefe wihrend der Garung in Abhangigkeit der

Beliiftungsstrategie des Drauflassverfahrens

Die Hefen aus P160DAB, die den zligigsten Extraktumsatz aufwiesen, zeigten dabei die

niedrigste ADH-Aktivitat Uber den gesamten Garverlauf. Zum Zeitpunkt der Schlauchreife

hingegen lagen die gemessenen ADH-Aktivitdten der jeweils zusatzlichen mit Sauerstoff

versorgten Hefen unter denen der Unbelilifteten. Gleichzeitig waren die Aktivitaten von
P160DAB und P160DAU mit 0,24 und 0,37 U/mg etwas geringer als die von P200DAB und
P200DAU mit 0,39 und 0,47 U/mg. Bei den ALDH-Aktivitdten zeigten die 4 unterschiedlich
behandelten Hefen wiederum keine signifikanten Unterschiede und die aus der Abbildung

101 ersichtlichen Kurven ergaben einen mit den PDC-Aktivitaten vergleichbaren Verlauf auf

dem fir dieses Enzym charakteristischen Aktivitatsniveau.
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Abbildung 101: Die ALDH-Aktivitat einer intensiv propagierten Hefe wahrend der Garung in Abhéangigkeit der

Beliiftungsstrategie des Drauflassverfahrens

175



Ergebnisse

Die fiur die 1. Fihrung nach der Propagation bereits in den vorangegangenen Versuchsreihen
wiederholt beobachtete Repression im Anfangsstadium fiel fir alle Hefen gleichermalien
aus. Und auch die Steigerung in der Aktivitat erfolgte, analog zu denen der PDC, nahezu
konstant bis zum Erreichen des Schlauchzeitpunktes.

Die mit dem Zellwachstum in engem Zusammenhang stehenden ACS-Aktivitdten lieferten,
wie grundlegend bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben, keinen direkten Zusammenhang
zwischen der hoheren HZZ der Garung P160DAB und dem absolut gemessen Stoffumsatz.
Die Hefen aus P160DAB wiesen im Vergleich sogar das niedrigste Aktivitatsmaximum
wahrend der Vermehrungsphase am 1. und 2. Gartag auf. Die Abbildung 102 zeigt die ACS-
Aktivitaten der Hefen in den Drauflassverfahren tber die Gardauer.
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Abbildung 102: Die ACS-Aktivitét einer intensiv propagierten Hefe wihrend der Girung in Abhangigkeit der
Belliftungsstrategie des Drauflassverfahrens

Da aber auch im Verlauf und im Vergleich der ACS-Expression keine Erklarung fir die
hoheren HZZ der Garung P160DAB ersichtlich ist, sollte eine eventuell nicht erfasste, hohere
Anstellzellzahl mit in die Betrachtung der gewonnen Ergebnisse einbezogen werden. Aus den
ACS-Aktivitaten wird zuséatzlich ersichtlich, dass die bei einer HZZ von 200 Mio. Z/ml
entnommenen Zellen 9,5 h nach dem Anstellen eine intensivere Repression aufwiesen als
dies bei den Hefen in den Garungen P160DAB und P160DAU zu beobachten war. Deren
Aktivitat blieb zum gleichen Zeitpunkt mit 0,027 U/mg anndhernd auf demselben Niveau wie
zum Ende der Propagation.

Uber den weiteren Garverlauf war nicht, wie in den vorangegangen Versuchsreihen bei der
Verwendung von Propagationshefen in der 1. Fihrung beobachtet, eine signifikante
Abnahme in der ACS-Aktivitat nach der Vermehrungsphase zu beobachten. Nur die Aktivitat
der Hefen in P160DAB fiel leicht ab, wahrend die Gbrigen Hefen eine konstante Expression
der ACS-Aktivitat aufwiesen. Diese Entwicklung der ACS gibt einen zusatzlichen Hinweis auf
die bereits vor Ende der Propagation eingetretenen Garungsbedingungen wahrend der
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Herfliihrung und der damit verbundenen Veranderung im Hefestoffwechsel. Die aus den
Daten der Garungskontrolle und der Enzymaktivitaitsmessung nicht ersichtlichen negativen
Auswirkungen einer zu intensiv durchgefiihnrten Propagation auf die sensorischen
Qualitatseigenschaften der resultierenden Biere werden in Kapitel 4.7 erlautert.
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4.6 Die Aufnahme der Aminosauren durch die Hefe wiahrend der Garung

4.6.1 Aufnahme der Aminosduren durch die Hefe wihrend der Garung im
Drauflassverfahren

Die unter Propagationsbedingungen in Kapitel 4.3.2 dargestellte Gruppierung zur Aufnahme
der Aminosauren durch die Hefe wich stark von dem in der Literatur anhand einer o.g. Ale-
Hefe unter Garungsbedingungen beschriebenen Aufnahmeverhalten ab. Die im Anschluss an
die Propagationen PK8 und PK2 unternommen Garversuche sollten die Moglichkeit
Uberpriifen, ob eine generelle Ubertragung der Reihenfolge bei der Aufnahme auf den u.g.
Hefestamm W34/78 erfolgen kann, oder in wie weit die Aufnahme von der
Anstelltechnologie beeinflusst ist. Im Folgenden werden die Konzentrationen der einzelnen
Aminosauren in Garungen nach dem Drauflassverfahren in Abhangigkeit der Bellftung
dargestellt. Dabei wurden aus den o.g. Propagationen jeweils zwei Garungen mit je 3 Suden
bei einem Sudrhythmus von 2,5 h angestellt. In den Garungen DL1-1 und DL3-1 erfolgte nur
die Beliftung der jeweils ersten Sude und in den Garungen DL2-1 und DL4-1 eine Beliiftung
aller Sude. Um die Aufnahme der Aminosduren in der hier untersuchten 1. Flihrung im
Zusammenhang mit dem Garverlauf bewerten zu kénnen, sind in der Abbildung 103 die
Entwicklung der ZiS und die Extraktverlaufe der Garungen zusammengefasst.
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Abbildung 103: Extraktabnahme und Hefezellzahlentwicklungen der Versuchsgarungen zur Ermittlung der
Aminosaureaufnahme durch die Hefe wahrend der Garung im Drauflassverfahren in der 1. Fiihrung

Dabei zeigten die Garungen DL1-1, DL2-1, die mit Hefe aus der Propagation PK2 angestellt
wurden, und die Garung DL4-1 mit einer Hefegabe aus PK8 vergleichbare Kurven des
Extraktabbaus und der ZiS (ber den Garverlauf. Die jeweils maximale HZZ von ca.
50 Mio. Z./ml wurden dabei am 3. Gartag erreicht und nach 91 h wiesen die Garungen noch
einen scheinbaren Restextraktgehalt von ca. 4 Gew.-% auf. Nur die Hefen in DL3-1, die
ebenfalls aus PK8 stammten, zeigten mit 10% weniger ZiS wahrend der Hauptgdrphase und
mit einem nach 91 h um ca. 10% niedrigeren VG ein schwdcheres Garverhalten. Dieser
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schlechtere physiologische Zustand der Hefen in DL3-1 wirkte sich tendenziell auch negativ
auf die Verwertung des FANs aus, wie die Konzentrationsverldufe der Aminosduren
Asparaginsaure, Phenylalanin, Leucin und Valin in den nachfolgenden Diagrammen zeigen
werden.

Ahnlich wie unter Propagationsbedingungen erfolgte auch bei den hier untersuchten
Garungen eine Gruppierung der Aminosauren anhand ihrer Konzentrationsabnahmen uber
den Girverlauf. Dabei ergab sich wiederum nur eine begrenzte Ubereinstimmung mit der in
der Literatur vorgenommenen Einteilung und auch die in der Propagation beobachtete
Aufnahme war nur teilweise auf die Aufnahme in der Garung libertragbar. Die Abbildung 104
zeigt die Konzentrationsabnahmen der hier in Gruppe 1 zusammengefassten Aminosaduren
Asparagin, Serin, Asparaginsaure und Threonin, die alle eine sehr ziigige Aufnahme von
Beginn der Garung an erfuhren und fast vollstandig von der Hefe verwertet wurden. Diese 4
Aminosauren werden auch in der Literatur den am zlgigsten von der Hefe aufgenommenen
Aminosauren zugeteilt.
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Abbildung 104: Aminosauren mit unmittelbarer und vollstandiger Aufnahme durch die Hefe im
Drauflassverfahren in der 1. Fithrung

Die Aminosduren Asparagin und Serin, welche die Hefe vermutlich aufgrund ihrer
zusatzlichen funktionellen Gruppen auch bei der Propagation von Beginn an assimilierte,
wurden dabei ausgehend von Konzentrationen von 13,4 und 6,6 mg/100 ml in der
Anstellwirze bereits in den ersten 24 h fast vollstandig von der Hefe verwertet. Die
Aufnahme von iber 50% der Menge an Asparaginsadure erfolgte ebenfalls in den ersten 24 h,
wurde aber im weiteren Verlauf der Garung trotz steigender Zellzahlen reduziert. Im Falle
der Aminosadure Threonin kam es zwischen den einzelnen Garungen zu unterschiedlichen
Konzentrationsverlaufen. So war nach Abnahme in den Garungen DL1-1, DL2-1 und DL3-1 in
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den ersten 24 h eine erneute Zunahme in der Konzentration tber den Verlauf der Garungen
zu beobachten. Dies konnte entweder auf die Mdglichkeit der Hefe Aminosduren in
begrenztem Rahmen wieder aus der Zelle zu schleusen oder auf eine Schichtung der Sude im
Gartank und damit auf eine nicht reprasentative Probe zuriickzufiihren sein. Dennoch wurde
diese Aminosaure zum Ende in allen Garungen vollstandig von der Hefe aufgenommen.

Die Aminosauren Leucin, Methionin, Glutamin, Phenylalanin und Lysin bildeten die
2. Gruppe. Diese Aminosauren wurden ebenfalls, wie aus der Abbildung 105 anhand der
Konzentrationen Uber die Garung ersichtlich, von Beginn an durch die Hefe verwertet.
Wahrend in der Literatur Glutamin und Lysin ebenfalls der 1. Gruppe zugeteilt sind, werden
die Aminosauren Leucin und Methionin, wie auch in dieser Versuchsreihe, der 2. Gruppe
zugeschrieben. Das Aufnahmeverhalten von Phenylalanin wird in der Literatur hingegen als
langsamer beschrieben und soll nur in Abhangigkeit der Aufnahme der Aminosaure der
1. Gruppe erfolgen. Bei den Aminosduren Glutaminsaure, Arginin, Valin, Isoleucin und
Histidin konnte in dieser Versuchsreihe hingegen keine forcierte Aufnahme durch die Hefe
festgestellt werden, obwohl auch diese Aminosauren nach der klassischen Einteilung in der
1. und 2. Gruppe zu finden sind.
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Abbildung 105: Aminosauren mit unmittelbarer und sinkender Aufnahme durch die Hefe im
Drauflassverfahren in der 1. Fiihrung

Allerdings wurden diese fiinf Aminosauren hauptsachlich in den ersten 24 h von der Hefe
aufgenommen und im weiteren Verlauf fand eine deutlich eingeschriankte Verwertung statt,
was wiederum nicht mit der bisher bekannten Beschreibung zum Aufnahmeverhalten der
Hefe Ubereinstimmt. Keine der hier dargestellten Aminosauren wurde vollstandig von den
Hefen aufgenommen. Wie die DNA-Verteilungen der in Kapitel 4.5.1 und 4.5.2 untersuchten
Hefen zeigten, fand ein GroRteil der Hefevermehrung in den ersten 24 bis 48 h statt, sodass
die Aminosduren der 1. und 2. scheinbar eine vorrangige Bedeutung fiir die
Proteinbiosynthese der Hefe haben. In DL3-1 waren gegen Ende der Hauptgdrung leicht
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hohere Konzentrationen der Aminosdauren Phenylalanin, Leucin und Glutaminsdure zu
bobachten, was mit der geringeren Hefevermehrung in dieser Garung DL3-1
zusammenhangen konnte. Ein Hinweis auf eine zusatzliche Bedeutung der Wiirzebelilftung
flr die Assimilation der einzelnen Aminosauren konnte nicht festgestellt werden.

Die Aminosauren Isoleucin und Alanin bildeten unter garungstechnologischen Bedingungen
die 3. Gruppe, die sich durch eine nahezu konstante Aufnahme {ber die Garung
auszeichnete. Jedoch zeigten die jeweiligen Konzentrationsabnahmen im Zeitraum von 24
bis 48 h eine leichte Stagnation. Beide Aminosdauren weisen eine vollstandig mit
Kohlenstoffatomen besetzten Seitenketten auf und kénnten damit ahnliche Funktionen im

Stoffwechsel erfiillen. Die Konzentrationen der beiden Aminosduren sind in der Abbildung
106 dargestellt.
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Abbildung 106: Aminos3duren mit konstanter und nicht vollstandiger Aufnahme durch die Hefe im
Drauflassverfahren in der 1. Fiihrung

Bei einer Ausgangskonzentration von 12,2 und 8,2 mg/100 ml fir Isoleucin und Alanin sind
im Verlauf der Garung ca. 60 bzw. 70% dieser Aminosauren von der Hefe aufgenommen
worden. Da diese auch lber die Vermehrungsphase hinweg von der Hefe verwertet worden
sind, scheinen beide zwar eine fir die Vermehrung zweitrangige Bedeutung fir die
Hefevermehrung zu haben, aber dennoch fiir andere Funktionen im Metabolismus der Hefe
eine wichtige Rolle zu spielen.

Die Aminosauren Tyrosin, Valin und Tryptophan wurden nur zu Beginn der Garung, also
wahrend der fiir die Hefevermehrung malgeblichen Phase, aufgenommen und zeigten lber
die restliche Hauptgarphase keine weiteren, signifikanten Veranderungen in ihren
Konzentrationen. In der Abbildung 107 sind die Konzentrationsverldufe dieser drei
Aminosauren im Drauflassverfahren dargestellt.
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Abbildung 107: Aminosauren mit geringer Aufnahme durch die Hefe im Drauflassverfahren in der 1. Fiihrung

Insgesamt nahm die Hefe nur einen Anteil von ca. 40% dieser Aminosauren auf. Dies
entspricht einer kumulierten Menge von ca. 11 mg/100 ml. Wird eine Konzentration von
25 mg/100 ml zu Beginn der Garung zu Grunde gelegt, machen diese drei Aminosduren mit
den restlichen 15 mg/100ml bereits ca. 15 % des im Bier verbleibenden FAN aus.

Die Aminosauren Glycin und y-Aminobuttersdure, die auch unter Propagationsbedingungen
nur bei der Limitierung des FAN von der Hefe assimiliert wurden, sowie Glutaminsaure und
Arginin zeigten unter den Versuchsbedingungen gegenliber den Ubrigen Aminosduren
abnorme Konzentrationsverlaufe und bildeten die 5. Gruppe. Die Abbildung 108 stellt die
Konzentrationen im Verlauf der Garung gegenliber.
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Abbildung 108: Aminosauren mit geringer Aufnahme durch die Hefe im Drauflassverfahren in der 1. Fiihrung
und teils steigenden Konzentrationen im zweiten Teil der Hauptgarung

Zwar konnten auch in der 4. und 5. Gruppe mit Glycin, Tryptophan und Tyrosin Vertreter der
in der Literatur in Gruppe 3 zusammenfassten Aminosauren gefunden werden, aber trotz
dieser Ubereinstimmungen konnte in diese Versuchsreihe keine in der Angirphase
reprimierte Aufnahme beobachtet werden.
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Dabei zeigte die Aminosdure Glycin zwar einen ahnlichen Verlauf derer aus Gruppe 4,
allerdings stiegen die Konzentrationen lber den weiteren Garverlauf in 2 Tanks wieder an.
Da dies in den Drauflassverfahren mit nur einer Beliiftung des ersten Sudes zu beobachten
war, kénnte auch dies auf eine Schichtung im Gartank zurtickzufiihren sein und weniger auf
eine Exkretion durch die Hefe oder auf Unterschiede in der Hefephysiologie. Auch bei den
Aminosauren Glutamin und Arginin kam es nach einer Abnahme in den ersten 48 h im
weiteren Verlauf der Garung zu einem erneuten Anstieg im Medium. Mit einer
Konzentration von >1 mg/ 100ml lag Glutamin allerdings bereits in sehr niedrigen Mengen
vor, sodass hier evtl. auch die Messtoleranz der HPLC zu diesen Kurvenverlaufen beitrug.

4.6.2 Verdnderungen der Aminosaureaufnahme der Hefe iiber die Fithrungen in
Abhidngigkeit der Anstelltechnologie

Um Verdnderungen im Aminosaurebedarf und im Aufnahmeverhalten der Hefe in
Abhangigkeit des physiologischen Zustands zu ermitteln, wurden die Konzentrationen der
einzelnen Aminosaduren zusatzlich in der 3. Flihrung untersucht. Die aus DL1-1 bis DL4-1
weiter geflihrten Hefen sollen somit einerseits Aufschluss Uber den Bedarf einer im
ausgepragten garungsphysiologischen Zustand befindlichen Hefe an den einzelnen
Aminosauren geben und andererseits eine mogliche Abhéangigkeit von der
Bellftungsstrategie im Drauflassverfahren aufzeigen.

Die zu DL2-3 und DL4-3 unterschiedliche Bellftungsstrategie der Tanks DL1-3 und DL3-3, bei
der jeweils nur der 1. Sud beliftet wurde, wirkte sich in erster Linie auf die Entwicklung der
ZiS und die resultierenden Gareigenschaften aus. So ist anhand der in Abbildung 109
zusammen mit dem Extraktgehalt dargestellten HZZ zu erkennen, dass sich die Hefen in
diesen Garungen deutlich geringer vermehrt haben als die vollstandig beliifteten Hefen in
DL2-3 und DL4-3.
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Abbildung 109: Extraktabnahme und Hefezellzahlentwicklungen der Versuchsgarungen zur Ermittlung der
Aminosaureaufnahme durch die Hefe wahrend der Garung im Drauflassverfahren in der 3. Fiihrung
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Die erhohten ZiS der Garungen DL2-3 und DL4-3 fiihrten zudem dazu, dass auch der
Extraktumsatz in den verstarkt bellfteten Garungen zlgiger verlief und nach 5 Gartagen ca.
1 Gew.-% mehr Extrakt vergoren war als in DL1-3 und DL3-3.

Allerdings wirkten sich diese Unterschiede in den Gareigenschaften scheinbar nicht generell
auf die Aminosadureverwertung aus. Vielmehr schienen die unterschiedlichen O,-
Konzentrationen von 2 und 8 mg/l wahrend des vorangegangenen Propagationsprozesses
verantwortlich flir Abweichungen in der Assimilation der Aminosduren zu sein. Zwar waren
bei den meisten Aminosduren keine Unterschiede zwischen der 1. und 3. Fihrung sowie
zwischen den einfach und komplett bellifteten Garungen zu beobachten, aber bei den in
Abbildung 110 dargestellten Konzentrationen der Aminosdauren Asparaginsdure,
Glutaminsdure, Alanin, Valin und Arginin zeigten die Hefen in den Garungen aus der

Propagation PK8 (DL1-3 und DL2-3) unabhangig von der vorgenommen Gruppierung eine
teilweise deutlich geringere Aufnahme
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Abbildung 110: Aminosaduren mit verdnderter Aufnahme durch die Hefe in der 3. Fiihrung in Abhdngigkeit
der Anstelltechnologie

Dabei blieben die grundlegenden Aufnahmeeigenschaften der Hefe gréRtenteils auch in der
3. Fihrung im Vergleich zur ersten Fihrung erhalten, allerdings kam es korrelierend mit der
etwas geringeren Zellzahlentwicklung zu einer leicht schleppenderen Aufnahme des
gesamten FAN. Nur im Falle von Valin konnte in den Garungen DL3-3 und DL3-4 eine
generell verstarkte Aufnahme in der 3. Fihrung der aus der Propagation PK2 stammenden
Hefen beobachtet werde.
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4.6.3 Aufnahme der Aminosiuren durch eine intensiv propagierte Hefe bei der
Garung im Drauflassverfahren

Die Aminosauren der Wiirze stellen anders als die Zucker den limitierenden Faktor bei der
Hefepropagation in der Brauerei dar und sollten in einem auf die Hefephysiologie
abgestimmten Prozess nicht vollstandig aufgezehrt werden. Um das Aufnahmeverhalten
einer Hefe, die Uber den Zeitpunkt der vollstandigen Zehrung der Aminosduren weiter
propagiert wurde und damit einem Mangel an FAN ausgesetzt wurde, zu beschreiben,
wurden bei den Versuchsreihen zum Garverhalten einer solchen intensiv propagierten Hefe
auch die Aminosaurekonzentrationen in den jeweiligen Drauflassverfahren erfasst.

Obwohl auch in dieser Versuchsreihe nur geringe Unterschiede in Abhangigkeit der
gewahlten Bellftungsvariationen zu beobachten waren, wurde bei einigen Aminosauren ein
abweichendes Assimilationsverhalten der tber die Nahrstofflimitierung hinaus propagierten
Hefen gegenliber den Hefen in den Garungen DL1-1 bis DL1-4 deutlich. So kam es generell zu
einer langsameren Aufnahme fast aller Aminosauren im Vergleich zu den in Kapitel 4.7.1 und
4.7.2 beschriebenen Drauflassverfahren. Dennoch wurden die Aminosauren Asparagin und
Serin, die auch zuvor unter Propagationsbedingungen in die 1. Gruppe eingeteilt wurden, am
schnellsten und wie aus der Abbildung 111 ersichtlich, vollstandig von der Hefe verwertet.
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Abbildung 111: Aminosduren mit unmittelbarer und vollstandiger Aufnahme durch eine intensiv propagierte
Hefe wahrend der Garung im Drauflassverfahren

Diese beiden Aminosduren scheinen somit von enormer Bedeutung fir die
Proteinbiosynthese der Hefe zu sein. Wahrend allerdings die Hefen aus einem optimalen
Propagationsprozess diese beiden Aminosduren bereits nach 24 h fast vollstandig
aufgenommen hatten, brauchten die intensiv propagierten Hefen dazu ca. 24 h langer.

Die in der vorangegangenen Versuchsreihe ebenfalls von der Hefe zligig und vollstandig
aufgenommene Aminosdure Asparaginsaure wurde zwar ebenfalls von Beginn an assimiliert,
allerdings erfolgte die vollstandige Zehrung bei den hier untersuchten Hefen teilweise erst
am 5. Gartag. Die Aminosduren Glutaminsaure, Lysin, Leucin, Phenylalanin und Arginin
zeigten einen, wie aus der Abbildung 112 ersichtlich, vergleichbaren Konzentrationsverlauf
und bilden hier die 2. Gruppe.
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Abbildung 112: Aminosauren mit kurzer Repressionsphase und weitreichender Aufnahme durch eine intensiv
propagierte Hefe wahrend der Garung im Drauflassverfahren

Allerdings wurde keine der o.g. Aminosduren vollstandig von der vorliegenden Hefe
verwertet. Aber wie in den Garungen DL1-1 bis DL1-4 konnten 4 der hier dargestellten
Aminosauren (Glutaminsaure, Lysin, Leucin, und Phenylalanin) ebenfalls in die 2. Gruppe
eingeteilt werden und scheinen damit von besonderer Bedeutung fiir den Metabolismus der
Hefe zu sein. Dahingegen schien Arginin mit seinen zusatzlichen Aminogruppen fir die
vorliegende Hefe an Wertigkeit zugenommen zu haben, da es in den Garungen DL1-1 bis
DL1-4 besonders in der 2. Halfte der Hauptgarung nicht mehr assimilierte wurde. Auch
Glutaminsdure wurde in dieser Versuchsreihe deutlich schneller von der Hefe verwertet,
sodass sich hier eine weitaus groRere Ubereinstimmung mit der aus der Literatur bekannten
Einteilung ergab. Dies konnte darauf schliefen lassen, dass die friiheren Untersuchungen
zum Aufnahmeverhalten an Hefe in einem schlechten physiologischen Zustand erfolgten.

Die Abbildung 113 fasst die Aminosauren zusammen, die zwar ebenfalls zu Beginn der
Garung von den Hefen aufgenommen wurden, aber im weiteren Verlauf nur noch eine
geringe Veranderung in der Konzentration erfuhren. Auch Threonin, das von der optimal
propagierten Hefe noch vollstandig aufgezehrt wurde, fiel in dieser Versuchsreihe in diese
Gruppe.
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Abbildung 113: Aminosauren mit unmittelbarer und weitreichender Aufnahme durch eine intensiv
propagierte Hefe wahrend der Garung im Drauflassverfahren

Allerdings konnte wiederum keine forcierte Aufnahme von Glutaminsdure nachgewiesen
werden und demnach scheint die in der Literatur vorgenommen Einteilung dieser
Aminosaure in die 1. Gruppe auch unter Berlicksichtigung der Verschiebungen in
Abhangigkeit der Hefephysiologie nicht zutreffend zu sein. Gleichzeitig scheint die Steuerung
der Transportsysteme fir die Aminosauren nicht einer gleichbleibenden Regulation zu

folgen, sondern kann von der Hefe in gewissem Male an die Bediirfnisse des
Eiweillstoffwechsels angeglichen werden.

Bei den Aminosduren Alanin, Isoleucin, Tyrosin und y-Aminobuttersaure konnte nur eine
vergleichsweise geringe Aufnahme durch die bis zum FAN-Mangel popagierte Hefe Uber den
gesamten Garprozess festgestellt werden. Die Konzentrationen dieser 4 Aminosauren sind in
der Abbildung 114 ebenfalls Gber den Garverlauf dargestellt.
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Garung im Drauflassverfahren

Abbildung 114: Aminosaduren mit geringer Aufnahme durch eine intensiv propagierte Hefe wahrend der

Wie auch bei den bis zu einer HZZ von 100 bis 120 Mio. Z/ml ohne Limitierung des FAN
durchgefiihrten Propagationen PK8 und PK2 scheint die tertidre y-Aminobuttersaure keine
besondere Bedeutung fir den Hefestoffwechsel unter Garungsbedingungen zu haben.
Demnach sollte diese Aminosaure, anders als in der Mebak Vorschrift zu FAN-Analyse mittels
HPLC beschrieben, nicht weiter in die Berechnung des FAN einbezogen werden.

Insgesamt ergeben sich aus den in dieser Forschungsarbeit prasentierten Ergebnissen
Hinweise darauf, die Bewertung der FAN Ausstattung sowohl hinsichtlich der Hefestamme
als auch in Abhangigkeit des physiologischen Zustandes der Hefe zu betrachten. Zudem
ergeben die aufgezeigten Unterschiede in der Bedeutung der einzelnen Aminosduren
Ansatze, die bis dato postulierten Regeln zu (iberarbeiten. Ein Vorschlag zur Einteilung der
Aminosauren wird in den Kapiteln 5.3 und 5.4 dargestellt.
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4.7 Einfluss der Hefephysiologie und der Steuerungsparameter auf das GNP-
Spektrum, die Bierqualitiat und Bieralterung

4.7.1 Einfluss verschiedener Hefestimme auf das GNP-Spektrum der Biere

Der brauereieigene Biergeschmack wird malgeblich (iber den verwendeten Hefestamm
beeinflusst. Die Moglichkeiten, die Hefephysiologie und damit die Auspragungen im
Stoffwechsel Uiber die Garungsparameter weiterhin zu steuern, wurden in den
vorangegangenen Kapiteln deutlich gemacht. Dennoch ergeben vor allem die Analysen der
resultierenden Bierqualitat dieser Versuchsreihe, die mit unterschiedlichen Hefestammen
unter identischen Versuchsbedingungen durchgefiihrt wurden, zusammen mit
resultierenden Bierqualitdt aus den Ubrigen Versuchsreihen einen Aufschluss Utber die
Gewichtung zwischen eingesetztem Hefestamm und der verwendeten Technologie.

Die Tabelle 20 zeigt die Zusammensetzung der GNP und deren Unterschiede auf, die allein
auf die Hefestamme zurlickzufihren sind. Dabei wird deutlich, dass meist nicht das
vollstandige Spektrum der GNP variiert, sondern vielmehr einzelne Komponenten von den
jeweiligen Hefestammen verstarkt oder weniger intensiv gebildet wurden.

Tabelle 20: Einfluss des Hefestammaes auf das GNP-Spektrum des Bieres

GNP [mg/I] W 128 W 34/70 W 69 W 34/78 W 194 W 66/70
Acetaldehyd 8,20 7,60 8,50 5,40 8,00 8,10
Ethylacetat 14,1 15,2 10,5 16,5 14,9 13,4
n-Propanol 6,0 5,9 6,5 6,4 6,0 6,6
i-Butanol 6,5 5,5 5,7 5,5 5,8 4,0
i-Amylacetat 1,4 1,6 1,1 1,6 1,2 1,1
Amylalkohol 32,0 28,8 30,1 29,2 28,2 24,3
2-Phenylethanol 27,9 25,0 20,7 28,0 22,2 22,2
Diacetyl, gesamt 0,07 0,05 0,08 0,04 0,08 0,08
2,3-Pentandion, gesamt 0,04 0,03 0,04 0,03 0,05 0,04
Y hohere Alkohole 72,4 65,2 63,0 69,1 62,2 57,1
3 Ester 15,5 16,8 11,6 18,1 16,1 14,5
¥ VDKs 0,11 0,08 0,12 0,07 0,13 0,12

Die entsprechende Acetaldeydkonzentration im fertigen Bier lasst auf einen besonders
weitreichenden Abbau durch die Hefen vom Stamm W34/78 schlieRen. Wahrend in den
ubrigen Bieren Konzentrationen von 7,6 bis 8,5 mg/l gemessen wurden, wies das aus der
Garung mit dem Stamm W34/78 stammenden Bier einen deutlich geringeren Gehalt von
5,4 mg/| auf. Dabei sollte jedoch die hohere Garintensitat dieses Hefestammes berlicksichtig
werden, da aufgrund des zligigeren Extraktumsatzes vermutlich auch die CO,-Wasche und
damit ein Austreiben des Acetaldehyds verstarkt wurde.
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Beim Stamm W 69 wirke sich vor allem die geringere Konzentration an Ethylacetat auf eine
generell niedrigere Esterkonzentration aus. So konnten bei den Estern insgesamt Werte
zwischen 11,6 und 18,1 mg/I festgestellt werden. Dies zeigt, dass mit einer Variation des
Hefestammes eine Verdanderung von bis zu ca. 30% erreicht werden kann. Auch die héheren
Alkohole wiesen Unterschiede von bis zu 25% auf ohne dass eine Korrelation zwischen
niedrigen Estergehalten und den Konzentrationen der héheren Alkohole zu beobachten war.
So wies das Bier aus der Garung mit dem Stamm W 66/70 die im Vergleich zu den Ubrigen
Resultaten geringste Konzentration an i-Butanol und Amyalkohol auf, was auch die
niedrigste Summe an hoheren Alkoholen zu Folge hatte, dennoch lag mit 14,5 mg/l ein
durchschnittlicher Estergehalt vor. Dem gegeniiber konnte im Bier aus der Garung mit dem
Stamm W 128 ein Gehalt an hoheren Alkoholen von 72,4 mg/| festgestellt werden, was
gleichzeitig das Maximum der vorliegenden Versuchsbiere darstellte. Da aber nur bei dem
generell in niedrigen Konzentrationen vorliegenden 2,3-Butandiol ein signifikant héherer
Wert festgestellt werden konnte, wird deutlich, dass dieser Hefestamm zu einer insgesamt
verstarkten Bildung an hoheren Alkoholen neigt.

Die VDK waren bei allen Bieren bis unterhalb der geforderten Grenzwerte abgebaut und
wurden auch in den nachfolgenden sensorischen Analysen nicht beanstandet. Die
weitgehendste Reduktion an Diacetyl und Pentandion wurde bei den beiden eng
verwandten Stammen W34/70 und W34/78 beobachtet, die sich allerdings in den Ubrigen
GNP doch teilweise deutlich voneinander unterschieden. So ergab sich insgesamt eine
geringfugig hhere GNP-Bildung des Stammes W 34/78.

Da der physiologische Zustand der Hefe in engem Zusammenhang mit dem Lipidstoffwechsel
steht, wurden in dieser Versuchsreihe zudem die Konzentrationen der freien FS und FS-Ester
in den fertigen Bieren analysiert. Dies sollte Erkenntnisse (iber mogliche Wechselwirkungen
zwischen den Vermehrung- und Garungseigenschaften der einzelnen Hefestimme und den
resultierenden Lipidgehalten im Bier ermoglichen. Die jeweiligen Konzentrationen sind in der
Tabelle 21 dargestellt.
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Tabelle 21: Einfluss des Hefestammes auf die Konzentrationen der Fettsduren und Fettsdureester im Bier

Fettsdure und

Fettsiureester [mg/l] W128 W34/70 W69  W34/78 W194 W 66/70

i-Valerinsaure 1,2 1,0 0,8 0,9 1,0 0,7
Hexansaure 3,6 4,9 3,6 4,6 4,1 3,7
Octansdure 5,9 8,2 6,5 6,9 6,3 6,7
Decansdure 1,2 2,0 1,4 0,8 0,9 0,7
Summe Fettsauren 11,9 16,1 12,3 13,2 12,3 11,8
Buttersadureethylester 0,12 0,12 0,09 0,14 0,14 0,13
Essigsaureisobutylester 0,08 0,09 0,06 0,10 0,09 0,05
Essigsdure-2-

Pheiylethylester 0,80 0,91 0,57 0,94 0,71 0,73
Hexansaureethylester 0,22 0,32 0,23 0,28 0,27 0,24
Octansdureethylester 0,26 0,32 0,29 0,33 0,29 0,34
Decansaureethylester 0,04 0,10 0,07 0,04 0,02 0,04
Summe Fettsaureester 1,52 1,86 1,31 1,83 1,52 1,53

Trotz geringer Schwankungen bei den einzelnen freien FS war mit Ausnahme vom Stamm
W 34/70 kein Einfluss der verschiedenen Hefepopulationen sichtbar. Wahrend die ubrigen
Konzentrationen in einem engen Bereich von 11,8 bis 13,2 mg/| vorlagen, erreichte die
Konzentration der freien FS in dem aus der Garung mit dem Stamm W 34/78 resultierenden
Bier in der Summe einen Wert von 16,1 mg/l und lag damit deutlich héher.

Bei den FS-Estern hingegen fielen die Unterschiede gréRer aus. Dabei konnten in den Bieren
aus den Garungen mit den Stammen W 128, W 194 und W 66/70 jeweils nahezu identische
Konzentrationen gemessen werden, die gleichzeitig mit 1,52 bzw. 1,53 mg/l einen
Mittelwert fir die hier untersuchten Biere darstellten. Aufgrund der niedrigeren
Konzentrationen an Estern mit kurzkettigen FS und dem Essigsdure-2-Phenylethylester lag
die Gesamtkonzentration bei der Verwendung des Stammes W 69 mit 1,31 mg/l deutlich
darunter. Unterdessen zeigten die Stamme W 34/70 und W34/78 mit 1,86 und 1,83 mg/| die
hochsten Konzentrationen, die in diesem Fall vorwiegend auf die langerkettigen FS-Ester
zuriickzufiihren waren. Da sich aus den Konzentrationen der freien FS und FS-Estern in
dieser Versuchsreihe keine signifikante Abhangigkeit von den Gareigenschaften und dem
physiologischen Zustand der Hefen ableiten lie8, wurde in den nachfolgenden Versuchen auf
diese aufwendige und teuren Analyse verzichtet. Vielmehr scheinen die Konzentrationen der
Lipide eine GroRe fiir den jeweilig verwendeten Hefestamm zu reprasentieren.
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4.7.2 Einfluss des Hefestammes auf die Bierqualitit und Bieralterung

Neben den GNP spielen fiir die Qualitdt der Biere auch die chemisch-technischen
Analysenparameter und die sensorische Beurteilung eine bedeutende Rolle. Zudem soll in
diesem Kapitel anhand der Alterungsindikatoren in den einzelnen Bieren auch der Einfluss
des Hefestammes auf die Geschmacksstabilitat aufgezeigt werden und damit wiederum die
Grundlage geschafft werden, die technologischen Maoglichkeiten zur Verbesserung der
Stabilitatseigenschaften zu evaluieren. Die Ergebnisse der klassischen chemisch-technischen
Bieranalysen aus mit den verschiedenen Hefestammen durchgefiihrten Garungen sind in der
Tabelle 22 zusammengefasst.

Tabelle 22: Einfluss des Hefestammes auf die chemisch-technischen Qualitdtsmerkmale des Bieres

W 128 W 34/70 W 69 W 34/78 W 194 W 66/70

Stammwiirze [Gew. %] 11,43 11,62 11,56 11,51 11,56 11,46
Alkohol [Vol. %] 4,69 4,76 4,74 4,79 4,47 4,87
Extrakt scheinbar [Gew. %] 2,59 2,66 2,65 2,50 3,17 2,29
AusstoB3-V° scheinbar [%] 78 78 78 79 74 81

pH-Wert 4,37 4,43 4,31 4,36 4,43 4,29

Nicht zuletzt aufgrund der unterschiedlichen Gareigenschaften der einzelnen Hefestamme
wiesen auch die resultierenden Biere Unterschiede im scheinbaren VG und den damit
verbundenen Restextrakt- und Alkoholgehalten auf. So lag der VG im Bier aus der Garung
mit dem Stamm W 194, der auch die schlechtesten Gareigenschaften zeigte, mit 74% ca. 4%
unter dem der anderen Biere. Der als Staubhefe charakterisierte Stamm W 66/70 hingegen
erreichte erwartungsgemall mit 81% den hoéchsten VG und damit auch den hdchsten
Alkoholgehalt von 4,87 Vol.-%. In diesem Bier wurde gleichfalls mit 4,29 der niedrigste pH-
Wert gemessen. Wahrend die mit den Stammen W 128, W 69 und W 34/78 hergestellten
Biere ebenfalls niedrige pH-Werte im Bereich von 4,31 bis 4,37 erreichten, lagen die Biere,
bei denen die Stamme W 34/70 und W 194 eingesetzt wurden, leicht dariiber, wiesen aber
mit 4,43 einen immer noch sehr guten pH Sturz auf, und somit unterschritten alle Biere den
angestrebten pH Wert von 4,50.

Die Bedeutung des Hefestammes fiir die Bieralterung wurde in der Vergangenheit
hauptsachlich mit der Bildung und der resultierenden SO,-Konzentrationen im fertigen Bier
in Zusammenhang gebracht. Allerdings bleibt bei dieser Vorgehensweise stets zu bedenken,
dass durch eine Fokussierung auf die SO, Gehalte die eigentliche Qualitatsbeurteilung meist
eine untergeordnete Rolle spielte. Deswegen standen bei den vorliegenden Bieren die
sensorische Beurteilung der Qualitdt und die allgemeine Zusammensetzung der
Alterungsindikatoren in den frischen und forciert gealterten Bieren im Vordergrund. Die
Tabelle 23 fasst die Resultate der mittels GC-Analysen durchgefiihrten Bestimmung der
Alterungsindikatoren zusammen.
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Tabelle 23: Einfluss des Hefestammes auf die Konzentrationen der Alterungsindikatoren

Alterungsindikatoren W128 W34/70 W69  W34/78 W194 W 66/70

[me/I]

2-Methyl-Butanal 5 4 7 4 5 8
3-Methyl-Butanal 18 14 19 13 20 20
2-Furfural 119 89 123 109 120 122
5-Methyl-Furfural <1 <1 <1 <1 <1 <1
Benzaldehyd <1 <1 <1 <1 <1 <1
2-Phenyl-Ethanal 27 23 27 26 32 31
::t:\rstemsaure-Dlethyl- 12 9 10 15 10 12
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 93 88 90 99 84 100
::tZ?ylessigséure-Ethyl- ) 5 ) 3 ) )
2-Propionyl-Furan n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
2-Acetyl-Furan <1 <1 <1 <1 <1 3
v-Nonalacton 95 93 68 72 62 71
Y Warmeindikatoren 214 182 191 181 182 193
YSauerstoffindikatoren 50 41 53 43 57 59
> Alterungskomponenten 273 230 249 238 246 261

Die Konzentrationen der Alterungsindikatoren lagen insgesamt betrachtet bei alle Bieren in
einem tendenziell vergleichbaren Bereich. Die grofSten Unterschiede konnten bei denen als
Warmeindikatoren geltenden 2-Furfural und y-Nonalacton sowie in der Summe der
Sauerstoffindikatoren gemessen werden. Die niedrigste Konzentration an 2-Furfural wies
dabei das mit dem Stamm W 34/70 hergestellte Bier auf. Dies kann allerdings aufgrund der
parallelen Prozessfiihrung nicht auf Unterschiede in der thermischen Belastung der Wiirze
zurlickgefihrt werden. Nur die héhere Garintensitat und die daraus resultierende kiirzere
Hauptgarphase kdnnte in Zusammenspiel mit dem Reduktionsvermdgen dieser Hefen hierfiir
ausschlaggebend gewesen sein. Obwohl in diesem Bier mit 93 pg/l die zweithochste
Konzentration an y-Nonalacton gemessen wurde, war es das mit der niedrigsten
Gesamtkonzentration an Alterungsindikatoren, was auch auf die niedrigen Konzentrationen
der Sauerstoffindikatoren zuriickzufihren ist. Auch das Bier aus der Garung mit dem Stamm
W34/78 zeigte eine vergleichsweise niedrige Konzentration an Warme- und
Sauerstoffindikatoren und gibt aufgrund der engen Verwandtschaft zum Stamm W34/70
einen Hinweis auf die Bedeutung des Hefestammes. Da auch die Wiirzebelliftung fir alle
Garungen identisch durchgefiihrt wurde, sind die Unterschiede maRgeblich auf den Einfluss
des Hefestammes zurilickzufiihren. Die hdchsten Konzentrationen an Alterungsindikatoren
wurden hingegen bei den Stammen W 128 und W 66/70 gemessen, die beide eine
durchschnittliche Garintensitat zeigten.
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Auch die Ergebnisse der sensorischen Beurteilung zeigen das liberaus grofle Potential aller
getesteten Hefestdmme ein qualitativ hochwertiges Endprodukt herzustellen. So wurden die
frischen Biere mit hervorragenden DLG-Noten von 4,4 bis zu 4,7 bewertet. Nur das aus der
Fermentation mit dem Stamm W 69 hergestellte Bier wurde, wie aus der Tabelle 24
ersichtlich, geringfligig schlechter bewertet und nach der forcierten Reifung nicht mehr von
allen Verkostern als rein beschrieben. Insgesamt zeigten jedoch alle Biere eine gute
Alterungsstabilitat.

Tabelle 24: Einfluss des Hefestammes auf die sensorischen Eigenschaften des Bieres

W 128 W 34/70 W 69 W 34/78 W 194 W 66/70

frisch  gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt.
Reinheit des 45 43 43 4,3 43 3,8 4,3 4,0 4,8 4,3 44 3,9
Geruchs
Reinheit des 4,8 43 45 4,0 4,6 3,8 4,8 4.4 5,0 4,5 4,8 4,6
Geschmacks
Vollmundigkeit 4,8 4,5 5,0 4,5 3,9 3,8 4,8 48 - 4 49 49
Rezenz 5,0 5,0 4,8 4,8 3,8 3,8 4,8 4,8 5,0 5,0 4,9 4,9
Quall.tat 4,0 4,0 4,0 4,0 4,2 3,9 4,4 4,4 4,0 3,8 4,6 4,3
der Bittere
Gesamtnote 4,6 4,3 4,4 4,2 4,2 3,8 4,6 4,4 4,7 4,3 4,7 4,4

Dass allerdings der Hefestamm scheinbar auch Auswirkungen auf die Wahrnehmung der
Bittere hat, zeigte das mit dem Stamm W 66/70 hergestellte Bier. Trotz der fir alle Biere
identischen Anstellwiirze wurde die Qualitat der Bittere um bis zu 0,5 Punkte besser
bewertet als bei den Vergleichsbieren.

4.7.3 Die Bedeutung des Propagationsprozesses fiir das GNP Spektrum des Bieres
in Anhangigkeit der Wiirzebeliiftung

Die Ergebnisse aus den Kapiteln 4.8.1 und 4.8.2 sollten dazu beitragen, den Einfluss der
Technologie, insbesondere des Sauerstoffs bei Propagation und Garung, in einem besseren
Rahmen bewerten zu konnen. In wie weit sich unterschiedliche 0,-Konzentrationen in
kontinuierlich oder intervallbellifteten Propagationen in Abhadngigkeit der Wiirzebelilftung
auf das GNP-Spektrum der resultierende Biere auch liber mehrere Fliihrungen auswirkten,
zeigen die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse.

Die Tabelle 25 stellt die GNP-Spektren der Biere aus denen im Anschluss an die
Propagationen PK2 und PK8 durchgefiihrten Garungen gegeniiber. Die mit jeweils 3 Suden
im Drauflassverfahren angestellten Garungen DL1-1 bis DL4-1 unterschieden sich, wie
bereits im Kapiteln 3.4.1 beschrieben, einerseits in der O,-Konzentration wahrend der
kontinuierlich beliifteten Propagationsprozesse und andererseits in der Belliftungsstrategie
bei Anstellen.
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Tabelle 25: Die GNP-Spektren des Bieres in Abhdngigkeit der Sauerstoffkonzentration bei der Propagation
und der Beliiftungsstrategie beim Drauflassverfahren in der 1. Fiihrung

PK2 (0, =2 mg/l) PK8 (0, = 8 mg/I)
GNP [mg/I] DL1-1 DL2-1 DL3-1 DL4-1
Acetaldehyd 5,3 5,3 6,7 5,0
Ethylacetat 12,6 11,3 12,2 11,4
n-Propanol 15,0 13,4 14,8 15,6
i-Butanol 9,2 8,5 9,1 9,7
i-Amylacetat 1,0 0,9 1,0 0,9
Amylalkohol 46,2 43,7 45,7 47,1
Diacetyl, gesamt 0,04 0,04 0,04 0,04
2,3-Pentandion, gesamt 0,02 0,02 0,02 0,02
> hohere Alkohole 70,4 65,6 69,6 72,4
> Ester 13,6 12,2 13,2 12,3
> VDKs 0,06 0,06 0,06 0,06

Die Konzentrationen in den GNP lassen nur im Falle des Ethylacetats einen signifikanten
Einfluss der Wirzebelilftung erkennen. Hier wirkte sich die Beliftung aller Sude in den
Garungen DL2-1 und DL4-1 auf eine um ca. 1 mg/| geringere Bildung an Ethylacetat aus. Der
vorgeschaltete Propagationsprozess schien hingegen keinen ausreichenden Einfluss auf den
Hefemetabolismus in Zusammenhang mit der Bildung der GNP gehabt zu haben. Dennoch
kam es zwischen den einzelnen Bieren zu Unterschieden bei den héheren Alkoholen von bis
zu 7 mg/l.

Die Ergebnisse aus der 1. Fihrung der Garungen DL1-1 bis DL1-4 zeigten die scheinbar doch
geringe Bedeutung der Wiirzebeliiftung fir das Bieraroma im Drauflassverfahren. Die in der
Tabelle 26 zusammengefassten Analysen der GNP der aus der 2. Fiihrung stammenden Biere
machen jedoch die Bedeutung eines ausgepragten garungsphysiologischen Zustands fiir das
Aromaprofil eines Bieres deutlich. So konnten z.B. bei Ethylacetat deutlich héhere Werte
gemessen werden, wahrend die Konzentrationen an n-Propanol als Teil der hoheren
Alkohole bei allen Bieren sanken.
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Tabelle 26: Die GNP-Spektren des Bieres in Abhdngigkeit der Sauerstoffkonzentration bei der Propagation
und der Beliiftungsstrategie beim Drauflassverfahren in der 2. Fiihrung

PK2 (0, =2 mg/l) PK8 (0, = 8 mg/I)
GNP [mg/I] DL1-2 DL2-2 DL3-2 DL4-2
Acetaldehyd 4,9 3,2 4,1 5,3
Ethylacetat 18,4 22,2 21,8 16,7
n-Propanol 11,3 11,8 11,6 10,7
i-Butanol 8,8 9,4 8,4 8,1
i-Amylacetat 1,5 1,8 1,8 1,5
Amylalkohol 43,0 441 41,6 41,0
Diacetyl, gesamt 0,05 0,04 0,03 0,03
2,3-Pentandion, gesamt 0,04 0,03 0,02 0,03
> hohere Alkohole 63,1 65,3 61,6 59,8
> Ester 19,9 24,0 23,6 18,2
> VDKs 0,05 0,07 0,05 0,06

Die Konzentrationen an Ethylacetat stiegen von 11,3 bis 12,6 mg/l in der 1. Fihrung auf 16,7
bis 22,2 mg/l in der 2. Fihrung. Trotz der groRen Abweichung zwischen den einzelnen Bieren
konnte allerdings kein signifikanter Einfluss der untersuchten Prozessparameter mehr
festgestellt werden. Auch die Konzentrationen an i-Amylacetat stiegen in der 2. Flihrung
teilweise um Uber 50%, sodass insgesamt eine Steigerung der Ester von durchschnittlich
12 mg/l auf Uber 20 mg/l gemessen wurde. Dem gegeniliber sind nicht nur die
Konzentrationen an i-Butanol gesunken, sondern auch die der lbrigen héheren Alkohole
sind tendenziell zuriickgegangen. Nur bei der Garung DL2-1 konnte insgesamt kein
Unterschied zwischen der 1. und 2. Fihrung festgestellt werden.

Somit fand insgesamt eine Verschiebung in der Synthese der GNP durch die Erntehefen in
den hier untersuchten Garungen statt. Die Tabelle 27 stellt das stark abweichende Verhaltnis
zwischen den Estern und héheren Alkoholen der Biere aus 1. und 2. Filhrung gegentber.

Tabelle 27: Das Verhdltnis von héheren Alkoholen zu Estern in der 1. und 2. Fiihrung des Drauflassverfahrens

PK2 (0, =2 mg/l) PK8 (0, = 8 mg/I)

DL1 DL2 DL3 DL4
Hohere Alkohole/Ester (1. Fiihrung) 5,2 5,4 5,3 5,9
Hohere Alkohole/Ester (2. Fiihrung) 3,2 2,7 2,6 3,3

Die aus dem Hefemetabolismus abgeleitete Variation in der Bellftungsstrategie des
Propagationsprozess, die in den Versuchen PI0 und PI8 untersucht wurden, hatte aufgrund
des veranderten physiologischen Zustands der Hefe neben der positiven Entwicklung in den
Gareigenschaften ebenfalls Veranderungen in der Zusammensetzung der GNP zur Folge. Wie
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die Tabelle 28 zeigt, Uberwog der Einfluss der Propagation deutlich gegenlber dem der
Bellftung.

Tabelle 28: Einfluss der 8stiindigen Intervallbeliiftung bei der Propagation und der Wiirzebeliiftung beim
Anstellen auf das GNP-Spektrum des Bieres

P10 (kontinuierlich) P18 (Intervall 8h)
GNP [mg/I] GIO-B GIO-U GI8-B GI8-U
Acetaldehyd 4,8 3,5 3,4 3,8
Ethylacetat 8,3 9,1 12,6 12,5
n-Propanol 10,1 10,9 9,3 9,4
i-Butanol 6,6 7,2 6,4 6,5
i-Amylacetat 0,9 1,0 1,7 1,8
Amylalkohol 48,0 49,3 54,6 55,4
Diacetyl, gesamt 0,04 0,04 0,02 0,02
2,3-Pentandion, gesamt 0,02 0,02 0,01 0,01
> hohere Alkohole 64,7 67,4 70,3 71,3
> Ester 9,2 10,1 14,3 14,3
> VDKs 0,06 0,06 0,03 0,03

Dabei zeigten die aus der Intervall-Propagation stammenden Hefen aufgrund ihres
ausgepragteren garungsphysiologischen Charakters eine insgesamt erhéhte Bildung an GNP.
So konnte vor allem bei den Estern eine Steigerung von bis zu 50% der Hefen in GI8
festgestellt werden. Zusammen mit den ebenfalls um bis zu 10% leicht erhohten
Konzentrationen an héheren Alkoholen in den mit intervallpropagierten Hefen angestellten
Garungen kann die hohe Bedeutung technologischer Mallnahmen bei der Propagation auf
die Bildung der GNP abgeleitet werden. Die zusatzliche Wirzebeliftung in den Garungen
GIO-B und GI8-U hatte tendenziell eine leicht niedrigere Bildung an GNP zur Folge, was
anhand der niedrigeren Konzentrationen an Estern und héheren Alkoholen in GIO-B und der
niedrigeren Konzentration an héheren Alkoholen in GI8-B ersichtlich ist.

Das in der Tabelle 29 dargestellte Verhaltnis der hoheren Alkohole zu den Estern macht den
Einfluss der Hefephysiologie in den untersuchten Garungen GIO und GI8 nochmals deutlich
und zeigt, wie weit der Propagationsprozess zur Steuerung der GNP herangezogen werden
kann.

Tabelle 29: Das Verhdltnis von hoheren Alkoholen zu Estern in Abhéangigkeit der 8stiindigen
Intervallbeliiftung bei der Propagation und der Wiirzebeliiftung beim Anstellen

P10 (Kontinuierlich) PI8 (Intervall 8h)
GIO-B GIO-U GI8-B GI8-U
Hoéhere Alkohole/Ester 7,0 6,4 49 5,0
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Wahrend bei den Hefen aus der kontinuierlich bellfteten Propagation ein Verhaltnis von 7,0
fur die zusatzlich Gber die Wirze beliifteten Hefen und 6,4 fir die unbelifteten Hefen
errechnet wurde, lag das Verhaltnis bei den intervallbellifteten Hefen bei 4,9 bzw. 5,0.
Dieses niedrigere Verhaltnis aus den Garungen GI8 stimmte allerdings mit den Werten aus
der 1. Fuhrung im Drauflassverfahren Uberein. Somit scheint das Drauflassverfahren
ebenfalls einen garungsphysiologischeren Zustand der Hefe zu fordern und zu einer
vermehrten Bildung an GNP beizutragen.

Die aus der 2. Versuchsreihe - mit dem Ziel die durch Intervallbelliftung erreichte Adaption
der Hefephysiologie an die Géarungsbedingungen zu Uberprifen und zu optimieren -
stammenden Biere wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Konzentrationen an GNP untersucht.
Wie die Tabelle 30 zeigt, waren die Unterschiede vermutlich aufgrund der unterschiedlichen
physiologischen Ausgangszustiande der jeweiligen Propagationshefen und der zeitlich
verschobenen Bellftungspause wahrend der Propagation P3-18 nicht aussagekraftig.

Tabelle 30: Die GNP-Spektren der Biere aus beliifteten und unbelifteten Wiirzen in Abhangigkeit der
Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer 8stiindigen
Belliftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

P1-K8 (O, = 8 mg/I) P2-K2 (0, =2 mg/Il) P3-18 (Intervall 8h)

GNP [mg/1] P1-GU P1-GB P2-GU P2-GB P3-GU P3-GB
Acetaldehyd 9,8 9,8 10,7 10,7 11,3 10,3
Ethylacetat 14,3 15,4 15,7 17,6 16,2 15,1
n-Propanol 14,2 14,7 13,2 13,7 12,6 12,8
i-Butanol 6,6 6,7 6,1 6,5 8,7 7,1
i-Amylacetat 1,3 1,3 1,2 1,3 1,3 1,1
Amylalkohol 44,4 45,0 39,3 41,9 48,3 43,6
Diacetyl, gesamt 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06
2,3-Pentandion, gesamt 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02
> hohere Alkohole 65,2 66,4 58,6 58,6 69,6 63,5
Y Ester 15,6 16,7 16,9 18,9 17,5 16,2
> VDKs 0,10 0,10 0,08 0,08 0,10 0,08

Besonders die Ergebnisse aus P1-GU und P1-GB, bei denen zur Propagation aufgrund der
Versuchsanordnung Hefe aus einer anderen Charge als bei den Propagationen P2-K2 und P3-
I8 eingesetzt werden musste, schranken die Moglichkeit eine Aussage, zum Einfluss der
Propagation und WiirzebellUftung treffen zu kénnen, stark ein. In beiden Garungen wurden
mit 65,2 bzw. 66,4 mg/l fir diese Versuchsreihe durchschnittliche Konzentrationen an
hoheren Alkoholen erreicht. Jedoch schien sich hier die zusatzliche Wiirzebeliftung in P1-GB
positiv auf die Entwicklung der Ester ausgewirkt zu haben, die mit 16,7 mg/l eine um 1,1
mg/l hohere Konzentration erreichte als in P1-GU.
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Einen Hinweis auf den angestrebten garungsphysiologischeren Charakter der
intervallbellfteten Hefen aus P3-I8 lieferten allerdings die Unterschiede zwischen den GNP-
Spektren der Biere aus P2-G und P3-G, bei denen die Ausgangshefen zur Propagation aus der
identischen Charge stammten. In den Bieren aus den Garungen P3-GU und P3-GB konnte mit
69,6 und 65,5 mg/l eine um bis zu 11,0 mg/l hohere Konzentration an hoheren Alkoholen
gemessen werden als in den Bieren aus den Garungen P2-GU und P2-GB. Die Estergehalte in
den Bieren liefen hingegen keinen Einfluss des Propagationsprozesses erkennen. Vielmehr
schien auch hier die zusatzliche Beliiftung der Hefen in P2-GB zu einer verstarkten Bildung an
Estern gefiihrt zu haben, wohingegen die Belilftung in P3-GB vermutlich aufgrund des
veranderten physiologischen Zustand dieser Hefe zu Beginn der Garung negative
Auswirkungen auf die resultierende Esterkonzentration gehabt hat.

Zudem wurde in allen Bieren eine deutlich erhéhte Acetaldehydkonzentration gemessen, die
mit Werten von 9,8 bis 11,3 mg/l auch den in der Literatur beschriebenen Geruchs-und
Geschmacksschwellenwert von ca. 8 mg/l Uberstiegen. Allerdings wurde dies in der
sensorischen Beurteilung nicht explizit beanstandet. Die VDK hingegen erfuhren in allen
Garungen eine Reduktion bis unterhalb der Schwellenwerte.

Auch in der 4. Fihrung konnten nur geringe Unterschiede im GNP-Spektrum zwischen den
einzelnen Bieren festgestellt werden. Die Tabelle 31 fasst die Ergebnisse aus den GNP-
Analysen zusammen.

Tabelle 31: Die GNP-Spektren der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen in Abhdngigkeit der

Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer 8stiindigen
Belliftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

P1-K8 (0, = 8 mg/I) P2-K8 (0, =2 mg/Il) P3-I8 (Intervall 8h)

GNP [mg/I] P1-G4U P1-G4B  P2-G4U P2-G4B  P3-G4U P3-G4B
Acetaldehyd 11,9 11,4 13,1 10,6 12,0 11,1
Ethylacetat 19,2 17,1 20,1 17,0 19,7 18,3
n-Propanol 12,3 12,6 12,4 12,8 12,2 12,0
i-Butanol 9,9 9,5 9,8 10,1 11,1 10,7
i-Amylacetat 1,9 1,6 1,9 1,5 2,0 1,9
Amylalkohol 53,1 51,1 50,9 54,1 53,8 55,3
Diacetyl, gesamt 0,11 0,13 0,09 0,07 0,06 0,07
2,3-Pentandion, gesamt 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03
Y hohere Alkohole 75,3 73,2 73,1 77,0 77,1 78,0
Y Ester 21,1 18,7 22,0 18,5 21,7 20,2
> VDKs 0,15 0,17 0,13 0,10 0,09 0,10

Die hoheren Alkohole in den resultierenden Bieren lagen bei den Bieren aus der 4. Fiihrung
in einem engeren Konzentrationsbereich, wobei die Garungen P3-GU und P3-GB tendenziell
mit 77,1 und 78,0 mg/I die héchsten Konzentrationen aufwiesen. Insgesamt konnte somit im
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Vergleich zur 1. Fihrung eine deutlich starkere Bildung an hoéheren Alkoholen durch die
mehrmalig gefiihrten Hefen festgestellt werden. So stiegen die Konzentrationen von 58,6 bis
69,6 mg/I bei den frisch propagierten Hefen auf Werte von 73,1 bis 78,0 mg/I bei den Hefen
in der 4. Fihrung. Zudem konnten in allen Garungen wiederum Konzentrationen an
Acetaldehyd liber dem Geschmacksschwellenwert gemessen werden, die dazu oberhalb der
Konzentrationen in den Bieren aus der 1. Fihrung lagen. Dies kdnnte mit der Uber die
Fihrungen zum Ende der Garungen nachlassende Expression der ALDH in Zusammenhang
gebracht werden.

Auch bei den Estern konnte eine tendenzielle Zunahme in den Konzentrationen der Biere
beobachtet werden. Allerdings schien die zusatzliche Beliiftung in den Garungen P1-G4B, P2-
G4B und P3-G4B die Estergehalte in den resultierenden Bieren nicht weiter zu erhohen,
sondern trug eher dazu bei, dass diese auf einem konstanten Niveau blieben.

Wie aus den jeweiligen Summen an hoheren Alkoholen und Estern in den einzelnen GNP-
Spektren abzuleiten ist, kam es in dieser Versuchsreihe bei den resultierenden Bieren nur zu
geringen und teilweise zu den vorangegangenen Versuchen abweichenden Verhaltnissen
zwischen den hoheren Alkoholen und Estern. In der Tabelle 32 sind die Verhaltnisse aller
Biere in Abhdngigkeit des Propagationsprozess, der Fihrungen und der Wirzebelliftung
zusammengefasst.

Tabelle 32: Das Verhéltnis von héheren Alkoholen zu Estern in der 1. und 4. Fiihrung in Abhadngigkeit der

Propagationen mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer 8stiindigen
Belliftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses

P1-K8 (0O, =8 mg/l) P2-K2(0,=2mg/l) P3-I8 (Intervall 8h)
P1-G4U P1-G4B  P2-G4U P1-G4B  P1-G4U P1-G4B

Hohere Alkohole/Ester (1. Fiihrung) 4,2 4,0 3,5 3,1 4,0 3,9
Hohere Alkohole/Ester (4. Fiihrung) 3,6 3,9 3,3 4,2 3,6 3,9

Die fur die 1. Fldhrung berechneten Verhdltnisse von 3,1 bis 4,2 lassen unter
Berlicksichtigung der aus den vorangegangenen Versuchen gewonnen Ergebnisse auf einen
bereits ausgepragten garungsphysiologischen Zustand der verwendeten Hefen zum
Zeitpunkt des Anstellens schlieRen. Dies konnte auf die in dieser Versuchsreihe eingesetzte
Propagationsanlage zurilickzufihren sein, bei der aufgrund der anlagentechnischen
Konstruktion bei hohen HZZ teilweise keine ausreichende Sauerstoffversorgung mehr
gewahrleistet werden kann. Die im gleichen Bereich liegenden Verhéltnisse der Biere aus
den 4. Fihrungen mit Werten von 3,3 bis 4,2 stiitzen diese Annahme. Dass allerdings die
zusatzliche Bellftung bei den frisch propagierten Hefen eher zu einer Steigerung der
Esterkonzentration fihrt und bei mehrmaligem Fihren diese Bildung durch die zusatzliche
Versorgung mit Sauerstoff konstant gehalten wird, zeigen die Unterschiede im Verhaltnis
zwischen den jeweilig bellfteten und unbelifteten Garungen aus der 1. und 4. Fiihrung.
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Die aus den auf einen optimalen physiologischen Zustand ausgerichteten Propagationen
PK2, PK8, P1-K8, P2-K2 und P3-I18 hergestellten Biere ergaben nur einen tendenziellen
Hinweis auf Verdanderungen in den GNP in Abhangigkeit der Hefephysiologie. Der Einfluss
einer intensiveren Hefepropagation bis hin zu Zellzahlen von 200 Mio. Z/ml auf das GNP-
Spektrum der Biere ist ebenfalls in Abhangigkeit der Wiirzebellftung untersucht worden. Die
resultierenden Ergebnisse der GNP-Analysen sind in der Tabelle 33 dargestellt.

Tabelle 33: Einfluss erh6hter Propagationsintensitdt und der Wiirzebeliiftung im Drauflassverfahren auf die
GNP-Spektren der Biere

P160 P200
GNP [mg/I] GDL-Byss  GDL-U  GDL-Byy;,  GDL-U
Acetaldehyd 3,7 4,3 4,5 4,7
Ethylacetat 20,4 20,8 19,3 19,2
n-Propanol 14,9 14,0 14,2 13,6
i-Butanol 8,3 8,4 8,9 7,8
i-Amylacetat 1,5 1,8 1,6 1,6
Amylalkohol 52,7 53,4 55,8 51,1
Diacetyl, gesamt 0,04 0,04 0,04 0,04
2,3-Pentandion, gesamt 0,01 0,02 0,02 0,02
> hohere Alkohole 75,9 75,8 78,9 72,5
Y Ester 21,9 22,6 20,9 20,8
> VDKs 0,05 0,06 0,06 0,06

Dabei wurden die Auswirkungen einer intensiv betrieben Propagation bei allen hier
untersuchten Einzelkomponenten der GNP ersichtlich. Vor allem bei der Betrachtung des
Ethylacetats zeigte sich der starke Einfluss der so ,,erzeugten” Hefephysiologie. Wahrend in
den vorangegangenen Gdrungen mit  Propagationshefe aus vergleichbaren
Propagationsanlagen Konzentrationen im fertigen Bier von 8,3 bis 12,6 mg/l gemessen
wurden, produzierten die Hefen in diesen Garungen mit 19,2 bis 20,8 mg/| deutlich mehr
Ethylacetat. Dabei konnten trotz der Variation von unbellftetem Drauflassen und einer
Bellftung aller 4 Sude keine Unterschiede durch die Sauerstoffversorgung festgestellt
werden. Vielmehr zeigten sowohl die belilfteten Hefen als auch die Unbeliifteten von P200
eine leicht niedrigere Bildung an Ethylacetat.

Auch die héheren Alkohole lagen in vergleichsweise hohen Konzentrationen in den fertigen
Bieren vor. Dem gegeniiber konnte, unabhangig vom Entnahmezeitpunkt der Hefen aus dem
Propagationsprozess und der Beliiftung, eine gute Reduktion an Acetaldehyd und den VDK
beobachtet werden. Die Reduktion des Acetaldehyds kdnnte unter anderem auf die
deutlichen Expression der ALDH-Aktivitat zum Ende der Garung zurlickzufiihren sein.

Die in der Tabelle 34 dargestellte Verhaltnisse zwischen den héheren Alkoholen und Estern
lassen ebenfalls keinen signifikanten Einfluss der BellGftung bei Propagation und Garung
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erkennen. Vielmehr deutet auch das Verhaltnis mit Werten von 3,4 bis 3,8 auf einen eher
garungsphysiologischen Charakter der intensiv propagierten Hefen hin.

Tabelle 34: Das Verhaltnis von hoheren Alkoholen zu Estern in Abhangigkeit erh6hter Propagationsintensitat
und der Wiirzebeliftung im Drauflassverfahren

P160 P200
GDL-Bj334 GDL-U GDL-By;3s  GDL-U

Hoéheren Alkohol/Ester 3,5 3,4 3,8 3,5

Da sich bei einer HZZ von 200 Mio. Z/ml trotz einer optimalen Beliiftungseinrichtung und
intensiver Bellftung scheinbar partiell anaerobe Bedingungen einstellen, wird aus diesen
Ergebnissen zugleich eine unzureichende Sauerstoffversorgung der Hefen in den
Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-18 deutlich. Das jeweils niedrige Verhaltnis der hoheren
Alkohole und Ester weist trotz niedrigerer HZZ zum Ende der Propagationen P1-K8, P2-K2
und P3-I8 auf einen bereits ausgepragten garungsphysiologischen Charakter der Hefen in P1-
G, P2-G und P3-G hin. Somit miissen die in der Praxis genutzten Propagationseinrichtungen
flr eine optimale Steuerung der Hefephysiologie auf eine optimale Versorgung der Hefe mit
Sauerstoff untersucht und ausgerichtet werden.

4.7.4 Die Bierqualitiat und Bieralterung in Abhdngigkeit der Hefepropagation und
Wiirzebeliiftung

Neben den GNP sind sowohl die chemisch-technischen als auch die sensorischen
Eigenschaften fiir die Qualitat der fertigen Biere ausschlaggebend. In den folgenden Kapiteln
werden die Auswirkungen der Variationen in den Propagationsprozessen PI0, P18, P1-K8, P2-
K2 und P3-18 sowie der Einfluss der nachfolgenden Bellftungsstrategie beim Anstellen auf
die resultierende Bierqualitdit beschrieben. Dabei werden sowohl die klassischen
Analyseparameter Alkohol- und Extraktgehalt sowie pH-Wert als auch die sensorische
Bewertung der frischen und forciert gealterten Biere nach DLG betrachtet. Zusammen mit
den Konzentrationen der Alterungsindikatoren, die bei den Bieren aus den Garungen GIO
und GI8 nach 6monatiger Lagerzeit und in den Ubrigen Bieren nach forcierter Alterung
bestimmt wurden, findet auch eine Beurteilung der Geruchs- und Geschmacksstabilitat statt.

Die fertigen Biere aus den Garungen GIO und GI8 unterschieden sich bei den chemisch-
technischen MessgrofRen vor allem hinsichtlich des VG. Die intervallpropagierten Hefen in
GI8-B und GI8-U erreichten dabei vermutlich auch aufgrund des ziigigeren Garverlaufs mit
84% einen leicht héheren VG als die Hefen in den Garungen GIO-B und GIO-U. Wie die
Tabelle 35 zeigt, ergab sich daraus auch ein um ca. 0,1 Vol.-% gesteigerter Alkoholgehalt in
den Bieren aus GI8-B und GI8-U, wobei fiir die Beurteilung der Biere die Verwendung
unterschiedlicher Ausschlagwirzen aus zwei verschiedenen groRtechnischen Suden
beriicksichtigt werden muss.
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Tabelle 35: Einfluss der 8stiindigen Intervallbeliiftung bei der Propagation auf die chemisch-technischen

Qualitatsmerkmale des Bieres in Abhangigkeit der Wiirzebeliiftung beim Anstellen

GIO-B GIo-U GI8-B GI8-U
Stammwiirze [Gew. %] 12,14 12,06 11,98 12,1
Alkohol [Vol. %] 5,26 5,26 5,33 5,37
Extrakt scheinbar [Gew. %] 2,27 2,18 1,95 2,02
AusstoB-V° scheinbar [%] 82 83 84 84
pH-Wert 4,27 4,25 4,22 4,22

Die zusatzliche Belliftung der Garungen GIO-B und GI8-B schien hingegen keinen Einfluss auf
die chemisch-technischen Parameter der fertigen Biere gehabt zu haben. Die pH-Werte aller

Biere lagen mit Werten von 4,22 bis 4,27 in einem ausgezeichneten Bereich.

Die Alterungsindikatoren der Biere GIO und GI8 wurden, wie bereits beschrieben, nach

sechsmonatiger Lagerzeit gemessen. Dabei wurden die Biere im Dunklen bei ca. 20°

aufbewahrt. Deshalb sind die absoluten Konzentrationen in den Alterungsindikatoren nur

bedingt mit denen der forciert gealterten Biere aus den anderen Versuchsreihen zu
vergleichen. Aus der Tabelle 36 sind die Konzentrationen der Alterungsindikatoren in den
Bieren aus den Garungen GIO und GI8 in Abhangigkeit der Wiirzebelliftung ersichtlich.

Tabelle 36: Einfluss der 8stiindigen Intervallbeliiftung bei der Propagation auf die Konzentration der

Alterungsindikatoren des Bieres in Abhdngigkeit der Wiirzebeliiftung beim Anstellen

Alterungsindikatoren

P10 (kontinuierlich)

P18 (Intervall 8h)

[mg/I] GIO-B GIO-U GI8-B GI8-U
2-Methyl-Butanal 8 8 2 <1
3-Methyl-Butanal 16 16 6 5
2-Furfural 376 386 245 200
5-Methyl-Furfural <1 <1 <1 <1
Benzaldehyd 2 2 <1 <1
2-Phenyl-Ethanal 41 41 33 32
Eset?rstemsaure-Dlethyl- 81 71 132 138
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 326 325 187 181
::teer:ylessigséiure-Ethyl- 9 9 9 10
2-Propionyl-Furan n.b. n.b. n.b. n.b.
2-Acetyl-Furan 5 5 9 15
v-Nonalacton 42 42 52 55
Y Warmeindikatoren 418 428 297 255
YSauerstoffindikatoren 67 68 41 37
> Alterungskomponenten 572 573 486 455
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Die groflten Unterschiede in der Alterung konnten dabei zwischen den Bieren aus den
verschiedenen Propagationen beobachtet werden. Obwohl die verwendeten
Ausschlagwiirzen aus 2 verschiedenen Suden einer grofitechnischen Anlage stammten,
lieBen sich dennoch tendenzielle Einfliisse der verwendeten Anstellhefen ableiten. So
zeigten die Biere aus den Garungen GIO-B und GIO-U zwar einerseits deutlich hohere
Konzentrationen des Warmeindikators 2-Furfural gegeniliber den Bieren aus GI8-B und GI8-U
aber anderseits auch niedrigere Konzentrationen an fy-Nonalacton, das ebenfalls als
Warmeindikator herangezogen wird. Somit scheint sich, wie auch bei den Bieren aus den
Garungen mit verschiedenen Hefestammen beobachtet, die Garung und damit der
physiologische Zustand der Hefe auf die resultierende Konzentrationen an 2-Furfural
auszuwirken.

Auch bei den Konzentrationen an 3-Methyl-Butanal, Benzaldehyd und 2-Phenyl-Ethanal, die
als Indikatoren fir die sauerstoffabhangige Alterung gelten, wiesen die Biere mit Hefen aus
der intervallbellifteten Propagation PI8 deutlich geringe Konzentrationen auf, wobei auch
hier dem Einfluss der Wiirzebellftung eine untergeordnete Rolle zukam. Dem gegentiber
konnten in den Bieren aus GI8-B und GI8-U hohere Konzentrationen an Bernsteinsdure-
Diethyl-Ester und 2-Acetyl-Furan gemessen werden. Beide gelten als allgemeine
Leitsubstanzen fiir den Alterungsprozess im Bier.

Die leicht bessere Alterungsstabilitit der Biere aus den Garungen mit den
intervallpropagierten Hefen konnte in den Verkostungen tendenziell bestdtigt werde.
Allerdings erreichten die frischen Biere aus den Garungen mit kontinuierlicher Beliiftung
hergefiihrten Hefen eine mit 4,3 um 0,1 geringfligig bessere Beurteilung. Die Tabelle 37 stellt
die Verkostungsergebnisse nach DLG gegeniiber.

Tabelle 37: Einfluss der 8stiindigen Intervallbeliiftung bei der Propagation auf die sensorischen Eigenschaften
des Bieres in Abhdngigkeit der Wiirzebeliiftung beim Anstellen

GIO-B GIO-U GI8-B GI8-U

frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt.
ACILTLC L 42 39 43 39 41 39 41 38
Geruchs
Reinheit des 42 39 43 40 41 40 42 40
Geschmacks
Vollmundigkeit 4,3 4,3 4,4 4,4 4,3 4,3 4,4 4,3
Rezenz 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Rl 42 40 42 41 41 40 42 41
der Bittere
Gesamtnote 4,3 4,1 4,3 4,1 4,2 4,1 4,2 4,1

Trotz der leicht besseren Bewertung der frischen Biere schnitten die forciert gealterten Biere
nahezu identisch ab. Dabei zeigten alle Biere nur geringe Alterungserscheinungen. Auch hier
konnte kein Einfluss der Wiirzebelliftung bei den Bieren aus GIO-B und GI8-B festgestellt
werden.
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Die Ergebnisse der Analyse der Biere aus den Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-18 sind in
der Tabelle 38 zusammengefasst. Zusatzlich wurden die Auswirkungen der unterschiedlichen
Prozessbedingungen auf die Schaumstabilitdt und Bierfarbe untersucht.

Tabelle 38: Die chemisch-technischen Qualitditsmerkmale der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen
in Abhéngigkeit der Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzenration von 2 und 8 mg/I und einer
8stiindigen Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

P1-K8 (0, = 8 mg/Il) P2-K2 (0, =2 mg/I) P3-18 (Intervall 8h)
P1-GU P1-GB P2-GU P2-GB P3-GU P3-GB

Stammwiirze [Gew. %] 11,22 11,18 11,62 11,60 11,61 11,70
Alkohol [Vol. %] 4,96 4,92 4,81 4,80 4,96 4,98
Extrakt scheinbar [Gew. %] 1,86 1,89 2,56 2,58 2,27 2,35
AusstoRB-V° scheinbar [%] 84 84 79 79 81 81
Farbe 5,6 5,2 5,6 5,6 5,6 5,3
Schaum nach SFT-

Foamtester [SKZs] 115 117 115 115 110 115
Schaum nach SFT-

7 2

Foamtester [HLTs]] 96 d 96 96 ? 96
pH-Wert 4,31 4,28 4,37 4,37 4,35 4,32

Hierbei zeigten, im Gegensatz zu den vorangegangenen Garungen, die mit den Hefen aus der
kontinuierlich beliifteten Propagation P1-K8 angestellten Biere den hoéchsten VG. Allerdings
bleibt auch hier zu beriicksichtigen, dass es sich einerseits wieder um Woirzen aus
verschiedenen Suden handelte und andererseits die Ausgangshefen aus zwei
unterschiedlichen Chargen stammten. Unter der Annahme einer weitgehend vergleichbaren
Wirzezusammensetzung wird erneut die groRe Bedeutung des Ausgangszustandes der Hefe
vor der Propagation deutlich und gibt somit erneut einen Hinweis darauf, dass eine
Optimierung des Hefemanagements kollektiv erfolgen muss.

Bei den mit der gleichen Ausgangshefe und Ausschlagwiirze angestellten Garungen P2-G und
P3-G zeigten die intervallpropagierten Hefen einen um 2% héheren VG und somit auch einen
leicht hoheren Alkoholgehalt von 4,96 und 4,98 Vol.-% gegentiiber 4,81 und 4,80 Vol.-% in
den Bieren der Garungen P2-GU und P2-GB. Die resultierende Bierfarbe gab anhand der
Biere aus den belilfteten Garungen P1-GB und P3-GB einen Hinweise auf eine geringfiigig
starkere Aufhellung der Farbe, wahrend die Garungen am Anschluss an P2-K2 keine
Unterschiede aufzeigten. Die Schaumstabilitdit scheint weder durch eine Variation des
Propagationsprozess noch durch die Wirzebeliiftung beeinflusst worden zu sein. Nur das
aus der unbellifteten Garung P3-GU stammende Bier wies eine um 5 SKZs geminderte
Stabilitat auf.

In dieser Versuchsreihe wurden zusatzlich die SO,-Gehalte in den fertigen Bieren analysiert.
Dabei zeigten die Biere aus den jeweils unbeliifteten Garungen entgegen den Erwartungen
teilweise einen niedrigeren SO,-Gehalt im Vergleich zu den zusatzlich beim Anstellen
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beliifteten Bieren. Aus der Tabelle 39 sind die jeweiligen SO,-Konzentrationen der Biere aus
den Garungen im Anschluss an die Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-I8 ersichtlich.

Tabelle 39: Die SO,-Konzentration der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen in Abhangigkeit der
Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzenration von 2 und 8 mg/l und einer 8stiindigen
Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

P1-K8 (O, = 8 mg/I) P2-K2 (0, = 2 mg/Il) P3-18 (Intervall 8h)
P1-GU P1-GB P2-GU P2-GB P3-GU P3-GB

SO, [mg/] 2 6 5 4 2 3

Die mit 6 mg/l hochste Konzentration an SO, produzierten dabei die wahrend der
Propagation mit 8 mg/l kontinuierlich bellifteten Hefen in der Garung P1-GB. In dem parallel
hergestellten Bier aus der unbeliifteten Garung konnten nur 2 mg/l nachgewiesen werden.
Bei den Hefen aus der intervallbellifteten Propagation wurden trotz des ausgepragten
garungsphysiologischeren Zustands wahrend der Garung mit 2 und 3 mg/| ebenfalls sehr
niedrige SO,-Gehalte im Bier gemessen. Mit 5 und 4 mg/l SO, wiesen die Biere aus P2-GU
und P2-GB eine fiir diese Versuchsreihe durchschnittliche Konzentration auf. Insgesamt
lassen die niedrigen SO,-Konzentrationen der Biere auf einen sehr guten physiologischen
Zustand aller Hefen schliel3en.

Die Tabelle 40 stellt die Konzentrationen der Alterungsindikatoren in den Bieren gegentber,
die mit den Hefen aus den Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-I8 in der 1. Fihrung
hergestellt wurden. Anhand dieser Versuchsreihe liel sich im Gegensatz zu den Garungen
GIO und GI8 eine eindeutige Tendenz zum Einfluss der Wiirzebelliftung ableiten. Allerdings
zeigten die Biere aus den belifteten Garungen sowohl bei den Warmeindikatoren als auch
bei Sauerstoffindikatoren die jeweils niedrigere Konzentration.

206



Ergebnisse

Tabelle 40: Die Konzentrationen der Alterungsindikatoren der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen
in Abhingigkeit der Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzenration von 2 und 8 mg/I und einer
8stiindigen Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

Alterungsindikatoren

P1-K8 (O, = 8 mg/I)

P2-K2 (0, =2 mg/Il)

P3-18 (Intervall 8h)

[me/I] P1-GU P1-GB P2-GU P2-GB P3-GU P3-GB
2-Methyl-Butanal 4 4 6 5 4 3
3-Methyl-Butanal 11 10 21 18 14 11
2-Furfural 8 7 4 4 5 1
5-Methyl-Furfural <1 <1 <1 <1 <1 <1
Benzaldehyd <1 <1 <1 <1 <1 <1
2-Phenyl-Ethanal 12 9 19 19 17 9
Eset?rstemsaure-Dlethyl- <1 <1 <1 <1 <1 <1
Nicotinsdure-Ethyl-Ester 5 5 <1 3 2 1
::tzr:ylessigséure-Ethyl- <1 <1 <1 <1 <1 <1
2-Propionyl-Furan <1 <1 <1 <1 <1 <1
2-Acetyl-Furan n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
y-Nonalacton 44 40 22 21 18 21
Y Warmeindikatoren 52 47 26 25 23 22
YSauerstoffindikatoren 27 23 46 42 35 23
3 Alterungskomponenten 75 66 66 62 54 42

Bei den vergleichsweise sehr niedrigen Konzentrationen wiesen die Biere, die mit der

intervallpropagierten Hefe hergestellt wurden, die geringste Bildung an alterungsrelevanten

Substanzen auf, was allerdings nicht mit den geringen Konzentrationen an SO, korreliert.

Dem hingegen zeigte das Bier mit der hochsten SO,-Konzentration in den Verkostungen die

geringste Veranderung zwischen der frischen und der forciert gealterten Probe. Wie aus der

Tabelle 41 ersichtlich, wurde das gealterte Bier aus der Garung P1-GB nur 0,1 Noten

schlechter beurteilt als das frische Bier. Auch die Biere aus den Garungen P3-GB und P3-GU

wiesen in Korrelation zu den Alterungsindikatoren sehr gute Ergebnisse auf. Beide Biere

wurden nach der forcierten Alterung ebenfalls nur geringfligig schlechter bewertet.
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Tabelle 41: Die sensorische Bewertung der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen in Abhéangigkeit
der Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzenration von 2 und 8 mg/I und einer 8stiindigen
Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 1. Fiihrung

P1-GU P1-GB P2-GU P2-GB P3-GU P3-GB

frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt.
Reinheit des 43 3,8 42 4,0 4.4 3,8 4.4 3,2 4,4 4,1 4,3 4,0
Geruchs
Reinheit des 43 38 43 41 4,4 3,6 4,4 3,6 4,4 4,1 43 4,1
Geschmacks
Volimundigkeit 4,5 4,5 4,4 4,4 4,5 4,5 4,5 4,5 Sl = 4> 45
Rezenz 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 45
Quallfzat 42 40 43 4, 42 4,0 4,4 4,0 4,3 4,2 4,4 4,0
der Bittere
Gesamtnote 43 38 4,3 4,2 4,4 4,0 4,4 38 44 42 44 4,2

Nur in den Bieren aus den unbeliifteten Garungen P1-GU und P2-GU wurden von dem
Verkoster-Panel Alterungserscheinungen wahrgenommen und demnach mit 3,8 bewertet.
Die von den frischen Bieren erreichten Noten von 4,3 bzw. 4,4 machen wiederum den
positiven Einfluss eines guten physiologischen Zustands der Hefe deutlich, den alle
Propagationshefen aufwiesen.

Die Uber 4 Fihrungen untersuchten Hefen aus den Propagationen P1-K8, P2-K2 und P3-I8
zeigten auch in der 4. Fihrung nur geringfligige Unterschiede in Abhadngigkeit der
Prozessbedingungen. Dabei wiesen, wie die Tabelle 42 zeigt, die Biere aus den bellfteten
Garungen leicht bessere Ergebnisse hinsichtlich VG, pH-Wert auf.

Tabelle 42: Die chemisch-technischen Qualitdtsmerkmale der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen
in Abhangigkeit der Propagationen mit einer kontinuierlichen 0,-Konzenration von 2 und 8 mg/l und einer
8stiindigen Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

P1-K8 (0, = 8 mg/I) P2-K2 (0, =2 mg/l) P3-18 (Intervall 8h)
P1-G4U P1-G4B P2-G4U P2-G4B P3-G4U P3-G4B

Stammwiirze [Gew. %] 11,43 11,66 11,41 11,65 11,48 11,38
Alkohol [Vol. %] 4,86 4,81 4,77 4,99 4,85 4,84
Extrakt scheinbar [Gew. %] 2,63 2,72 2,42 2,27 2,36 2,26
AusstoB-V° scheinbar [%] 78 79 80 81 80 81
Farbe 5,0 5,6 5,2 5,3 5,5 5,3
Schaum nach SFT-

Foamtester [SKZs] 108 114 102 105 112 109
Schaum nach SFT-

Foamtester [HLTs]] 20 % 85 88 3 92
pH-Wert 4,49 4,42 4,43 4,37 4,39 4,37

Die im Vergleich zur 1. Fihrung leicht hoheren pH-Werte der Biere von 4,37 bis 4,49 lassen
sich auf den nicht zugegebenen Anteil an Propagator-Bier zuriickfiihren. Dennoch lagen alle
Biere damit in einem guten Bereich. Im Vergleich zur 1. Fihrung konnte nur bei der
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Schaumstabilitat der Biere mit der Hefe aus der Propagation P2-K2 eine Verschlechterung
beobachtet werden, die mit 102 und 105 SKRz ca. 10 Schaumpunkte weniger aufwiesen.

Die von den Hefen produzierte SO,-Menge stieg im Vergleich zur 1. Fiihrung vor allem in den
Garungen P3-G4U und P3-G4B deutlich an, wahrend die Veranderungen in den U{brigen
Garungen geringer ausfielen. Allerdings wiesen die Biere aus unbeliifteten Garungen in der
4. Fihrung tendenziell eine hohere SO,-Konzentration auf (siehe Tabelle 43).

Tabelle 43: Die SO,-Konzentration der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen in Abhdngigkeit der
Propagationen mit einer kontinuierlichen 0,-Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer 8stiindigen
Belliftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

P1-K8 (O, = 8 mg/l) P2-K2 (0, =2 mg/l) P3-18 (Intervall 8h)
P1-G4U P1-G4B P2-G4U P2-G4B P3-G4U P3-G4B

SO, [mg/] 5 4 6 3 7 5

Dies schien sich auch auf die Bildung an Alterungsindikatoren im Bier ausgewirkt zu haben.
Wie die Tabelle 44 zeigt, wiesen die Biere aus den Garungen P1-G4U, P2-G4U und P3-G4U
jeweils einen geringeren Gehalt an Alterungsindikatoren auf als die zusatzlich zu Garbeginn
bellfteten Biere.

Tabelle 44: Die Konzentrationen der Alterungsindikatoren der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen
in Abhédngigkeit der Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/l und einer
8stiindigen Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

Alterungsindikatoren P1-K8 (O, = 8 mg/l) P2-K2 (0, =2 mg/l) P3-I8 (Intervall 8h)
[me/l] P1-G4U P1-G4B  P2-G4U P2-G4AB  P3-G4U P3-G4B
2-Methyl-Butanal 3 4 4 4 4 4
3-Methyl-Butanal 11 11 12 12 13 14
2-Furfural 1 4 76 90 104 129
5-Methyl-Furfural <1 <1 <1 <1 <1 <1
Benzaldehyd <1 <1 <1 <1 <1 <1
2-Phenyl-Ethanal 10 18 21 19 26 33
Eset?rstemsaure-Dlethyl- <1 <1 <1 <1 <1 <1
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 2 <1 12 11 12 13
::teer:ylessigséiure-Ethyl- <1 <1 <1 <1 <1 <1
2-Propionyl-Furan <1 <1 <1 <1 <1 <1
2-Acetyl-Furan n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
v-Nonalacton 32 25 28 52 59 57
Y Warmeindikatoren 33 29 104 142 163 186
YSauerstoffindikatoren 24 36 37 35 43 51
Y Alterungskomponenten 54 61 137 173 202 233
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Allerdings ist dies wiederum nicht nur allein auf die als Sauerstoffindikatoren geltenden
Substanzen zurickzufiihren, sondern auch auf die reduzierten Konzentrationen der
Warmeindikatoren 2-Furfural und 2-Phenyl-Ethanal. Die erheblich niedrigeren Werte in der
Summe der Alterungsindikatoren in den Garungen P1-G4 sind vermutlich auf die aus einer
anderen Produktionscharge stammende Ausschlagwiirze zurtickzufihren.

In der Tabelle 45 sind die Verkostungsergebnisse der Biere aus der 4. Flihrung dargestellt.
Dabei konnten die Biere die guten Ergebnisse aus der 1. Fihrung nur bedingt bestatigen.
Zwar zeigten die frischen Biere mit Noten zwischen 4,1 bis 4,3 weiterhin gute Ergebnisse,
aber die forciert gealterten Biere wiesen teilweise deutlichere Alterungserscheinungen auf.

Tabelle 45: Die sensorische Bewertung der Biere aus beliifteten und unbeliifteten Wiirzen in Abhangigkeit
der Propagationen mit einer kontinuierlichen O,-Konzentration von 2 und 8 mg/I und einer 8stiindigen
Beliiftungspause im letzten Drittel des Propagationsprozesses in der 4. Fiihrung

P1-G4U P1-G4B P2-G4U P2-G4B P3-G4U P3-G4B
frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt.

Reinheit des

3,9 3,6 4,2 3,8 4,0 3,0 4,0 37 4,2 38 41 3,0
Geruchs
Reinheit des 42 3,9 42 3,7 4,0 3,0 4,0 3,7 4,2 3,8 4,2 3,0
Geschmacks
Vollmundigkeit 4,5 4,5 4,6 4,5 4,5 4,5 45 4,5 4,5 e 3 4>
Rezenz 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
Quall'tat 4,0 3,8 43 4,0 4,0 3,7 4,0 4,0 4,0 3,9 4,2 g5
der Bittere
Gesamtnote 4,2 4,0 4,3 4,0 4,1 3,6 4,1 4,0 4.2 4,0 43 35

Vor allem das forciert gealterte Bier aus der Garung P3-I8 wurde mit einer Gesamtnote von
3,5 (Geschmack wund Geruch jeweils 3,0; Bittere 3,5) aufgrund massiver
Alterungserscheinungen stark abgewertet. Die mit 4,3 bewertete sensorische Qualitat des
frischen Bieres und die im Vergleich zu P3-G4B niedrigere Konzentration an
Alterungsindikatoren lasst allerdings eher auf eine UnregelmaRigkeit bei der Abfillung
schlielSen als auf einen tatsachlich derartig hohen Qualitatsverlust, was auf den verwendeten
PilotmaRstab zuriickzufiihren sein kénnte.

Die Analysen der mittels verschiedenen Propagationsvarianten hergestellten Biere lassen
nur eine begrenzte Aussage zum Einfluss der Propagation und Wirzebelliftung auf die
resultierende Bierqualitdt zu. Die Ergebnisse der chemisch-technischen Analysen, der
Verkostung sowie die Bestimmung der Alterungsindikatoren der Biere, die mit besonders
intensiv propagierten Hefen hergestellt wurden, sollen den Einfluss eines Mangels an
Nahrstoffe wahrend der Hefeherfiihrung auf die Bierqualitat aufzeigen.

Wie aus der Tabelle 46 ersichtlich, erreichten die Hefen aus P160 und P200 einen VG von
82% und zeigten damit eine durchschnittliche Umsetzung des Extrakts. Die niedrigen pH-
Werte aller Biere im Bereich von 4,16 bis 4,19 lassen sich auf die weitreichende Propagation
zurlickfiihren. Das mit ca. 10% in die Garung eingebrachte Propagationsbier mit einem pH-
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Wert von <3,5 sduerte die Biere zusatzlich an, so dass der pH-Sturz nicht allein auf die
Garung zurlckzufihren war.

Tabelle 46: Einfluss erhéhter Propagationsintensitidt auf die chemisch-technischen Qualitaitsmerkmale des
Bieres in Abhangigkeit der Beliiftungsstrategie im Drauflassverfahren

GDL-B1534 GDL-U GDL-B1334 GDL-U
Stammwiirze [Gew. %] 11,60 11,64 11,67 11,58
Alkohol [Vol. %] 4,99 5,03 5,03 4,99
Extrakt scheinbar [Gew. %] 2,21 2,17 2,20 2,18
AusstoB-V° scheinbar [%] 82 82 82 82
pH-Wert 4,19 4,16 4,18 4,17

Zudem wiesen die Biere keine Unterschiede in Abhangigkeit vom Entnahmezeitpunkt aus der
Propagation oder der Wirzebeliiftung auf. Insgesamt gaben die chemisch-technischen
Qualitatskriterien keinen Hinweis auf einen negativen Einfluss der intensiven
Hefepropagation. Die so hergestellten Biere zeigten nach der forcierten Alterung ebenfalls
vergleichsweise niedrige Konzentrationen an Alterungsindikatoren. Wie aus der Tabelle 47
ersichtlich, lagen die Summen mit 143 bis 169 pg/l teilweise sogar unter den
Konzentrationen der Biere aus den vorangegangenen Versuchsreihen.

Tabelle 47: Einfluss erh6hter Propagationsintensitdt auf die Konzentration der Alterungsindikatoren des
Bieres in Abhangigkeit der Beliiftungsstrategie im Drauflassverfahren

Alterungsindikatoren P160 P200
[ng/ll GDL-By»34  GDL-U  GDL-Bj,3,  GDL-U
2-Methyl-Butanal 8 7 5 7
3-Methyl-Butanal 9 6 9 6
2-Furfural 100 84 102 92
5-Methyl-Furfural <1 <1 <1 <1
Benzaldehyd <1 <1 <1 <1
2-Phenyl-Ethanal <1 <1 <1 <1
Eset?rstemsaure-Dlethyl- 3 5 3 5
Nicotinsdure-Ethyl-Ester 5 9 10 7
::teer:ylesmgsaure-Ethyl- 12 12 13 14
2-Propionyl-Furan 4 3 7 5
2-Acetyl-Furan <1 <1 <1 <1
v-Nonalacton 22 20 20 23
Y Warmeindikatoren 122 104 122 115
YSauerstoffindikatoren 9 6 9 6
Y Alterungskomponenten 163 143 169 159
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In dieser Versuchsreihe machte sich die Beliiftungsstrategie in den Drauflassverfahren
deutlich starker bemerkbar. Sowohl die auf insgesamt niedrigem Niveau befindlichen
Sauerstoffindikatoren als auch die Warmeindikatoren zeigten geringere Konzentrationen in
den unbelifteten Bieren. Dabei wird deutlich, dass sich die Belliftung wiederum auch auf die
resultierende Konzentration an 2-Furfural auswirkte. Dies deutet darauf hin, dass die
anaeroben Bedingungen wahrend des Anstellens direkt mit den niedrigeren Konzentrationen
an 2-Furfural in Zusammenhang stehen oder die unbelilifteten Hefen ein ausgepragteres
Reduktionsvermoégen Uber den Garverlauf aufweisen. Dies wird durch das fir alle Biere
vergleichbare Niveau des Warmeindikators y-Nonalacton bestatigt.

Die Verkostungsergebnisse lassen bei der Betrachtung der Gesamtnote ebenfalls keinen
maRgeblich negativen Einfluss der intensiven Hefepropagation erkennen. Die in der Tabelle
48 zusammengefassten Verkostungsergebnisse zeigten, dass die frischen Biere mit Noten
von 4,1 und 4,2 auf einem durchaus akzeptablen Qualitatsniveau lagen

Tabelle 48: Einfluss erh6hter Propagationsintensitdt auf die sensorischen Eigenschaften des Bieres in
Abhadngigkeit der Belliftungsstrategie im Drauflassverfahren

GDL-B;,3,4 GDL-U GDL-B,,3,4 GDL-U
frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt. frisch gealt.

FEIICES 39 35 43 38 40 37 40 36
Geruchs

Reinheit des 41 36 41 38 42 37 42 36
Geschmacks

Vollmundigkeit 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Rezenz 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Qualitat

der Bittere 3,8 4,0 4,0 3,8 4,0 3,8 4,0 3,9
Gesamtnote 4,1 3,9 4,2 4,0 4,2 3,9 4,2 3,9
Teilnote* 39 37 41 38 41 37 41 3,7

*(ohne Vollmundigkeit und Rezenz)

Da jedoch bei allen Bieren die Rezenz und Vollmundigkeit mit durchschnittlich 4,5 als sehr
gut bewertet wurde, macht erst die Betrachtung der Teilnoten von Reinheit des Geschmacks
und Geruchs den teilweise unzureichenden physiologischen Charakter der intensiv
propagierten Hefen deutlich. Nur in den frischen Proben der Biere aus den unbeliifteten
Drauflassverfahren wurden keine Unreinheiten vom Verkoster-Panel festgestellt. Die forciert
gealterten Biere hingegen zeigten alle eine deutliche Alterung und wurden mit Noten
zwischen 3,7 und 3,8 bewertet.
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5 Diskussion

5.1 Die 0z-Verfiigbarkeit und Oz-Zehrung wiahrend des Anstellens als
Grundlage fiir optimale Gareigenschaften und Bierqualitit

Um optimale Voraussetzungen fiir die Gareigenschaften der Hefe zu schaffen, ist es von
groRRter Bedeutung, die Wirzebellftung auf den physiologischen Zustand der Hefe und die
verwendete Anstelltechnologie abzustimmen. Zudem kann durch eine derartige MalRnahme
die Schadigung des antioxidativen Potentials der Wirze minimiert und eine bessere
Voraussetzung flr die Stabilitat des Bieres geschaffen werden. Daflir muss sowohl die O,-
Verfligbarkeit als auch die O,-Zehrung der Hefe wahrend des Anstellvorgangs bekannt sein
und in der Prozessfihrung bericksichtig werden. Die dazu in der Literatur herangezogenen
Werte fiir die O,-Aufnahme der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen wurden meist
aus verwandten Applikation, wie z.B. der Verarbeitung von Melasse lbertragen oder geben
eine enorme Bandbreite an, ohne einen direkten Zusammenhang mit den EinflussgroRen
Hefephysiologie und Technologie aufzuzeigen (vgl. Kapitel 2.5.3).

Der erste Schritt, bei dem sowohl die oxidative Belastung der Wiirze als auch die Menge des
fir den Hefestoffwechsel zu Verfligung stehenden Sauerstoffs ermittelt wurde, war die O,-
Abnahme in unterschiedlich stark bellifteten Wirzen parallel mit und ohne Zugabe von Hefe
zu untersuchen (vgl. Kapitel 4.1). Die Differenz aus der Konzentrationsabnahme in Wiirzen
ohne Hefezugabe und der Konzentrationsabnahme in mit Hefe angestellten Wirzen ergab
folglich die tatsachlich von der Hefe aufgenommene O,-Menge und den an einer oxidativen
Schadigung beteiligten Anteil des Sauerstoffs. Dabei wurde deutlich, dass die absolute
Konzentration an Sauerstoff in der Wiirze keinen direkten Einfluss auf die O,-Zehrung der
Hefe hat und somit der Anteil an Sauerstoff, der an Reaktionen mit Wiirzeinhaltsstoffen
beteiligt ist, nur Uber die Kontaktzeit beeinflusst wird. Anhand dieser Ergebnisse konnte der
an oxidativen Reaktionen mit Wirzebestandteilen beteiligte Anteil des eingebrachten
Sauerstoffs mit 15 bis 20% beziffert werden. Dies entspricht bei einer fiir die Bierbereitung
durchschnittlichen Gartemperatur von 10 °C einer effektiven Menge von 5,5 bis
5,7 pug Oy/1*min bzw. 0,336 bis 0,343 mg O,/I*h.

Die Dauer der O,-Verfligbarkeit in den verschiedenen im konventionellen Batch-Verfahren
durchgefiihrten Versuchsreihen erstreckte sich in Abhangigkeit der Ausgangskonzentration
an Sauerstoff in der Wirze und der O,-Zehrung der Hefen auf einen Zeitraum von 40 bis
240 min. Dies entspricht einem Oxidationspotential von 0,22 bis 1,37 mg/l. Unter
Berlicksichtigung einer fir die chemisch-physikalische und geschmackliche Stabilitat bereits
kritischen Menge fiir die O,-Aufnahme des Bieres wahrend des Abflillvorgangs von 0,10 bis
0,30 mg O,/ wird die enorme Bedeutung der Wirzebeliiftung und der eingebrachten O,-
Menge wahrend des Anstellens deutlich. Inwieweit jedoch eine exakt auf den
Hefemetabolismus abgestimmte Belliftung zu einer Minimierung dieses Potentials beitragt,
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und die Bierqualitat und -stabilitat verbessert, muss in weiterflihrenden Forschungsarbeiten
aufgezeigt werden.

Generell muss der an Reaktionen mit Wiirzebestandteilen beteiligte Anteil des Sauerstoffs
vom Gesamtsauerstoff subtrahiert werden, um die effektive Menge des fiir die Hefe zu
Verfligung stehenden und im Metabolismus umgesetzten Anteils zu ermitteln. Grundsatzlich
konnte gezeigt werden, dass der unter Praxisbedingungen Ubliche Gegendruck von 0,5 bar
beim Fillen eines Gartanks wahrend des Anstellens keinen signifikanten Einfluss auf die O,-
Zehrung der Hefe hat. Die unter Gleichdruckbedingungen, Uberdruck und Verwendung von
Inertgas im Kopfraum eines Gartanks durchgefiihrten Versuche ergaben keinen Hinweis auf
mogliche Verdanderungen im Aufnahmeverhalten der Hefe. Somit spielt eine Diffusion aus
oder in den Kopfraum keine Rolle bei dem in der Wiirze gelésten und von der Hefe
aufgenommenen Sauerstoff.

Vielmehr konnte gezeigt werden, dass der physiologische Zustand der Hefe stark mit der O,-
Zehrung in Verbindung steht und die aus der Literatur bekannte und in den vorliegenden
Versuchen bestdtigte enorme Bandbreite in den Aufnahmeraten erklart. Aus einem
Vergleich verschiedener Versuchsreihen wurde deutlich, dass sogar die Bedeutung
physikalischer Prozessgrofien in einem gewissen Rahmen durch den physiologischen Zustand
der Hefe Uberlagert werden kann. So ergab die Auswertung von O,-Abnahmen wahrend der
Angarung, dass eine Temperaturdifferenz von bis zu 1 °C eine geringere Auswirkung auf die
0,-Zehrung der Hefe haben kann als der physiologische Ausgangszustand der Stellhefe. Wird
die in den Brauereien vorhandene technische Ausstattung zu einer prazisen Steuerung der
Wirzetemperatur beim Kiihlvorgang beriicksichtigt, ldsst sich daraus die groBe Bedeutung
eines reproduzierbaren physiologischen Zustands der Hefe fiir eine konstante
Prozessfiihrung und Minimierung der oxidativen Belastung der Wiirze ableiten.

Um die O,-Versorgung besser auf die Hefe abstimmen zu kénnen, wurde der O,-Bedarf in
Abhangigkeit der Hefephysiologie ermittelt. Ein Vergleich von Erntehefen mit einer aus der
identischen Population erneut propagierten Hefe zeigte dabei eine deutliche Zunahme in der
0,-Zehrung wahrend des Anstellvorgangs bei den propagierten Hefen. Zusammen mit den
ebenfalls in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen Uber eine nachlassende O,-
Aufnahmerate der Hefe mit zunehmender Lagerzeit kann ein deutlicher Zusammenhang
zwischen der O,-Zehrung und dem physiologischen Zustand der Hefe hergestellt werden.
Eine im ausgepragten vermehrungsphysiologischen Zustand befindliche Hefe weist somit
eine schnellere Umsetzung des Sauerstoffs auf, als eine im Ruhestadium oder in einem
garungsphysiologischen Zustand befindliche Hefe. Die daraus abzuleitenden Unterschiede in
der Dauer der O,-Verfligbarkeit lagen in einem Bereich von 15 bis 20 %. Allein dies kann zu
Veranderungen im Oxidationspotential wahrend der Angarung von 0,03 bis 0,27 mg/I
fihren.

In Zusammenhang mit der O,-Verfligbarkeit muss jedoch ebenfalls bericksichtigt werden,
dass sich eine langere Kontaktzeit der Hefe mit Sauerstoff eventuell positiv auf den
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Hefemetabolismus auswirken konnte, da die sauerstoffabhdngigen Schritte der
Lipidbiosynthese so Uber einen langeren Zeitraum aufrecht erhalten werden kdnnen.
Andererseits steht die gleiche - unter Berlicksichtigung der geringeren Wirzeoxidation
rechnerisch groBeren - Menge an Sauerstoff fiir eine Hefe mit hoherer Aufnahmerate zu
Verfligung. Aufgrund des verbesserten vermehrungsphysiologischen Charakters einer
solchen Hefe sollte der Sauerstoff effizienter im Rahmen der Synthese von ungesattigten
Fettsdauren und Sterolen genutzt werden. Ist jedoch nur eine gewisse zeitliche Versorgung
der Hefe mit Sauerstoff notig, konnte die prazise Anpassung zu einer Schonung des
antioxidativen Potentials der Wiirze beitragen und somit zu einer besseren Stabilitdt des
resultierenden Bieres flihren.

Auch die Betrachtung der 0,-Konzentrationen im Gartank Uber den Verlauf eines
Drauflassverfahrens hat eine besondere Bedeutung fir die optimale Adaption der
Beltftungsstrategie an den Hefemetabolismus. Da in den Brauereien nicht zuletzt aufgrund
der technischen Ausstattung meist nur die maximale Sattigung der Wiirze von 8 bis 10 mg/I
als Option zur O,-Versorgung der Hefe in Betracht kommt, miissen ab dem 2. Sud aufgrund
der Vermischung der Wirzevolumina die geringeren absoluten O,-Gehalte berlicksichtigt
werden und die damit verbundenen Auswirkungen auf die O,-Zehrung der Hefe bekannt
sein. Die Ergebnisse zeigten, dass diese Reduzierung in der O,-Konzentration zwar bei den
ersten beiden Suden eines Drauflassverfahrens zunachst keine signifikanten Auswirkungen
auf die Aufnahmerate hatten, aber im weiteren Verlauf trotz einer noch vorhandenen
Konzentration von ca. 2,0 bis 3,3 mg O,/ Unterschiede in der O,-Zehrung zu beobachten
waren. So sanken die O,-Aufnahmeraten der Hefe von durchschnittlich 0,0037 und
0,0032 ug O/Mio.  Z*min bei den ersten beiden Suden auf 0,0014 und
0,0016 pg O,/Mio. Z*min bei den darauffolgenden Suden. Dieses Verhalten der Hefe konnte
auf eine veranderte Reaktion des Hefestoffwechsels auf die geringeren O,-Mengen und auf
eine aufgrund der anaeroben Bedingungen bereits eingetretene Umstellung im
Hefemetabolismus zurlickzufiihren sein. Diese Annahme deckt sich allerdings nicht mit den
Ergebnissen, die bei niedrigeren O,-Konzentrationen im Batch-Verfahren erzielt wurden.

Dass die Hefe allerdings nicht generell eine nachlassende O,-Aufnahme (iber den Verlauf
eines Drauflassverfahrens zeigt, beweisen die Versuche, bei denen eine Wirzebeliftung mit
einer resultierenden O,-Konzentration von 8 mg/l im Gartank simuliert wurde, was durch die
Nutzung von reinem Sauerstoff anstatt von Sterilluft auch in der Praxis moglich ware. Bei
diesen Versuchen wurde deutlich, dass die O,-Zehrung liber den gesamten Anstellvorgang
trotz der anaeroben Phasen zwischen den Drauflasszeitpunkten in einem deutlich hoheren
Bereich von 0,0041 und 0,0048 pg O,/Mio. Z*min lag. Dies kénnte unter Bericksichtigung
einer moglichen zusatzlichen oxidativen Belastung der Wiirze Anlass geben, die Beliiftung
der Hefe von der Wiirzedosage zu entkoppeln und direkt an die O,-Konzentration im
Gartank zu orientieren. Dies wiirde zwar eine zusatzliche Steuerung der
Bellftungseinrichtung und eine weiterreichende Untersuchung zum Einfluss dieses
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Vorgehens auf die resultierende Bierqualitdt notig machen, jedoch koénnte eine fiir den
Hefemetabolismus bessere O,-Versorung erreicht werden.

216



Diskussion

5.2 Die Bedeutung des Knotenpunkts Acetaldehyd fiir den
Hefemetabolismus und die Erfassung des PDH-Bypasses mittels
Enymaktivititsmessung

Eine zielgerichtete Erfassung der Hefephysiologie und das Verstandnis (ber Reaktionen im
Hefestoffwechsel unter brautechnologischen Bedingungen stellen die Grundlage zur
Optimierung des Garungsprozesses dar. Diese Erfassung kann entweder Uber eine direkte
Methode zur Messung von Stoffwechselaktivitaten oder Uber eine Analyse der fiir den
Hefemetabolismus bedeutenden Stoffwechselprodukte erfolgen. Damit stellt eine
Verknlipfung von Enzymaktivititsmessungen als eine direkte Analysemethode von
Stoffwechselreaktionen und die Durchflusszytometrie mit der Mdglichkeit, verschiedene
Intermedidrprodukte des Hefemetabolismus zu bestimmen eine effektive Kombination zur
Beurteilung des physiologischen Zustands der Hefe dar und zeigen den Einfluss der
Prozessparameter bei Propagation und Garung (vgl. Kapitel 2.3, 2.6, 3.2.1 und 3.2.2).
Allgemeinere Methoden zur Beurteilung der Hefephysiologie, wie z.B. die Messung des ICPs,
konnen zwar ebenfalls zu einer Optimierung des bestehenden Hefemanagements beitragen,
aber geben nur unzureichend Aufschluss Uber die verantwortlichen Mechanismen im
Hefestoffwechsel.

Die fur eine zligige und weitreichende Vergarung der Wiirze maligeblichen Eigenschaften
der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen setzen sich aus einer intensiven
Hefevermehrung wahrend der ersten Gartage und einer anschlieRend schnellen Umstellung
auf hohe GL zusammen. Diese vermehrungs- und garungsphysiologischen Eigenschaften der
Hefe sind am Knotenpunkt Acetaldehyd miteinander verknipft. An dieser Schllisselposition
im Stoffwechsel ist die Hefe in der Lage, sowohl Acetyl-CoA als Grundlage fir die
Lipidbiosynthese (iber den PDH-Bypass zu generieren und damit die unter
brautechnologischen Bedingungen einzigen sauerstoffabhangigen Schritte bei der Synthese
von ungesattigten Fettsdauren und Sterolen zu versorgen, als auch tiber das Enzym ADH den
Acetaldehyd zu Ethanol zu reduzieren. Mit dieser abschlieBenden Stoffwechselreaktion der
Alkoholischen Garung gewadhrleistet die Hefe die zur Aufrechterhaltung des Energiegewinns
notwendige Regeneration von NAD" (vgl. Kapitel 2.4.3 und 2.4.5).

Um diesen Teilbereich im Hefestoffwechsel unter den verschiedenen Bedingungen der
Propagation und Garung vollstandig zu betrachten, mussten fir die vorliegende
Forschungsarbeit die bereits aus vorangegangenen Forschungsvorhaben vorhandenen
Enzymaktivitdtsmessungen der PDH, PDC und ADH um die Aktivitditsmessung der Enzyme
des PDH-Bypasses erweitert werden. Die dazu notwendigen Reaktionsansatze zur
Bestimmung der ALDH- und ACS-Aktivitdit konnten erfolgreich in die Routineanayltik
integriert werden. Die dabei teilweise als gekoppelte Enzymreaktionen aufgebauten
Reaktionsansitze basieren auf der Extinktionsdifferenz der Cofaktoren NAD* und NADH + H,
deren Umsetzung spektralphotometrisch bestimmt werden kann und damit einen Aufschluss
Uber die jeweilige Ausprdgung der Stoffwechselaktivitaten gibt (vgl. Kapitel 3.2.1 und 4.2).
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Die ersten Untersuchungen zum Expressionsverhalten der ACS im Hefestoffwechsel unter
Garungsbedingungen zeigten deutlich, dass einerseits die ACS-Aktivitat eine weitaus grofRere
Gewichtung gegentiber der fir eine direkte oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA verantwortlichen PDH im Stoffwechsel der Hefe hat und andererseits eine
Korrelation zwischen der Aktivitaitszunahme der ACS und einer auf der Synthese von
ungesattigten Fettsdauren und Sterolen basierenden Hefevermehrung existiert. Unter
Berlicksichtigung einer zeitlichen Verzogerung, die auf die Umsetzung von Acetyl-CoA zu
neuem Zellmaterial zuriickzufihren ist, zeigte die ACS eine Aktivitatszunahme von ca. 60%
wahrend zeitgleich eine Hefevermehrung von 15 auf 50 Mio. Z/ml zu beobachten war.
Dennoch scheint nicht die absolute Enzymaktivitat der ACS auschlaggebend zu sein, sondern
vielmehr die Entwicklung der Stoffwechselaktivitat des PDH-Bypasses.

Die Grundlage fir die durch die ACS katalysierte Bildung von Acetyl-CoA aus Acetat stellt die
Umsetzung von Acetaldehyd durch die ALDH dar. Dabei zeigte die Aktivitatsmessung der
ALDH bei einer konventionell hergefiihrten Hefe keine mit der Steigerung der ACS parallele
Expression wahrend der Garung. Die im Vergleich zu den Garungsenzymen generell deutlich
geringere Stoffumsetzung der ALDH erfahrt wahrend der Angarphase eine starke Repression.
Dies kann auf die Regulationsmechanismen der Enzymkinetik und die Gesamtheit der vor-
und nachgeschalteten Stoffwechselwege zuriickgefiihrt werden. Im Gegensatz zur ADH
besitzt die ALDH einen deutlich niedrigen k,,-Wert. Ein wahrend der Angarung auftretender
hoherer Acetaldehydgehalt, dessen Bildung durch die PDC katalysiert wird, hemmt somit die
ALDH. Erst mit abnehmender Konzentration an Acetaldehyd durch eine gesteigerte ADH-
Aktivitat in der zweiten Halfte der Garung findet auch eine erneute Expressionszunahme der
ALDH statt.

Somit scheint die Hefevermehrung sowohl von der O,-Verfligbarkeit als auch von der
Limitierung des Intermediarproduktes Acetat aufgrund der Repression der ALDH-Aktivitat
wahrend der Angdrphase abhangig zu sein. Dennoch kann die Entwicklung der ACS-Aktivitat
als Indikator fir einen ausgepragten vermehrungsphysiologischen Zustand der Hefe
herangezogen  werden, aber  ermoglicht keine  direkte  Voraussage  der
Hefezellzahlentwicklung.
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5.3 Die Propagation als Schliissel zur Ausrichtung der Hefephysiologie und
die Aminosdureverwertung unter aeroben Wachstumsbedingungen

Die Zielsetzung der Hefepropagation wurde in der Vergangenheit vorwiegend auf das
Erreichen einer anstelltauglichen Hefezellzahl begrenzt. Erst in den letzten Jahren konnten
anhand von Vitalitditsmessungen der Hefe zusatzliche Erkenntnisse zum optimalen
Entnahmezeitpunkt erarbeitet und der Propagationsverlauf besser auf die
Anstelltechnologie und die Garungsbedingungen abgestimmt werden. Mittels der
flusszytometrischen Betrachtung der DNA-Verteilung und der Messung des ICP der Hefe
wurden diese Fortschritte im Bereich des Hefemanagements unter brautechnologischen
Bedingungen erreicht. Dennoch basieren die gewonnenen Kenntnisse meist auf empirischen
Erfahrungswerten aus den nachfolgenden Gareigenschaften. Die Hintergriinde im
Hefestoffwechsel wurden unterdessen nur unzureichend betrachtet, was dazu fihrte, dass
zwar auch anlagentechnische Verbesserungen erreicht wurden, aber der Einfluss des
grundlegenden Prozessparameters Sauerstoff auf die Hefephysiologie nur ungenligend
untersucht wurde. Nur mit dem Verstandnis der Reaktionen im Hefemetabolismus auf den
vorhandenen Sauerstoff kann eine optimale Ausrichtung des Propagationsprozesses auf die
nachfolgenden Garungsbedingungen erfolgen. Dies kann dazu beitragen, die vorhandenen
Kapazitaiten bestmoglich auszulasten und eine gleichbleibend hohe Qualitat des
resultierenden Bieres zu erzeugen.

Um den Einfluss des Sauerstoffs auf den physiologischen Zustand der Hefe wahrend der
Propagation zu erfassen, wurden die Auswirkungen verschiedener Bellftungsvariationen auf
den Hefemetabolismus untersucht. Dazu erfolgten neben den klassischen
brautechnologischen Analysen (Extraktabbau, ZiS, pH) die Aktivitdtsmessung der in der
Alkoholischen Garung zusammengefassten Enzyme PDC und ADH und die der im PDH-Bypass
lokalisierten Enzyme ALDH und ACS. Weiterhin wurde eine flusszytometrische Bestimmung
relevanter Stoffwechselmetaboliten der Hefe durchgefiihrt. Neben den Analysen des
Glykogen-, Trehalose- und Neutrallipidgehalts war die Erfassung der DNA-Verteilung und
somit des Zellzyklus zentraler Bestandteil zur Beurteilung der Hefephysiologie.

Da es sich bei der herkdmmlichen Propagation um einen kontinuierlich belifteten Prozess
handelt, wurden zu Beginn dieser Forschungsarbeit ebenfalls Versuchsreihen mit einem
kontinuierlichen O,-Gehalt von 2 und 8 mg/I| durchgefiihrt, um den grundlegenden Einfluss
der O,-Konzentration auf den physiologischen Zustand der Hefe zu bestimmen. In diesen
Versuchen konnte eine geringfugige Steigerung der in der G,-/M-Phase befindlichen Hefen
und leicht hohere Aktivitat aller untersuchten Enzyme durch eine niedrigere O,-
Konzentration beobachtet werden. Die absoluten Aktivtaten waren allerdings stark mit dem
physiologischen Ausgangszustand der eingesetzten Hefe verknipft. Dieser kann zumindest
bei einer kontinuierlich beliifteten Propagation den Einfluss des Prozessparameters
Sauerstoff (iberlagern.
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Die Messungen des als Stressindikators geltenden Reservekohlenhydrates Trehalose
hingegen zeigten keine signifikante Abhadngigkeit von der O,-Konzentration wahrend der
Propagation, so dass der absolute O,-Gehalt keinen Einfluss auf die Stresssituation der Hefe
zu haben scheint. Zwar zeigten die Hefen Unterschiede in der Neutrallipidkonzentration zum
Ende der Propagation, jedoch deuten die Uber den Propagationsverlauf gewonnenen
Ergebnisse auf einen stetigen Auf- und Abbau der Lipidspeicher hin. Somit kann eine Analyse
des Trehalose- und Neutrallipidgehalts als Steuerung des Propagationsprozesses nur bedingt
herangezogen werden. Insgesamt jedoch wurde deutlich, dass mit einer niedrigeren O,-
Konzentration geringfligig auf den Hefemetabolismus zugunsten einer Steigerung des
garungsphysiologischen Charakters Einfluss genommen werden kann. Die resultierenden
Gareigenschaften zeigten aber nur eine bedingt verbesserte Adaption der Hefe durch die
unterschiedliche Beliiftungsstrategie (vgl. Kapitel 5.4).

Vielmehr konnte anhand der Enzymaktivitatsmessungen festgestellt werden, dass sich die
Stoffwechselauspragungen der Hefe wadhrend der Propagation deutlich von denen unter
Garungsbedingungen unterscheiden. Die in Kapitel 4.2 zur Implementierung der
Aktivitdtsmessung der Enzyme des PDH-Bypasses durchgefiihrten Garversuche zeigten eine
deutliche Expression der ACS wahrend der Vermehrungsphase der Hefe. Zudem kam es
wahrend der Angdrung zu einer leicht reprimierten und lber den Garverlauf gesteigerten
Aktivitat der ALDH. Zusatzlich fand eine Zunahme der PDC- und ADH-Aktivitaten Uber den
gesamten Garverlauf statt. Unter Propagationsbedingungen mit kontinuierlicher Beliftung
hingegen wurden alle Enzyme Uber den gesamten Prozess stark reprimiert, was auf die
unterschiedlich Steuerungsmechanismen der jeweiligen Isoenzyme zurlickzufiihren ist.
Allgemein sind bei der Beurteilung der Enzymaktivitdten die Kenntnisse der vorhandenen
Isoenzyme und deren differente Steuerung im Hefemetabolismus von groRer Bedeutung. So
liegen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae zwei Isoenzyme der an der Umsetzung von
Acetat zu Acetyl-CoA beteiligten ACS vor. Dabei wird das Isoenzym ACS1 als aerobes,
welches durch hohe Zuckerkonzentrationen allerdings reprimiert wird, und das Isoenzym
ACS2 als anaerobes beschrieben, das bei Abwesenheit von Sauerstoff durch Glucose und
Ethanol exprimiert wird. Aufgrund dessen kommt es wahrend der aeroben Propagation in
einer Vollbierwirze - mit einem Gehalt an vergarbaren Zuckern von ca. 75 g/l - zu einer
vollstdndigen Repression der ACS-Aktivitat. Zudem steigt die Acetaldehydkonzentration
wahrend eines Propagationsprozesses deutlich (iber die bei einer Garung erreichte
Konzentration, was zu einer starkeren Repression der ALDH flhrt und somit zusatzlich eine
Verarmung an Acetat als Substrat der ACS forciert. Diese Unterschiede im Stoffwechsel bei
Propagation und Garung tragen allerdings nur bedingt zu einer Ubergeordneten
Beschreibung eines vermehrungsphysiologischen oder garungsphysiologischen Zustands der
Hefe bei, da das Verhiltnis der Garungsenzyme und der des PDH-Bypasses wahrend der
Vermehrungsphase in der Garung stark davon abweicht.

Parallel wurde eine Versuchsreihe zum Einfluss von Belliftungswechsel auf eine
Hefepopulation unternommen. Die DNA-Verteilung der Hefen zeigte dabei, dass ein Wechsel
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der Habitatbedingungen sowohl von aerob auf anaerob als auch von anaerob auf aerob eine
Synchronisation der Population bewirkt und sich 30 min nach einer solchen Umstellung ein
weitaus groRerer Anteil der Hefepopulation in der G,-/M-Phase befindet als dies unter
normalen Propagations- oder Garungsbedingungen der Fall ist.

Diese Erkenntnisse gaben Anlass, den Propagationsprozess zu Uberdenken und mittels
Intervallbelliftung sowohl die sauerstoffabhdngigen Schritte im Hefemetabolismus zu
ermoglichen und die Population zu synchronisieren, aber gleichzeitig die Enzymausstattung
der Hefe hinsichtlich der nachfolgenden Garungsbedingungen zu stimulieren. Diese
Versuche mit unterschiedlich aufgebauten Intervallbelliftungen machten deutlich, dass eine
effektive Beeinflussung der Enzymaktivitaten und damit der Hefephysiologie nur mit einer
8stiindigen Bellftungspause erreicht werden kann (vgl. Kapitel 4.3.2). Wahrend dieser
anaeroben Phase steigerte die Hefe ihre ACS-Aktivitat von 0,020 U/mg bis auf ein sonst nur
unter Garungsbedingungen beobachtetes Niveau von 0,067 U/mg. Im Vergleich zu einer
kontinuierlich bellifteten Propagation kann so eine erhéhte Expression der ACS von bis zu
300% erreicht werden. Gleichzeitig exprimierte die Hefe auch die ALDH starker, was zu einer
konstanten und nicht wie bei der klassischen Propagation fallenden Aktivitat fiihrt.

Zwar kam es wahrend der anaeroben Phase erwartungsgemal zu einer Verzoégerung in der
Hefevermehrung, aber dieser Unterschied nivellierte sich mit Einsetzen der erneuten O,-
Versorgung durch eine deutlich starkere Hefevermehrung, als dies in einer kontinuierlich
bellfteten Propagation zu beobachten wdare. Dies ist einerseits auf die durch den
Bellftungswechsel erreichte Synchronitdt der Population und andererseits auf einen
erhohten Pool an anaeroben Vorstufen fiir die sauerstoffabhangigen Schritte der
Lipidbiosynthese aufgrund der gesteigerten ACS-Aktivitat zuriickzufiihren. Insgesamt wird so
eine vergleichbare HZZ in dem fiir den Propagationsprozess angestrebten Zeitraum erreicht.

Die gesteigerten Enzymaktivitaten sanken zwar wahrend der aeroben Phase im zweiten Teil
der Propagation wieder leicht ab, blieben jedoch deutlich Gber den Aktivitaten einer
kontinuierlich bellifteten Propagation. Dies spiegelte sich in einer besseren Adaption an die
nachfolgenden Garungsbedingungen wider und fiihrte zu einem zigigeren Garverlauf (vgl.
Kapitel 4.5.1 und 5.4). Gleichzeitig zeigten die Versuche, dass der Zeitpunkt fiir die anaerobe
Phase trotz zu erwartender Vorteile fir die nachfolgende Garung nicht beliebig gegen Ende
des Propagationsprozesses verschoben werden kann, sondern in einem Zeitraum von 8 bis
16 h nach Start der Propagation einzuhalten ist.

Fiir eine weitreichende Vermehrung der Hefe wahrend der Propagation und Garung ist
zusatzlich eine ausreichende Versorgung mit assimilierbarem Stickstoff ausschlaggebend.
Dieser wird als FAN in der Wiirze zusammengefasst und summiert die vorliegenden
Aminosauren zu einem wichtigen Qualitatskriterium der Wiirze. Gleichzeitig existiert eine
Gruppierung der verschiedenen Aminosdauren anhand ihrer Wertigkeit flUr den
Hefemetabolismus (vgl. Kapitel 2.2 und 2.4.4). Diese am Beispiel einer o.g. Ale-Hefe unter
Garungsbedingungen aufgestellte Gruppierung wurde in der vorliegenden Arbeit auf ihre
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Gultigkeit unter Propagationsbedingungen Uberprift. Auf die Bestimmung von Cystein
musste aufgrund der fiir diese Aminosdure nicht eindeutige Signifikanz der verwendeten
Analysemethode mittels HPLC allerdings verzichtet werden.

Die Analyse der einzelnen Aminosduren zeigte teilweise deutliche Abweichungen im
Aufnahmeverhalten der Hefe unter Propagationsbedingungen gegeniiber der unter
Garungsbedingungen postulierten Aufnahme. Mit den gewonnen Ergebnissen erfolgte eine
Einteilung der einzelnen Aminosauren in sechs verschiedene Gruppen mit jeweils fir
mehrere Aminosduren charakteristischen Konzentrationsverlaufen.

Dabei wurden die Aminosauren Asparagin, Histidin, Lysin, Methionin, Serin und Threonin
kontinuierlich von Beginn an von der Hefe assimiliert. Wahrend jedoch Asparagin, Lysin,
Methionin und Serin vollstdndig von der Hefe aufgenommen wurden, fand die Aufnahme
der Aminosdauren Histidin und Threonin nur bis zu einer Restkonzentration von ca.
1 mg/100 ml statt, und die Assimilation wurde im weiteren Verlauf der Propagation
eingeschrankt. Bei den Aminosauren Arginin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin und Tryptophan
zeigte sich eine zu Beginn geringere, aber lGber den Verlauf zunehmende Verwertung durch
die Hefe, wobei gegen Ende der Propagation noch geringe Konzentrationen dieser
Aminosauren im Propagationsmedium verblieben. Bei den Aminosduren Asparaginsaure und
Glutaminsdure kam es hingegen in der Anfangsphase der Propagation zu einer ausgepragten
Repression bei der Aufnahme. Im Weiteren wurden beide Aminosduren allerdings innerhalb
kurzer Zeit vollstandig von der Hefe verwertet. Diese 13 Aminosauren sind damit bei
Anwesenheit hoher Zuckerkonzentrationen und unter aeroben Wachstumsbedingungen von
grofRter Bedeutung fir den Hefemetabolismus (vgl. Kapitel 4.3.3).

Die in der Bierwiirze nur in geringen Konzentrationen vorliegenden Aminosduren Glutamin
und Glycin zeigten zwar adhnliche Konzentrationsverlaufe wie die Asparaginsdaure und
Glutaminsdure, aber die Aufnahme durch die Hefe fiel nach der Repressionsphase deutlich
geringer aus, obwohl Glutamin als universeller Stickstofflieferant fiir die Hefe angesehen
werden kann. So kénnte eine Anreicherung dieser Aminosdure durch eine veranderte
Sortenauswahl oder die Verwendung anderer Rohmaterialien zu einer besseren Versorgung
der Hefe beitragen (vgl. Kapitel 2.2, 2.4.4 und 4.3.3). Die ibrigen Aminosauren Alanin, Valin,
Tyrosin und y-Aminobuttersaure wurden nur bei fast vollstandiger Limitierung der lbrigen
Aminosduren vom Hefemetabolismus verwertet. Dies ldsst darauf schlieBen, dass diese vier
Aminosauren eine untergeordnete Bedeutung fir den Hefemetabolismus haben. Allerdings
liegen diese Aminosauren jeweils in einem Konzentrationsbereich von 8 bis 12 mg/1100 ml in
der Wirze vor und machen somit einen groflen Anteil des fir die Hefe kalkulierten
Stickstoffpools aus. Selbst unter Propagationsbedingungen, bei dem der FAN nahezu
vollstandig aufgezehrt wird, liegt noch eine Gesamtkonzentration dieser vier Aminosauren
von ca. 20 mg/100 ml vor, was annahernd 10% des Ausgangs-FANs entspricht. Zusammen
mit den in der Tabelle 49 dargestellten Abweichungen im Aufnahmeverhalten zu der
allgemein giiltigen Gruppierung ergibt dies einen Anlass zur Neubewertung der
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Stickstoffausstattung der Wirze, um dieses Qualitatskriterium besser an die fiur den
Hefemetabolismus bedeutsamen Aminosduren zu orientieren.

Tabelle 49: Unterschiede im Aufnahmeverhalten der Hefe unter Propagationsbedingungen gegeniiber der
klassischen Gruppierung der Aminosauren

Aufnahme der Hefe unter

Aminosdure(n) Klassische Gruppierung Propagationsbedingungen
Asn, Lys, Ser Sofortige und vollstandige Aufnahme
Sofortige aber nicht vollstiandige
Thr
Aufnahme
Asp, Glu Gruppe 1: Nicht sofortige aber vollstandige
. N Aufnahme
Sofortige und vollstandige
Aufnahme Schwache Repressionsphase und
Gin geringe Assimilation aufgrund
niedriger Konzentration
Weder sofortige noch vollstandige
Arg
Aufnahme
Langsame aber kontinuierliche
lle, Leu
G 5 Aufnahme
Met ruppe 2: Sofortige und vollstandige Aufnahme
Langsame aber Soforti ber nicht vollstindi
His kontinuierliche Aufnahme ofortige aber nicht vollstandige

Aufnahme

iiber die Garung — -
Ausgepragte Repressionsphase und

L geringe Aufnahme
Gruppe 3: Ausgepragte Repressionsphase und
AEDINTHUEL) Aufnahme erfolgt erst geringe Aufnahme
nachdem die Gruppe 1 .
Phe, Trp vollstindig assimiliert Schwache Repressionsphase und

weitreichende Aufnahme
wurde

Die grin markierten Aminosduren zeigen, dass es nur bei acht Aminosduren zu einer
vollstindigen Ubereinstimmung zwischen dem in der Literatur beschriebenen
Aufnahmeverhalten und den hier unter Propagationsbedingungen gewonnen Ergebnissen
kam. Diese Abweichungen kdnnen dabei sowohl durch die aeroben Prozessbedingungen der
Propagation als auch durch den physiologischen Zustand der Hefe und die Verwendung
eines anderen Hefestammes begriindet sein.

Diese neue und detaillierte Einteilung der Aminosduren macht jedoch eine praktische
Umsetzung einer neuen Berechnungsgrundlage des FAN als Teil der Qualitatsbestimmung
der Wiirze nur schwer moglich. Dafiir wurden die Aminosduren, wie aus der Tabelle 50
ersichtlich, in Abhangigkeit des Aufnahmeverhaltens der Hefe nochmals zu vier Gruppen mit
charakteristischen Eigenschaften zusammengefasst. Die dabei doppelt auftretenden
Aminosauren wurden sowohl von Beginn an als auch vollstandig assimiliert und sollten daher
mit einer hoheren Gewichtung in die Berechnung des FAN einflieRen.

223



Diskussion

Tabelle 50: Einteilung der Aminosduren in Abhangigkeit der Aufnahme durch die Hefe unter
Propagationsbedingungen

Zigige Assimilation Vollstandige Weitreichende Geringe Assimilation
zu Beginn der Assimilation wahrend  Assimilation wahrend wahrend der
Propagation der Propagation der Propagation Propagation
Asn, His, Lys, Met, Asn, Asp, Glu, Lys, Arg, His, lle, Leu, Phe, Ala, GIn, Gly, Tyr, Val
Ser, Thr Met, Ser Trp, Thr yY-Aminobuttersaure

Die Aminosauren Alanin, Glutamin, Glycin, Tyrosin, Valin und y-Aminobuttersdure hingegen
sind entweder aufgrund der geringen Assimilation durch die Hefe oder der niedrigen
Konzentrationen zumindest unter Propagationsbedingungen nur bedingt mit in die
Berechnung des FAN einzubeziehen. Insgesamt veranlassten diese abweichenden
Erkenntnisse Uber das Aufnahmeverhalten der Hefe die Assimilation des FAN auch unter
Garungsbedingungen und in Abhadngigkeit der Hefephysiologie zu Gberpriifen. Die aus den
Versuchsgarungen erzielten Ergebnisse werden in Kapitel 5.5 diskutiert.
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5.4 Der physiologische Zustand der Hefe unter Garungsbedingungen in
Abhidngigkeit der Wiirzebeliiftung

Um den Einfluss des physiologischen Zustandes der Hefe auf die Gareigenschaften und die
Bierqualitat besser bewerten zu konnen, war es von groRer Bedeutung, vorab mogliche
Unterschiede zwischen einzelnen Hefestammen aufzuzeigen. Zudem kann dies zur
Beantwortung der in vielen Forschungsarbeiten diskutierten Fragestellung beitragen, ob der
Einsatz eines anderen Hefestammes eine hohere Bedeutung fiir die Stabilitdt des Bieres
besitzt, als die technologische Beeinflussung der Hefephysiologie. Dazu wurden unter
identischen Prozessbedingungen sechs u.g. Hefestimme parallel hergefiihrt und auf ihre
Gareigenschaften untersucht sowie die resultierende Bierqualitdt analysiert. Zusatzlich
wurden bei drei dieser Hefestamme die Enzymaktivitaten der PDC, ADH, ALDH und ACS
wahrend der Garung gemessen, um die genetisch bedingte Variation in den
Stoffwechselauspragungen zwischen den Hefestammen zu erfassen.

Dabei zeigte sich, dass vier der sechs Hefestimme eine weitgehend vergleichbare
Zellzahlentwicklung unter Garungsbedingungen aufwiesen. Ausgehend von einer
Anstellzellzahl von ca. 15 Mio. Z/ml erreichten diese nach etwa 72 h mit ca. 40 Mio. Z/ml ihr
Zellzahlmaximum. Nur bei dem Stamm W 34/78 konnte mit einem Maximum von ca. 60
Mio. Z/ml ein hoheres Hefewachstum in den ersten beiden Gartagen und bei dem als
Staubhefe charakterisiertem Stamm W 66/70 ein weitreichenderes Hefewachstum bis zum
dritten Gartag auf eine HZZ von ca. 50 Mio. Z/ml beobachtet werden. Das Absetzverhalten
der Hefen zum Ende der Garung wies allerdings keine signifikanten Unterschiede auf.

Auch beim Extraktabbau kam es zu Abweichungen zwischen den Garungen der einzelnen
Stamme. So erreichten die Garungen mit den Stammen W 34/78 und W 66/70 den
angestrebten GVG bereits nach 144 bzw. 168 h und zeigten damit einen deutlich schnelleren
Extraktabbau als die lGbrigen Stammen. Bei einer Hauptgartemperatur von 10 °C konnten die
Stamme W 194 und der mit dem Stamm W 34/78 eng verwandte W 34/70 den vergérbaren
Extrakt erst in der anschlieBenden Reifungsphase weitgehend umsetzen. Dieser groRe
Unterschied zwischen zwei eng verwandten Stammen ldsst trotz der parallelen
Versuchsdurchfiihrung bereits auf die groBe Bedeutung feiner Unterschiede in der
Hefephysiologie fiir eine Optimierung des zentralen Prozesses der Garung schlieRen.

Die berechneten GL zeigten, dass die Hefen aller Stamme zu Beginn der Garungen und somit
wahrend der jeweiligen Vermehrungsphase die hochste Extraktmenge pro Zelle umsetzten.
Der Grund dafir liegt neben der Zuckerverwertung vor allem in der Aufnahme der in der
Wiirze vorliegenden Wuchsstoffe, wie u.a. den Aminosduren und den Lipide. Dass es
wahrend dieser Zeit allerdings nur zu einem geringen absoluten Extraktabbau kommt, hdngt
mit der in diesem Stadium noch geringen Menge an Hefezellen zusammen. Wie am Beispiel
der Hefen vom Stamm W 34/78 erkennbar, kdnnte eine zu Beginn der Garung hohe GL auch
ein Anhaltspunkt flr einen ausgepragten vermehrungsphysiologischen Charakter der Hefen
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sein. Diese Hefen wiesen am 1. Gartag mit 0,059 AGew.-%/Mio. Z*h die hochste GL auf und
zeigten im weiteren Verlauf die schnellste und weitreichendste Hefevermehrung.

Anhand der GL lie8 sich zudem beobachten, dass es zum Ende der Vermehrungsphase zu
einer Umstellung im Stoffwechsel der Hefe kommt. Da der Extraktabbau pro Hefezelle nach
dem 2. Gartag deutlich absinkt, und erst (iber die Hauptgarung wieder zunimmt, ist daran
eine nahrstoffbedingte Umstellung von einem ausgepragten vermehrungsphysiologischen zu
einem garungsphysiologischen Zustand zu erkennen.

Zwar lagen die absoluten GL aller Hefen in den ersten beiden Gartagen am hdéchsten, aber
fir eine zlgige Vergarung sollten neben einer hohen Zellzahl vor allem die GL am 3. bis
5. Gartag entscheidend sein. So zeigten auch hier die Hefen vom Stamm W 34/78 mit
0,045 AGew.-%/Mio. Z*h zeitweise den groRten Stoffumsatz. Aber auch die GL der Hefen
vom Stamm W 69 wiesen wahrend der Hauptgarung ein mit dem Stamm W 34/78
vergleichbares Niveau auf. Aufgrund dessen erreichten die Hefen dieses Stammes bei einer
durchschnittlichen Zellzahlentwicklung den zligigsten Garverlauf. Damit sind sowohl eine
weitreichende Vermehrung zu Beginn und eine hohe GL wahrend der Hauptgarphase
ausschlaggebend fir einen zligigen Garverlauf.

Die Aktivitatsmessungen der untersuchten Schliisselenzyme konnten zeigen, dass generell
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Hefestammen lber den Garverlauf
auftreten und somit eine Uber die Prozessparameter erreichte Beeinflussung der
Hefephysiologie auch auf andere Hefestamme Ubertragbar ist. Nur die Hefen vom Stamm
W 69 zeigten eine gegenliber den anderen getesteten Stammen hohere Aktivitat der ADH
wahrend der Hauptgdrphase. So erreichte die ADH-Aktivitdt am 3. bis 5. Gartag mit
ca. 0,60 U/mg eine um ca. 0,20 U/mg hohere Aktivitat, was allerdings deutlich unter den im
Folgenden beschriebenen Variationen der Enzymexpressionen in Abhangigkeit der
angewandten Technologie liegt. Dennoch konnte die erhéhte Aktivitat mit der ebenfalls am
4. und 5. Gartag beobachteten hoheren GL dieser Hefen in Verbindung gebracht werden und
gibt einen Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer hohen Aktivitat der
Garungsenzyme und der GL einer Hefe.

Um den physiologischen Zustand der Hefen weitgehend beschreiben zu kénnen, wurden
ebenfalls Veranderungen in den Enzymexpressionen (iber die Anzahl der Flihrungen und der
damit verbundenen Adaption an die Garungsbedingungen und die Alterung der
Hefepopulation untersucht. Dabei wurden signifikante Entwicklungen in den
Enzymaktivitdten beobachtet. So zeigt die PDC-Aktivitat einer frisch hergefiihrten Hefe eine
ausgepragte Repression wahrend der Angadrphase, was auf den vorhandenen Sauerstoff
beim Anstellen und die Adaption an die verdanderten Nahrstoffbedingungen insbesondere
der Zucker zurickzufihren ist. Im weiteren Verlauf findet eine stetige Expressionszunahme
dieses Enzyms statt. Diese Regulationseigenschaften der PDC scheinen jedoch Uber die
Flihrungen stetig nachzulassen, bzw. sich den Habitatbedingungen anzupassen, so dass
sowohl die Repressionsphase wahrend der Angérung, als auch die Expressionssteigerung im
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Anschluss  schwacher ausféllt. Dabei kann die geringere Repression wahrend der
Vermehrungsphase auch mit den jeweiligen Ausgangsaktivitaten der PDC zum Zeitpunkt des
Anstellens in Verbindung gebracht werden. So konnte bei niedrigeren Ausgangsaktivitaten
eine schwachere Repression festgestellt werden als bei hoheren Aktivitaten der Stellhefe.
Die in einer nachfolgenden Fiihrung geringere Expression der PDC im 2. Teil der Garung kann
bis zu einer abnehmenden PDC-Aktivitat zum Ende der Garung und somit zu einer erneut
niedrigeren Ausgangsaktivitdt der Hefen in der darauf anschlieBenden Flihrung fiihren.
Somit stellt sich Uber eine langere Adaption an die brautechnologischen Bedingungen ein
nahezu konstantes und gleichbleibendes Niveau der PDC-Aktivitdt ein. Dies kann somit zu
einer Charakterisierung eines ausgepragten garungsphysiologischen Zustands herangezogen
werden.

Die unter Herfiihrungsbedingungen stark reprimierte ADH-Aktivitat der Hefe erfahrt in der
1. Fihrung unter Garungsbedingungen eine stetige Zunahme liber den gesamten Garverlauf.
Zwar kann die ADH-Aktivitdt von der Hefe nicht vollstandig tber die Lagerphase zwischen
den Fihrungen konserviert werden, dennoch kommt es auch in der anschlieRenden Garung
zu einer weiteren Zunahme bis auf ein tempordres Aktivitditsmaximum. In den
darauffolgenden Fihrungen zeigt die ADH, vermutlich ebenfalls aufgrund der héheren
Ausgangsaktivititen der Stellhefe und einer Adaption an die jeweils neuen
Nahrstoffbedingungen, beim  Anstellen eine Repressionsphase  wadhrend der
Vermehrungsphase. Erst im 2. Abschnitt der Garung steigert die Hefe ihre ADH-Aktivitat
wieder. Damit besitzt eine Hefe mit ausgepragtem garungsphysiologischem Charakter
einerseits eine héhere Ausgangsaktivitat der ADH, aber gleichzeitig unterliegt sie groReren
Schwankungen (iber den Garverlauf.

Die ALDH weist vor allem in der 1. Fihrung eine auf die Acetaldehydkonzentration und den
niedrigen ky,-Wert dieses Enzymes zurlickzufiihrende Repression wahrend der ersten beiden
Gartage auf, bevor es wieder zu einer kontinuierlichen Expressionszunahme kommt. Dieses
Verhalten kann durch eine Korrelation mit den ADH-Aktivitaten erklart werden. Die ebenfalls
in der zweiten Halfte der Garung ansteigende ADH-Aktivitat verringert bei einer in diesem
Zeitraum konstanten PDC-Aktivitat die Konzentration an Acetaldehyd und tragt so mit zu
einer Aktivitdtszunahme der ALDH bei. Die nachfolgende Steigerung der ALDH-Aktivitat bis
zum Ende der Géarung, die auch an der Reduktion des Acetaldehyds wahrend der
Reifungsphase unter den Geschmacksschwellenwert beteiligt ist, flihrt zu einer héheren
Ausgangsaktivitat in der darauffolgenden Flihrung. Aufgrund der hoheren ADH-Aktivitdten
der Erntehefen und einer nahezu konstanten PDC-Aktivitat findet in den darauffolgenden
Flihrungen eine geringere Repression der ALDH (iber die Angadrphase statt. Zwar kommt es
wahrend der Hefevermehrung zu Schwankungen in der ALDH-Aktivitat, aber in der
Hauptgédrung ist ein den Ubrigen Enzymen ahnliches und konstantes Aktivitdtsniveau zu
beobachten. Somit scheint auch die Steuerung der ALDH-Aktivitdit mit zunehmendem
garungsphysiologischem Charakter der Hefe zu einer konstanteren, auf héherem Niveau
befindliche Aktivitat zu fihren.
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Die ACS-Aktivitat zeigt mit zunehmender Adaption an die Garungsbedingungen und der
Alterung der Hefepopulation ebenfalls eine stetige Entwicklung in ihrem Verlauf. Wahrend
das Expressionsmaximum nach der Herfiilhrung am 2. bis 3. Gartag erreicht wird, verschiebt
sich diese Zunahme im Gérverlauf zeitlich nach vorne, so dass die maximale ACS-Aktivitat
einer bereits geflihrten Hefe schon am 1. Gartag auftritt. Mit weiterer Adaption findet die
deutlichste Expressionssteigerung bereits in den ersten 12 h der Garung statt und es kommt
zu Unterschieden in der Auspragung des Aktivitatsmaximums. Wahrend die Hefen in einem
vermehrungsphysiologischen Zustand diese hohe Aktivitat fiir ca. 24 h aufwiesen, flhrt ein
ausgepragter garungsphysiologischer Charakter der Hefe zu einer ldangeren Phase mit
maximaler ACS-Aktivitat, die erst gegen Ende der Garung wieder abfallt. Dies fiihrt insgesamt
zu einer sowohl zu Beginn als auch gegen Ende der Garung vergleichbaren ACS-Aktivitat der
Hefen unabhangig von der Anzahl der durchlaufenen Fiihrungen.

Neben der Anzahl der Flihrungen, die einen deutlichen Einfluss auf die Entwicklung der
einzelnen Enzyme haben, kommt dem jeweilig verwendeten Anstellverfahren eine ebenfalls
grofRe Bedeutung in der Steuerung des Hefemetabolismus zu. So konnte gezeigt werden,
dass sowohl die Garungsenzyme PDC und ADH als auch die Enzyme des PDH-Bypasses mit
zunehmendem Sudrhythmus wahrend eines Drauflassverfahrens, d.h. langeren Pausen
zwischen den nachfolgenden Suden bei Fiillen eines Gartanks, eine verstarkte Expression
erfuhren. So konnte durch die Verwendung eines derartigen Anstellverfahrens bei der PDC
eine Steigerung der Aktivitait um bis zu 60% und bei der ADH bis zu 100% zum Ende der
Garung festgestellt werden. Die ACS-Aktivitdten zeigten ebenfalls einen weitreichenden
Einfluss des Sudrhythmus. So kam es mit langeren Pausen zwischen den Suden zu einer
deutlich gesteigerten Aktivitdit der ACS. Diese um ca. 60% gesteigerte Expression ist
vermutlich auf das anaerobe Isoenzym der ACS zuriickzufihren. Dabei sind sowohl die
Abwesenheit von Sauerstoff als auch die frischen Wuchsstoffe der Wiirze und eine bereits
geringere Konzentration an Ethanol positiv fiir die zusatzliche Expression der ACS zu
bewerten. Zwar wurde auch die ALDH mit langeren Pausen zwischen den Suden und
zunehmender Gardauer starker exprimiert, allerdings fielen die Unterschiede hierbei
deutlich geringer aus.

Die Hefeherflihrung hat, wie in Kapitel 5.3 beschrieben, einen bedeutenden Einfluss auf die
Ausrichtung des Hefestoffwechsels und kann als Instrument fiir eine bessere Adaption an
nachfolgenden Garungsbedingungen genutzt werden. Zuséatzlich steht mit der
Wiirzebeliiftung eine Moglichkeit zu Verfligung, die als Steuerung der Hefephysiologie
eingesetzt werden kann. Allerdings muss die Menge und der Zeitpunkt der O,-Versorung auf
den physiologischen Ausgangszustand der Hefe abgestimmt werden.

Die in Kapitel 4.5.1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass bei einer frisch hergefiihrten Hefe
unter Beachtung der grundlegenden Prozessfiihrung einer Propagation vollstandig auf eine
zusatzliche Versorgung mit Sauerstoff wahrend des Anstellvorganges durch die
Wiirzebeliiftung verzichtet werden kann und dennoch eine zligigere Vergdrung erreicht
wird. Zwar kommt es bei einem Verzicht auf die Wirzebeliiftung zu einem bis zu
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30 Mio. Z/ml geringeren Hefewachstum wahrend der Garung, aber wie anhand der GL der
Hefen in diesen Versuchen ersichtlich, findet eine schnellere und weitreichendere
Umstellung von einem vermehrungsphysiologischen zu einem garungsphysiologischen
Zustand statt. In der Folge treten die zwar in niedrigeren Konzentrationen vorliegenden
Hefen in einer unbeliifteten Garung einerseits wesentlich friiher in die Hauptgarphase ein
und setzen andererseits deutlich mehr Extrakt pro Zelle um als dies bei zusatzlich bellfteten
Hefen der Fall war. Mit einem so optimierten Verfahren kann der angestrebte VG bis zu 20 h
friher erreicht werden und somit zu einer Kapazitatserhohung des Garkellers ohne
zusatzliche Investitionskosten von iber 10% beitragen.

Zusatzlich zeigen die Ergebnisse der an die Propagationsversuche PIO und PI8 gekoppelten
Garungen, dass mit Hilfe einer Intervallpropagation - mit 8stlindiger Belliftungspause in
einem Zeitraum von 8 bis 16 h nach Propagationsstart - der physiologische Zustand der Hefe
zusatzlich auf die nachfolgenden Garungsbedingungen ausgerichtet werden kann. Es kann
zwar auch hier auf eine Beliftung der Hefe =zugunsten einer schnelleren und
weitreichenderen Umstellung im Hefemetabolismus verzichtet werden, aber der
Unterschied im Extraktabbau zwischen den beliifteten und unbeliifteten Garungen fallt
wesentlich geringer aus. Die insgesamt verbesserte Adaption und die hohe Synchronitat zum
Zeitpunkt des Anstellens einer mittels Intervallbeliiftung hergefiihrten Hefe bewirkt ein
schnelleres Hefewachstum. Ein solches Propagationsverfahren tragt somit einerseits generell
zu einer konstanteren und reproduzierbareren Prozessfiihrung bei und andererseits kann im
Falle einer betrieblich bedingten geringen Hefeernte die Wirzebelliftung als Instrument
genutzt werden, ohne weitreichende Folgen fiir die Gardauer die Hefeernte zu erhéhen.

In einer weiteren Versuchsreihe mit dem Ziel, den Propagationsprozess in Kombination mit
der Wirzebelliftung auf eine bessere Adaption der Hefe an die Garungsbedingungen
abzustimmen, wurden Hefen aus zwei kontinuierlich beliifteten Propagationen mit einem
unterschiedlichen 0,-Gehalt von 2 und 8 mg/l, sowie aus einer intervallbelifteten
Propagation mit einer 8stiindigen Belliftungspause Uber vier Fihrungen hinweg getestet. Die
zuvor aus Propagationsversuchen gewonnenen Ergebnisse flihrten zu einer Verschiebung
der Bellftungspause in das letzte Drittel des Propagationsprozesses. Die bereits in Kapitel
5.3 diskutierten Ergebnisse dieser Propagationen zeigten jedoch, dass der positive Effekt der
nach hinten verschobenen Beliftungspause schwacher ausfiel als dies bei einer friiheren
Unterbrechung der 0O,-Versorgung zu beobachten war. Um die Bedeutung der
Wiirzebeliiftung zu untersuchen, wurden aus jeder Propagation eine belliftete und eine
unbeliliftete Garung angestellt.

In dieser Versuchsreihe konnte jedoch in keiner Garung der 1. Fihrung der zuvor
beobachtete positive Effekt einer zusatzlichen O,-Versorgung auf das Wachstum der Hefe
nachgewiesen werden. Weder die Bestimmung der HZZ noch die Analyse der DNA-
Verteilungen gaben einen Hinweis auf eine signifikant hohere Vermehrung der belifteten
Hefen. Vielmehr wiesen die Hefen in den unbeliifteten Garungen sowohl bei den ACS-
Aktivitaten als auch bei den in der G,-/M-Phase befindlichen Zellen teilweise leicht hohere
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Werte auf. Bei einem Vergleich der Gar- und Vermehrungseigenschaften der Hefen aus den
jeweiligen Propagationen muss grundsatzlich der unterschiedliche physiologische
Ausgangszustand vor der Propagation mit bericksichtigt werden.

Im Falle der kontinuierlich beliifteten Propagationen zeigten die zu Garbeginn zusatzlich
belifteten Hefen dennoch einen geringfligig schnelleren Extraktabbau. Gleichzeitig wiesen
die GL allerdings unabhangig von der Beliliftung anndahernd die gleichen Werte auf. Im
Vergleich der beiden kontinuierlich bellifteten Propagationen erreichten die Hefen aus der
mit 8 mg O,/I durchgefiihrten Propagation den angestrebten GVG etwas friher. Die dafur
mitverantwortlichen schwachen GL der Hefen aus der mit einem kontinuierlichen O,-Gehalt
von 2 mg/l belufteten Propagationen korrelierten mit einer geringen Zunahme in der
Expression der Garungsenzyme.

Nur bei der intervallpropagierten Hefe konnte trotz der weniger starken Beeinflussung der
Hefephysiologie durch die verschobene Belliftungspause deutlich bessere Gareigenschaften
der unbellifteten Hefe sowohl gegeniber der belilfteten als auch gegeniiber den
Gareigenschaften der aus den kontinuierlichen Propagationen stammenden Hefen
nachgewiesen werden. Dies war in einer deutlich hoheren Aktivitdt der Garungsenzyme PDC
und ADH begrindet, die Uber den gesamten Garverlauf fast 0,20 U/mg und damit 200% im
Falle der PDC und ca. 0,50 U/mg und damit bis zu 100% im Falle der ADH uber den
Aktivitaten der beliifteten Hefen lagen.

Zur besseren Darstellung des physiologischen Gesamtzustands der Hefen wurden die
Verhaltnisse aus den Garungsenzymen PDC und ADH und den fiir die Hefevermehrung
bedeutsamen Enzymen ALDH und ACS Uber den Garverlauf gebildet. Dabei wurde deutlich,
dass die mit der niedrigeren O,-Versorgung hergefiihrten Hefen ein vergleichsweise geringes
und zudem konstantes Verhaltnis zwischen den Stoffwechselwegen aufwiesen. Daraus lasst
sich eine nicht konsequente Umstellung im Hefemetabolismus zugunsten eines hohen
Zuckerumsatzes ableiten. Bei den Hefen aus der mit 8 mg/I propagierten Hefe hingegen fand
eine stetige Zunahme im Verhaltnis statt. Somit kam es zu einer kontinuierlichen Steigerung
des garungsphysiologischen Charakters dieser Hefen. Bei den intervallpropagierten Hefen
konnte zwar ebenfalls eine kontinuierliche Ausrichtung im Stoffwechsel (iber die gesamte
Hauptgarphase festgestellt werden, allerdings fand vor allem bei den unbeliifteten Hefen die
Umstellung im Stoffwechsel zugunsten der Garungsenzyme bereits zu Beginn statt, so dass
diese Hefe bereits ab dem 2. Gartag einen ausgepragten garungsphysiologischen Zustand
aufwiesen.

Zusammengenommen mit den Ergebnissen aus den vorangegangenen Garungen, die
ebenfalls mit einer aus einer intervallbellifteten Propagation stammenden Hefe angestellt
wurden, bestatigt sich somit die mittels BellGftungspausen erreichte bessere Adaption der
Propagationshefe an die nachfolgenden Garungsbedingungen. Bei einer Abstimmung der
Wirzebeliftung auf die Hefephysiologie kann zudem eine deutliche Verbesserung der
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Gareigenschaften erreicht werden. Zusatzlich kann (ber diese Anpassungen ein
kontinuierlicher und reproduzierbarer Prozess geschaffen werden.

Auch in der 4. Fihrung konnte kein signifikanter Einfluss der zusatzlichen Wirzebeliiftung
auf das Hefewachstum festgestellt werden. Zwar zeigten die beliifteten Hefen nach 12 h
teilweise eine leicht hohere ACS-Aktivitat und einen hoheren Anteil an Zellen in der G,-/M-
Phase, dennoch blieben die HZZ Giber die Garverlaufe sowohl zwischen den unbelifteten und
beliifteten, als auch zwischen den aus verschiedenen Propagationen stammenden Hefen
vergleichbar.

Insgesamt konnte eine vergleichbare Entwicklung in den Enzymaktivitaten wie bereits bei
den Untersuchungen zum Einfluss mehrmaligen Fiihrens beobachtet werden. So zeigten die
ACS-Aktivitaten, wenn Uberhaupt, nur zu Beginn der Garung eine Expressionszunahme und
blieben danach auf einem konstanten Niveau. Auch die Schliisselenzyme ADH und ALDH
wiesen die bereits zuvor beschriebene Entwicklung auf und erreichten in allen Garungen ein
vergleichbares Aktivitatsniveau. Wahrend allerdings die PDC-Aktivitdten bei den Hefen aus
den kontinuierlich bellfteten Propagationen lber den Garverlauf stiegen und gegen Ende
wieder abfielen, blieb die Aktivitdit der intervallbeliifteten Hefen konstant auf einem
durchschnittlichen Niveau, was auf einen ausgepragteren garungsphysiologischen Zustand
dieser Hefen hindeutet. Beim Extraktabbau sowie bei dem Verhaltnis der Garungsenzyme zu
denen des PDH-Bypasses wiesen die Hefen aus den kontinuierlich beliifteten Propagationen
keine Unterschiede zwischen den zusatzlich bellfteten und unbeliifteten Hefen auf und auch
die Gareigenschaften und GL waren nahezu identisch. Die Hefen erreichten am 7. Gartag
einen scheinbaren Restextrakt von ca. 4,0 Gew.-%, was noch leicht oberhalb des
angestrebten GVG lag. Im gleichen Zeitraum setzten die aus der intervallbelifteten
Propagation ca. 0,5 Gew.-% mehr Extrakt um und erreichten den angestrebten GVG. Zudem
wurde bei den Hefen aus der intervallbelliften Propagation zu Beginn der 4. Fihrung ein
besonders hoher Anteil an Zellen in der G2-/M-Phase von 76,2% gemessen, der sonst nicht
beobachtet werden konnte.

Dass sich eine zusatzliche WirzebellUftung nicht immer positiv auf die Hefevitalitat auswirkt
und einen schlechten physiologischen Zustand nicht zwangslaufig verbessert, zeigten auch
die Garungen mit intensiv propagierten Hefen, die Gber eine optimale Nihrstoffversorgung
hinaus bis zu Zellzahlen von 200 Mio. Z/ml vermehrt wurden. Auch hier konnte die Belliftung
aller Sude in einem Drauflassverfahren keine signifikante Verbesserung der
Gareigenschaften gegeniliber den unbellifteten Hefen bringen. Dementsprechend ist die
gesamte Abstimmung des Hefemanagements von der Herfiihrung bis hin zur
Erntehefebehandlung der Schlissel fiir eine Optimierung des zentralen Prozessschrittes der
Garung.
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5.5 Die Aminosaureverwertung unter anaeroben Wachstumsbedingungen
in Abhangigkeit der Hefephysiologie

Die in den Kapiteln 4.3.2 und 5.3 beschriebene Aminosdureaufnahme der Hefe unter
Propagationsbedingungen wich stark von dem allgemein postulierten Aufnahmeverhalten
ab, so dass dies zum Anlass genommen wurde, die Glltigkeit der Gruppierung auch unter
Garungsbedingungen zu Uberprifen. Die Garungen im Anschluss an die unter Kapitel 4.3.1
durchgefiihrten Propagationen wurden genutzt, um die Konzentrationsabnahme und damit
das Assimilationsverhalten der Hefe zu analysieren. Gleichzeitig konnte so Uberprift werden,
ob eine Ubertragung der Aminosdureverwertung von der Propagation auf die Garung
moglich ist.

Um den Einfluss der Hefephysiologie mit in die Analyse einflieRen zu lassen, wurde zudem
das Aufnahmeverhalten in unterschiedlich beliifteten Drauflassverfahren untersucht, und
gleichzeitig fand in der 3. Fihrung dieser Versuchsreihe eine Prifung moglicher
Veranderungen in der Assimilation mit zunehmendem garungsphysiologischen Zustand der
Hefe statt. Zusatzlich wurde das Aufnahmeverhalten einer intensiv propagierten Hefe
untersucht. Diese Uber die vollstiandige Limitierung des FAN hinaus durchgefiihrte
Vermehrung der Hefen diente dazu, einen im Vorfeld aufgetretenen Mangel an
Stickstoffsubstanzen zu simulieren und die Reaktionen auf die erneute Versorgung mit
Aminosauren zu erfassen.

Wie unter Kapitel 5.3 fiir die Bedingungen des Propagationsprozesses beschrieben, musste
auch unter Garungsbedingungen eine Neugruppierung der Aminosduren vorgenommen
werden. Obwohl es bei einigen Aminosduren zu Ubereinstimmungen mit der in der Literatur
vorgenommenen Einteilung kam, wich, wie aus der Tabelle 51 ersichtlich, bei einem
GroRteil der Aminosauren das Assimilationsverhalten der untersuchten Hefen ab. Auch das
Aufnahmeverhalten der Hefe unter Propagationsbedingungen war nur teilweise auf die
Aufnahme der Hefe in der Garung Ubertragbar. So kam es bei allen Aminosduren innerhalb
der ersten 24 h zu einer Abnahme in der Konzentration. Jedoch konnte bei den Aminosauren
Asparagin, Asparaginsaure, Serin und Threonin eine sehr ziigige und liber den Garverlauf
vollstdndige Verwertung durch die Hefe beobachtet werden. Zwar wurden auch die
Aminosauren Glutaminsaure, Leucin, Lysin, Methionin und Phenylalanin in grolem Umfang
von Beginn an von der Hefe aufgenommen, aber nach 24 h, also noch vor Ende der
Vermehrungsphase, sank die Aufnahme stark ab. Allerdings korreliert die zeitliche
Umstellung in der Assimilation dieser Aminosduren mit dem fiir die ACS beobachteten
Aktivitdtsmaximum. So scheint auch die Aminosdureverwertung der Hefe an die
Voraussetzungen der Lipidbiosynthese gekoppelt zu sein.
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Tabelle 51: Unterschiede im Aufnahmeverhalten der Hefe unter Garungsbedingungen gegeniiber der
klassischen Gruppierung der Aminosauren

Aminosaure(n) Klassische Gruppierung

Aufnahme der Hefe unter
Garungsbedingungen

Asn, Asp, Ser, Thr Gruppe 1: Sofortige und vollstandige Aufnahme
Sofortige und vollstandige Soforti ber nicht vollstindi
Glu, Lys, Gin, Arg Aufnahme ofortige aber nicht vollstandige
Aufnahme
Langsame aber kontinuierliche
lle .. .
Aufnahme liber die Girung
Gruppe 2: -
Sofortige aber nachlassende
Leu, Met Langsame aber . .
s Aufnahme liber die Garung
kontinuierliche Aufnahme : =
iiber die Garung Sofortige aber geringer und
Val nachlassende Aufnahme iiber die
Garung
Langsame aber kontinuierliche
Ala . .
Gruppe 3: Aufnahme liber die Girung
Aufnahme erfolgt erst Sofortige aber nachlassende
Phe . .. .
nachdem die Gruppe 1 Aufnahme liber die Garung
volistandig assimiliert Sofortige aber geringer und
Gly, Trp, Tyr wurde nachlassende Aufnahme iiber die

Garung

Die Aminosduren Alanin und Isoleucin wurden kontinuierlich bis zum Ende der Garung
aufgenommen und werden somit unter Garungsbedingungen auch auBerhalb der
Hauptvermehrungsphase von der Hefe fir Stoffwechselreaktionen bendtigt. Bei den
Aminosauren Arginin, Glutamin, Glycin, Tryptophan, Tyrosin, Valin und y-Aminobuttersaure
konnte hingegen nur eine geringe Aufnahme wahrend der ersten 24 h festgestellt werden.
Die im weiteren Verlauf der Garung nahezu konstante Konzentration lasst auf eine fir den
Hefemetabolismus untergeordnete Bedeutung schlieRen. Dennoch machen diese
Aminosdauren einen groRen Anteil des im Bier verbleibenden FAN aus. Wie unter
Propagationsbedingungen ergibt sich daraus die Notwendigkeit, die klassische Berechnung
FAN zu

Qualitatsbeurteilung der Wiirze zu schaffen (vgl. Kapitel 5.3).

und Bewertung des Uberarbeiten und eine neue Grundlage fir die

Allerdings ist eine derartig detaillierte Betrachtung der Aminosauren fiir eine praktische
Beurteilung der Wiirze wiederum nicht empfehlenswert. Um einen Ansatzpunkt zur
Neubewertung des FAN der Wiirze zu schaffen, wurden die Aminosauren erneut in vier
charakteristischen  Eigenschaften in  Zusammenhang mit dem
(vgl. Tabelle 52). Auch

Garungsbedingungen kommt es dabei zu doppelt genannten Aminosauren, die daher

Gruppen mit

Assimilationsverhalten der Hefen eingeteilt unter

wiederum mit einer hoheren Gewichtung in die Berechnung des FAN einflieRen sollten.
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Tabelle 52: Einteilung der Aminosduren in Abhéangigkeit der Aufnahme durch die Hefe unter
Garungsbedingungen

. . Vollstandige Weitreichende . s
Zlgige Assimilation zu T - - .. Geringe Assimilation
) R Assimilation wahrend  Assimilation wahrend i N
Beginn der Garung . . wahrend der Garung
der Garung der Garung

Ala, Arg, Asn, A Arg, Gin, Gly, Trp, Tyr,
3 AIg, AsN, ASP, Ala, Glu, lle, Leu, Lys, & PG L
GIn, Glu, lle, Leu, Lys, Asn, Asp, Ser, Thr Met. Phe Val
Met, Phe, Ser, Thr ! y-Aminobuttersaure

Jedoch kommt es, wie in der Tabelle 53 dargestellt, zu Veranderungen im
Aufnahmeverhalten einzelner Aminosduren in Abhangigkeit des physiologischen Zustands
der Hefe. So kénnen bereits Unterschiede zwischen dem Aufnahmeverhalten der Hefe unter
Propagations- und Garungsbedingungen festgestellt werden. Wahrend die Hefe bei der
aeroben Herflhrung im Vergleich zur Garung verstarkt Arginin, Glutaminsdure, Histidin,
Lysin und Tryptophan aufnahmen, kam es bei Alanin zu einer wesentlich geringeren
Assimilation.

Tabelle 53: Veranderungen im Aufnahmeverhalten von Aminosauren der Hefe in Abhédngigkeit des
physiologischen Zustands

Unterschiedliche . Nachlassende Assimilation Aminosauren mit
o . Veranderte .
Assimilation bei N . mit abnehmendem untergeordneter
. Assimilation bei . . .

Propagation und vorheriger Limitierun vermehrungsphysiologischen Bedeutung fir den
Garung & g Charakter der Hefe Hefemetabolismus

Ala, Arg, Glu, His, Lys, Ala, Arg, Gln, Gly, His, Gln, Gly, Tyr, Val

a, Arg, Glu, His, Lys a, Arg, GIn, Gly, His Ala, Arg, Asp, Glu, Val n. y, Tyr, "a

Trp lle, Thr y-Aminobuttersaure

Auch die intensiv propagierten Hefen, bei denen ein Mangel an Stickstoffsubstanzen
wahrend der Herfihrung bestand, zeigten eine veranderte Aufnahme einzelner
Aminosauren. So wurden hier Alanin, Threonin und Isoleucin in geringeren Konzentrationen
von der Hefe aufgenommen, als dies von Hefen mit hoherer Vitalitat der Fall war. Daflir war
der Bedarf dieser Hefen an Arginin, Glutamin, Glycin und Histidin hoher.

Die Untersuchungen zum Aufnahmeverhalten von Hefen in einem ausgepragten
garungsphysiologischen Zustand zeigten eine nachlassende Aufnahme der Aminosduren
Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Glutamin und Valin. Dabei konnte festgestellt werden, dass
nicht die Belliftung in einem Drauflassverfahren ausschlaggebend fiir eine Veranderung im
Aufnahmeverhalten zu sein scheint, sondern der in der Herflihrung erzeugte physiologische
Ausgangszustand. So zeigten die mit einer hohen O,-Konzentration propagierten Hefe eine
geringere Assimilation der Aminosauren Alanin, Arginin, Asparaginsdure, Glutaminsaure und
Valin, als dies in der 1. Fihrung der Fall gewesen war, wahrend die mit niedrigerer O,-
Konzentration propagierten Hefen ein mit der 1. Flihrung vergleichbares Aufnahmeverhalten
aufwiesen.
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Insgesamt wird deutlich, dass sich das Aufnahmeverhalten einer Hefe in schlechterem
physiologischen Zustand dem in der Literatur beschrieben Aufnahmeverhalten annahert.
Dies lasst den Schluss zu, dass zwar der Hefestamm einen Einfluss auf die Verwertung der
Stickstoffsubstanzen hat, aber die Hefephysiologie entscheidend fir den Umfang der
Assimilation einzelner Aminosauren ist.

Anhand der in dieser Forschungsarbeit gewonnenen Erkenntnisse Uber das
Assimilationsverhalten der Hefe unter Propagations- und Garungsbedingungen, sowie unter
Berlicksichtigung der Hefephysiologie, kann abschliefend zusammengefasst werden, dass
den Aminosduren Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Histidin,
Leucin, Isoleucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Serin und Threonin eine weitaus gréRere
Bedeutung flr den Hefestoffwechsel unter brautechnologischen Bedingungen zukommt, als
den Aminosdauren Glutamin, Glycin, Tyrosin, Valin und y-Aminobuttersdure. Daraus
abgeleitet soll auch im Hinblick auf eine Verwendung anderer Rohstoffe, wie Malzen aus
Weizen und Sorghum und der Verwendung von Gerste, Mais oder Reis ein Vorschlag zur
Neubewertung des Wirze-FAN erfolgen. Dazu konnte ein zusatzlicher Faktor die notigen
Informationen Uber die Assimilationsfahigkeit der vorliegenden Stickstoffsubstanzen geben.
Dieser wird im Folgenden als FANassimilationsfaktor NA bezeichnet. Dabei muss, wie in der Formel
12 dargestellt, den Aminosauren Asparagin, Asparaginsdure, Serin, Threonin, Lysin, Leucin,
Methionin und Phenylalanin aufgrund einer zligigen und weitreichenden oder sogar
vollstandigen Aufnahme eine zuséatzliche Gewichtung gegeben werden.

Formel 12: Berechnung des FANassimilationsfaktors (NA) zur Bewertung der Stickstoffausstattung einer Wiirze in
Abhdngigkeit des Aminosaurebedarfs der Hefe

Y. Ala, Arg, Glu, His, Ile + 2 = ), Asn, Asp, Ser, Thr, Lys, Leu, Met, Phe

FANAssimilationsfaktor (NA) = FAN
Gesamt

Ein steigendes Verhaltnis aus den fir den Hefestoffwechsel bedeutsamen Aminosauren zum
Gesamt-FAN wiirde somit eine hohere Qualitat der Wiirze hinsichtlich der Hefeernahrung
anzeigen. Dabei bleibt zu bericksichtigen, dass ein empfohlener Bereich neu definiert
werden muss, um eine optimale FAN-Ausstattung zu beschreiben.
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5.6 Einfluss der Hefephysiologie und der Prozessbedingungen auf die
resultierende Bierqualitit und Bierstabilitat

Der Geschmack und die Qualitat des fertigen Bieres werden maligeblich Uber die
Stoffwechselaktivitaten der Hefe im zentralen Prozessschritt der Garung bestimmt. Auch
wenn die Wirzebereitung bereits wichtige Aromakomponenten einbringt und die
Rahmenbedingungen fir eine gute Vergarbarkeit aufgrund des Zuckerspektrums, der
Stickstoffausstattung und weiterer Wuchsstoffe schafft, ist doch die Qualitdt der Hefe
malgebend. Deren Bildung von Ethanol und CO,, die Zusammensetzung der GNP sowie der
weitgehender Abbau der Zucker sind entscheidend fiir die Beurteilung des resultierenden
Bieres.

Die Bewertung der Qualitdt und geschmacklichen Stabilitdt des Bieres ist jedoch aufgrund
der zahlreichen Einflussfaktoren nur schwer direkt mit dem physiologischen Zustand der
Hefe wahrend der Garung und Reifung in Verbindung zu bringen. Eine nicht vollstandig
reproduzierbare Wirzezusammensetzung aufgrund rohstoffbedingter Schwankungen und
die vor allem im Pilotmalistab unvermeidbaren Abweichungen bei den Parametern
Temperatur, Anstellzellzahl, BelGftung und Sudrhythmus als Teil der Anstelltechnologie
fihren zu einer schwer kalkulierbaren Basis bei der Bewertung des Einflusses der
Hefephysiologie auf die Qualitat und Stabilitat der hergestellten Biere.

Neben den durch die Hefephysiologie begriindeten Unterschieden in den Gareigenschaften
und der Bildung von Aromasubstanzen spielt der eingesetzte Hefestamm eine wichtige Rolle
bei der Beeinflussung des fertigen Produktes. Das Wissen Uber die Bedeutung des
Hefestammes fir die Variationsbreite der Qualitaitsmerkmale gibt zugleich eine
Bewertungsgrundlage zum Einfluss der angewandten Technologie. Um diese
Voraussetzungen zu schaffen, wurden dazu in dieser Arbeit sechs Hefestamme unter
identischen Prozessbedingungen getestet und die Unterschiede in den Gareigenschaften, in
der Bildung der GNP und in der resultierenden Bierqualitdt analysiert (vgl. Kapitel 4.4.1 und
4.7.1).

Die Konzentration an héheren Alkoholen im fertigen Bier, welche mengenmaRig den gréRten
Anteil der GNP ausmachen, lag in Abhangigkeit der untersuchten Hefestamme in einem
Bereich von 57,1 bis 72,4 mg/|. Auch die Esterverbindungen zeigten mit Werten von 11,6 bis
16,8 mg/l eine unterschiedlich starke Synthese durch die einzelnen Stamme. Allerdings
machten die Analysen der GNP zugleich deutlich, dass meist nicht die gesamte Gruppe der
GNP eine Veranderung aufwies, sondern vermehrt Einzelkomponenten fiir einen GroRteil
der Abweichungen verantwortlich waren. Dennoch bildete z.B. der Stamm W 128 generell
eine hohere Konzentration an GNP als der Stamm W 66/70. Die unterschiedliche
Ausstattung an GNP in den hergestellten Bieren trug dementsprechend zu differenten
Auspragungen im Geruchs- und Geschmacksspektrum der einzelnen Biere bei.

Die chemisch-technischen Analysen machten ebenfalls Unterschiede in den
Qualitatskriterien Alkoholgehalt, Restextrakt, AVG und pH-Wert der fertigen Biere durch den
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Einsatz der verschiedenen Hefestamme deutlich. So variierte der AVG in einem Bereich von
74 bis 81%, was zu einem Unterschied im Alkoholgehalt von bis zu 0,4 Vol.-% fiihren kann.
Steht bei einem Produkt weniger ein bestimmtes Geschmacksprofil eines Hefestammes im
Vordergrund, kann durch einen eventuellen Wechsel des Stammes ein hoherer AusstoR bei
gleichem Rohstoffeinsatz erzielt werden und damit zu einer besseren Kostenstruktur
beitragen.

Die Untersuchungen zum Einfluss der Hefestimme auf die Geschmacksstabilitat zeigten,
dass die absolute Konzentration an Alterungskomponenten in den gealterten Bieren in
einem vergleichbaren Rahmen lag und nicht auBerordentlich vom Hefestamm abhangig ist.
Dennoch scheinen einige Stamme, wie der W 34/70 und der W 34/78, tendenziell bessere
Alterungsvoraussetzungen zu schaffen, indem entweder die Bildung einzelner
Alterungsindikatoren unterdriickt wird oder es zu einer Umsetzung relevanter Substanzen im
Stoffwechsel kommt. Der Hauptunterschied in den Alterungskomponenten war dabei
allerdings auf die Warmeindikatoren zuriickzufihren. Trotz gleicher Prozessbedingungen
und der Verwendung identischer Ausschlagwiirze kam es bei Furfural zu einem Unterschied
von bis zu 34 pg/l. Dies entspricht ca. 30% der in diesen Bieren gemessenen Konzentration.
Aufgrund der identischen Voraussetzungen kann der Unterschied nur auf die
Gareigenschaften bzw. den Metabolismus der Hefe zurickzufihren sein. Die Hefe
Saccharomyces cerevisiae ist allgemein durchaus in der Lage, z.B. Furfural zu Furfurylalkohol
zu reduzieren (Palmqvist, 1999; Taherzadeh, 2000; Liu, 2008). Damit konnte der Hefe eine
zusatzliche Bedeutung bei der Alterungsentwicklung des Bieres zukommen. Wie aus den
Ergebnissen ersichtlich, scheint dieses Reduktionsvermégen jedoch zwischen einzelnen
Stammen zu variieren. Um eine detaillierte Aussage dieses Potentials unter
brautechnologischen Bedingungen treffen zu konnen, miussten weitreichende
Untersuchungen zu diesem Thema erfolgen. Die ebenfalls durchgefiihrten Untersuchungen
zum Einfluss der Hefen auf die resultierenden Konzentrationen an Fettsdauren und
Fettsdureester im Bier lieRen hingegen keine signifikanten Unterschiede erkennen.

Bei den Verkostungen erreichten alle Biere sehr gute Ergebnisse und es zeigte sich das
Potential aller getesteten Hefestimme, ein qualitativ sehr hochwertiges Produkt zu
erzeugen. Dass die ermittelten Unterschiede in den frischen oder den forciert gealterten
Bieren nicht allein auf das GNP-Spektrum oder die Summe der Alterungsindikatoren
zuriickzufihren ist, war anhand der mit den Stammen W 128 und W 69 und W 66/70
hergestellten Biere ersichtlich. So wiesen die Biere aus den Garungen mit den Stammen W
128 und W 66/70 zwar die grofRte Differenz in den GNP auf, erreichten aber anndhernd die
gleiche sensorische Beurteilung sowohl im frischen als auch forciert gealterten Zustand. Bei
dem Bier mit den weitreichendsten Alterungserscheinungen, das mit dem Stamm W 69
produziert wurde, konnte hingegen nur ein durchschnittlicher Gehalt an
Alterungskomponenten gemessen werden.

Eine vergleichbare, teilweise sogar groBere Bedeutung fiir die Qualitdt und Stabilitdt des
Bieres kommt den Propagations- und Garungsbedingungen durch die Beeinflussung der
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Hefephysiologie zu. Anhand der erzielten Resultate konnte zudem gepriift werden, wieweit
sich ein vermehrungs- oder garungsphysiologischer Zustand der Hefe auf die Qualitat des
fertigen Produktes Ubertragt. Die Propagation bestimmt jedoch nicht nur (iber die
hergefiihrte Hefe wu.a. das GNP-Spektrum des Bieres, auch die wahrend des
Vermehrungsprozesses wesentlich hoheren Konzentrationen an gebildeten GNP werden bei
einer Dosage von ca. 10% des Propagatorinhalts mit in die Garung eingebracht (vgl. Kapitel
4.3.3).

Dass auch der physiologische Zustand der Hefe fiir das GNP-Spektrum in den fertigen Biere
von groBer Bedeutung ist, beweisen die Veranderungen im Verhdltnis der gebildeten
hoheren Alkohole zu den Ester mit zunehmendem garungsphysiologischem Charakter der
Hefe. Wahrend in der 1. Fihrung nach einer Propagation teilweise Uber flinfmal mehr
hohere Alkohole als Ester im Bier vorhanden waren, nahm dieses Verhaltnis bis auf unter 3
zu 1 in den darauffolgenden Fihrungen ab. Auch in diesem Zusammenhang zeigte sich die
durch eine Intervallbeliftung bei der Propagation erfolgreiche Stimulation des
Garungsstoffwechsels der Hefe. Die mit einer 8stiindigen Bellftungspause propagierten
Hefen bildeten mehr Ethylacetat und i-Amylacetat als die Hefen aus der kontinuierlich
bellfteten Vergleichspropagation bei einer jeweils vergleichbaren Synthese an hoheren
Alkoholen. Eine derartige Stimulation der Physiologie einer o.g. Hefe kdnnte zu einer
weiterreichenden Aromabildung bei der Herstellung von Weizenbier beitragen. Eine in das
letzte Drittel der Propagation verschobene Beliftungspause, die auch geringere
Auswirkungen auf den Hefemetabolismus zur Folge hatte, beeinflusst das GNP-Spektrum
hingegen nicht signifikant.

Die geringen Unterschiede im Bereich der chemisch-technischen Analysen in den
hergestellten Bieren lassen auf eine untergeordnete Bedeutung des Propagationsprozesses
und der Hefephysiologie in diesem Zusammenhang schliefen. So kam es bei den
Versuchsbieren nur zu geringen Abweichungen im AVG, Restextrakt- und Alkoholgehalt
sowie pH-Wert. Zwar konnten die intervallpropagierte Hefen einen im Vergleich zu den
kontinuierlich bellifteten Hefen leicht hoheren AVG erreichen, der allerdings in der Regel
durch die Maischarbeit im Sudhaus weit h6heren Schwankungen unterliegt.

Dass die Hefephysiologie und speziell eine Stimulation des Garungsstoffwechsels auch einen
Einfluss auf die endgililtige Konzentration an Furfural im Bier zu haben scheint, zeigt ein
Vergleich der Biere, die wiederum mit den Hefen aus einer kontinuierlich bellifteten und aus
einer intervallbeliifteten Propagation hergestellt wurden. Da der Gehalt an y-Nonalacton,
das ebenfalls als Warmeindikator gilt, in dem mit der intervallpropagierten Hefe
hergestellten Bier leicht hoher lag, kann auch unter Berticksichtigung der Verwendung
unterschiedlicher Wiirzechargen die niedrigere Konzentration an Furfural in diesem Bier als
Folge des physiologischen Charakters der Anstellhefe erklart werden. Die ebenfalls
niedrigere Konzentration an Sauerstoffindikatoren beschreibt zusatzlich den positiven
Einfluss des erreichten garungsphysiologischen Charakters und gibt einen Hinweis auf eine
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verbesserte Alterungsstabilitat dieser Biere. Hinzu kommt, dass die unbellifteten Garungen
nochmals ca. 30 pg/l und damit ca. 20% weniger Alterungsindikatoren aufwiesen.

Allerdings kam es nur zu geringfligigen Unterschieden in der sensorischen Beurteilung der
mit den verschieden propagierten Hefen hergestellten Biere. Bei den im frischen Zustand
verkosteten Bieren wurden dabei die mit einer kontinuierlich beliifteten Hefe hergestellten
leicht bevorzugt und im gealterten die mit der intervallbeliifteten Hefe, was mit den
Ergebnissen aus den Analysen der Alterungsindikatoren korreliert.

Auch in der im Anschluss an die verschiedenen Propagationen durchgefiihrten 4. Flihrung
lieBRen zwar die chemisch-technischen Analysedaten keinen nennenswerten Einfluss der
Propagation auf die Eigenschaften der Biere mehr erkennen, allerdings zeigten die Analysen
der Alterungsindikatoren hier eine jeweils niedrigere Konzentration an Furfural im fertigen
Bier aus den unbeliifteten Garungen. Insgesamt deutet dies wiederum auf eine Umsetzung
geringer aber eventuell entscheidender Mengen durch den Hefemetabolismus hin. Somit
scheint sowohl der physiologische Zustand als auch die genetische Ausstattung der Hefe
einen Einfluss in diesem Bereich zu nehmen und gibt Anlass das Furfural nicht alleine als
Warmeindikator zu betrachten.
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6 Zusammenfassung

Im zentralen Prozessschritt der Garung ist der physiologische Zustand der Hefe entscheidend
fir eine schnelle und weitreichende Umsetzung der Wdirzeinhaltsstoffe. Gleichzeitig
bestimmt die Hefe Uber ihre Stoffwechselprodukte maRgeblich die chemisch-physikalischen
und sensorischen Eigenschaften des Bieres. Dass in den Prozessschritten der Propagation
und Garung allerdings durch eine nicht optimal integrierte Belliftung eine Schadigung des
antioxidativen Potenzials der Wiirze riskiert wird, ohne optimale Gareigenschaften der Hefe
garantieren zu koénnen, war Anlass, diese Prozessschritte im Rahmen der vorliegenden
Forschungsarbeit detailliert zu untersuchen.

Um Ansatze fir eine Optimierung des Hefemanagements zu erarbeiten, wurden sowohl der
physiologische Zustand der Hefe unter brautechnologischen Bedingungen als auch dessen
Beeinflussung durch die einzelnen Prozessparameter erfasst. Die notwendige
Charakterisierung des physiologischen Zustands der Hefe basierte dabei einerseits auf der
fir die Hefevermehrung entscheidenden Lipidbiosynthese und andererseits auf dem
Reaktionsweg der Alkoholischen Garung. Die Implementierung der Aktivitatsmessung der
identifizierten Schliisselenzyme in die Routineanalytik machte es moglich, eine starke
Korrelation zwischen der Expressionszunahme der Acetyl-CoA Synthase (ACS) und dem
Zellwachstum der Hefe aufzuzeigen. Gleichzeitig konnten in Abhangigkeit der
Prozessfiihrung Veranderungen in den Enzymexpressionen der Hefe festgestellt werden.
Zusammengenommen ermoglichte dies eine detaillierte Beschreibung des vermehrungs-
und garungsphysiologischen Zustands der Hefe in den einzelnen Prozessschritten der
Bierbereitung. Anhand der Enzymaktivititen der Pyruvatdecarboxylase, der
Alkoholdehydrogenase, der Acetaldehyddehydrogenase und der ACS verschiedener
Hefestamme konnte zudem deutlich gemacht werden, dass die technologische
Beeinflussung grofRer ist, als eventuell genetisch basierte Unterschiede in den
Stoffwechselauspragungen.

Um eine effektive Anpassung der Wiirzebelliftung an den Hefemetabolismus vornehmen zu
konnen, erfolgte die Bestimmung des Sauerstoffbedarfs und der Sauerstoffzehrung der Hefe
in Abhangigkeit des physiologischen Zustandes der Hefe. Diese Ergebnisse machten zudem
eine Bestimmung des Oxidationspotenzials des eingebrachten Sauerstoffs wahrend des
Anstellvorgangs moglich. Es konnte gezeigt werden, dass Hefen mit steigendem
vermehrungsphysiologischem Charakter eine wachsende Sauerstoffzehrung aufweisen, im
Gegensatz zu Hefen im Ruhestadium oder in einem ausgepragten garungsphysiologischen
Zustand, bei dem die Aufnahmerate lber die Lagerzeit absinkt. Dass es deshalb wahrend des
Anstellvorgangs zu erheblichen Unterschieden im Oxidationspotenzial von bis zu 20%
kommt, verdeutlichte die Notwendigkeit, die Sauerstoffversorgung bei der Bierbereitung
besser auf den Hefemetabolismus abzustimmen. Zudem ist der physiologische Zustand in
einem gewissen Rahmen von groRerer Bedeutung fiir eine optimale Vergarung der Wiirze als
die technisch préazise Steuerung der Prozessbedingungen. Denn es konnte gezeigt werden,
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dass Variationen einzelner physikalischer Parameter durch Unterschiede in der
Hefephysiologie tiberlagert werden kénnen.

Die Enzymaktivitdtsmessungen zeigten zudem eine grundlegend verschiedene Auspragung in
den Stoffwechselwegen der Hefe wahrend der Propagation und Garung. Zusammen mit
Erkenntnissen aus den Zellzyklusanalysen bei wechselnden aeroben und anaeroben
Habitatbedingungen wurde eine erweiterte Zielsetzung im Propagationsprozess entwickelt.
Neben einer optimalen Hefevermehrung sollte die Prozesssteuerung auf eine Stimulation
der garungstechnologisch relevanten Stoffwechselwege ausgerichtet werden.

Die daraufhin erfolgten Untersuchungen zum Einfluss von Intervallbeliiftungen auf die
Hefephysiologie zeigten, dass eine effektive Beeinflussung des Hefemetabolismus und eine
damit verbundene bessere Adaption der Hefe an die nachfolgenden Garungsbedingungen
nur Uber eine 8stiindige Beliiftungspause in einem Zeitraum von 8 bis 16 h nach
Propagationsbeginn moglich ist. In dieser Zeit konnten vor allem die Enzyme des
Pyruvatdehydrogenase-Bypasses maligeblich stimuliert werden und wiesen ein sonst nur
unter Garungsbedingungen beobachtetes Niveau auf.

In den angeschlossenen  Garversuchen, bei denen zusatzlich verschiedene
Bellftungsstrategien untersucht wurden, konnte festgestellt werden, dass eine optimal
propagierte Hefe zumindest in der 1.Fihrung vollstiandig auf eine zuséatzliche
Wiirzebelliftung verzichten kann und gleichzeitig bessere Gareigenschaften erreicht werden
konnen. Grund dafiir war die angestrebte schnellere und weiterreichende Umstellung im
Hefestoffwechsel zugunsten héherer Garleistungen. Zusatzlich trugen die mit dem in dieser
Arbeit entwickeltem Propagationsverfahren mit Bellftungspause hergefiihrten Hefen zu
einer reproduzierbareren Vergarung bei. Zusammengenommen kdnnen diese MalBnahmen
zu einer effektiven Verbesserung des Garungsprozesses und einer Verklirzung der
Prozesszeit von bis zu 20 h fiihren. Ein so optimierter Prozess wiirde eine 10%ige Steigerung
der Garkellerkapazitat bedeuten.

Allerdings zeigten die Untersuchungen bei einem mehrmaligen Einsatz dieser Hefen, dass
sich die Stimulierung des Garungsstoffwechsels Uber die Flihrungen nivellieren. Generell
bleibt jedoch die Moglichkeit, bei Hefen in gutem physiologischem Zustand auf eine
zusatzliche Wirzebeliftung zu verzichten und somit Voraussetzungen fir eine verbesserte
Geschmacksstabilitat zu schaffen.

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurde zudem die in der Literatur anhand eines Ale-
Hefestammes postulierte Gruppierung der Aminosduren hinsichtlich ihrer Assimilation auf
ihre Glltigkeit unter Propagations- und Garungsbedingungen bei der Verwendung einer
untergdrigen Hefe (Uberprift. Die Ergebnisse zeigten eindeutige Abweichungen im
Aufnahmeverhalten dieser Hefen in beiden Prozessschritten und es konnte ein
entscheidender Einfluss der Hefephysiologie auf die Assimilation bestimmter Aminosaduren
aufgezeigt werden.
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Die gewonnenen Erkenntnisse wurden genutzt, die Aminosauren der Wiirze in Abhangigkeit
der Assimilationspraferenz der Hefe neu zu gruppieren. Entsprechend dieser Erkenntnisse
wurde ein Vorschlag zur Neubewertung des FAN erarbeitet. Besonders unter
Beriicksichtigung alternativer Rohstoffe und im Hinblick auf optimale Gareigenschaften
kommt einer an der Hefe orientierten Bewertung der Stickstoffausstattung der Bierwiirze
eine besondere Bedeutung zu.

Die aus den einzelnen Versuchsreihen resultierten Biere wurden abschliefend sensorisch
und analytisch auf einen moglichen Einfluss der Propagations- und Garungsbedingungen auf
die GNP-Spektren, sowie die geschmackliche Stabilitdt getestet. Dabei ergaben sich Hinweise
auf eine leicht verbesserte Stabilitat der Biere, die mit einer bei der Propagation
intervallbellfteten Hefe und ohne Wirzebeliiftung hergestellt wurden. Dies konnte sowohl
auf eine Schonung der antioxidativen Kapazitdt der Wirze als auch auf den zlgigeren
Garverlauf zurlckzufiihren sein. Diese Ergebnisse missen allerdings im groRtechnischen
Malstab auf ihre Signifikanz und Relevanz iberprift werden.
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