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Untergarige Hefe im
gefrorenen Format -
Brauhefe der Zukunft

STERILE ANSTELLHEFE | Die Hefequalitét iibt einen gewaltigen
Einfluss auf die Bierqualitit aus. Nur bei mit vitaler Hefe angestell-

tem Bier ist eine einwandfreie und problemlose Garung sicherge-

stellt. Leichter gesagt als getan, in der Praxis kosten Hefemanage-

ment und -propagation viel Zeit und Geld. Nicht immer erhélt

dieser so essentielle Bereich die notwendige Aufmerksamkeit.

Ein neues Produkt des Hefezentrums am Forschungszentrum fiir

Brau- und Lebensmittelqualitédt sorgt fiir Arbeitserleichterung

und garantiert mikrobiologische Sicherheit.

DAS FORSCHUNGSZENTRUM fiir
Brau- und Lebensmittelqualitdat (BLQ) der
TU Miinchen bietet seit Dezember 2021
seinen weltbekannten untergérigen He-
festamm Saccharomyces pastorianus Frisin-
ga—TUM 34/70 im neuartigen gefrorenen
Format an.

Dieses gefrorene Hefeprodukt hat die Be-
zeichnung SmartBev™ Lager TUM 34/70
und wurde in Zusammenarbeit mit der

Autor: Dr. Mathias Hutzler, Forschungszen-
trum Weihenstephan fiir Brau- und Lebens-
mittelqualitat, TU Miinchen, Freising

Firma Chr. Hansen, Horsholm, Ddnemark,
entwickelt und fiir den Einsatz in der Brau-
ereivalidiert.

Dieser Artikel beschreibt die Vorteile
dieses neuen Hefeformats und dessen Ein-
satz in der Brauerei. Der Einsatz dieser Hefe
ermoglicht es den Brauereien, die gesamte
Hefe-Herfiihrung im Labor einzusparen
und mikrobiologisch rein direkt anzustellen
(Propagator oder Gértank).

Untergéariger Hefestamm Frisinga
TUM 34/70 - ein Weltbiirger

Uber 90 Prozent der Weltbierproduktion
sind untergériges Bier, welches mit unter-
girigen Hefen der Art Saccharomyces pas-
torianus hergestellt wird. Untergérige Hefe
des Typs Frohberg zeichnet sich durch ihre
Kryotoleranz und ihren hohen Vergérungs-
grad aus. Fast alle industriell eingesetzten
untergirigen Hefen geh6ren dem Typ Froh-
berg an, welcher im Gegensatz zum Typ
Saaz einen hoheren Vergédrungsgrad hat.
Die Kaltgireigenschaften der untergirigen
Hefe sorgen dalfiir, dass die Hefe bei einer
Gérfiihrung mit niedrigen Gartemperatu-
ren niedrige Konzentrationen an Giarungs-
nebenprodukten bildet und im Zusammen-
spiel mit einem hohen Vergidrungsgrad
somit neutrale Biere mit hoher Drinkability
entstehen.

Der bekannteste und weltweit am meis-
ten eingesetzte untergirige Hefestamm ist
Saccharomyces pastorianus Frisinga — TUM
34/70. Dieser Stamm wurde in der Disserta-

Abb. 1

Packung mit 1kg ge-
frorener untergariger
Hefe SmartBev™
LagerTUM 34/70, die
bei-60°C gefroren
wird, lagerfahig ist
und eine Zelldichte
von > 1 Milliarde Zel-
len pro ml aufweist
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schen Arbeitsstandards ist
\ ein Restrisiko einer Labor-
kontamination der Rein-
zuchthefe gegeben. Neben
der Herstellung der Labor-
reinzucht im Carlsbergkol-
ben oder im sterilisierten
Transfer-KEG (Transfervo-
lumen ca. 5—-30Liter), sind
noch viele Arbeitspunkte
zu berticksichtigen, die ei-
ne gute Hefepflege ausma-
chen.
} Hierzu gehort ein gutes
Bestellmanagement, d.h.
die Reinzuchthefe muss so
bestellt werden, dass noch
genug Zeit ist, um sie im
benotigten Volumen sau-
ber herzufiihren. Héilt das
Brauereilabor selbst eine
HefedauerkulturalsSchra-
gagar, so muss diese aus
Wiirze mit ausreichender

Dauer 2-3 Tage

Abb. 2 Anwendungsschritte (Entnahme, Auftauen, aseptischer Transfer, Propagation) der untergarigen gefrore-
nen Hefe SmartBev™ Lager TUM 34/70 bis zur Hefepropagation und der anschlieBenden Hefegabe zum Einlei-

ten der Garung (Gesamtdauer bis zum Anstellen 2-3 Tage, Vorbereitungszeit 1 h)

tion von Prof. Ludwig Narzil} 1956 zusam-
men mit anderen Hefestimmen charakte-
risiert. In dieser wissenschaftlichen Arbeit
zeichnete sich dieser Hefestamm durch
hervorragende Garungseigenschaften und
ein ausgewogenes Aromaprofil aus. Seitdem
trat dieser Hefestamm seinen weltweiten
Siegeszug an, welcher durch die internatio-
nale Beratung von Brauereien durch die TU
Miinchen noch beschleunigt wurde. Saccha-
romyces pastorianus Frisinga — TUM 34/70
dient auch als wissenschaftlicher Referenz-
stamm (z. B. bei Versuchsgirungen). Zudem
war dieser Stamm der erste untergérige He-
festamm, dessen Gesamtgenom sequenziert
wurde. Frisinga—TUM 34/70 wird vom For-
schungszentrum Weihenstephan fiir Brau-
und Lebensmittelqualitét der TU Miinchen
entweder als Schrédgagarkultur oder als
500-ml-Flissigkultur an Brauereien welt-
weit verschickt undist fastin jedem Land der
Erde im Einsatz.

Hefepflege und -anzucht im Labor,
ein Fulltimejob

Kommt eine Frisinga —TUM 34/70 Schrég-
agarkultur oder eine 500-ml-Fliissigkultur
im jeweiligen Brauereillabor an, so wird die
Hefe bis zum bendtigten Anstellvolumen
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des Propagators unter aseptischen Bedin-
gungen hochgezogen. Ziel ist es, die Hefe
moglichst in aktivem und mikrobiologisch
reinem Zustand herzufiihren. Diese Labor-
Reinzucht benotigt verfahrensabhiingig ca.
3—7 Tage und umfasst mehrere Arbeits-
schritte. Auch bei hochsten mikrobiologi-

Néhrstoffausstattung her-
gestellt sein und alle 4—6
Wochen tiberimpft und bei
2—-4°C gelagert werden.
Liegt keine Reinzucht zum benétigten Zeit-
punkt vor, kann der Propagator nicht ge-
startet werden und die Gdrung kann nicht
angestellt werden oder es muss mit Ernte-
hefe gefahren werden. Kurz zusammenge-
fasst liegt die Herausforderung darin, die
untergéirige Laborreinzucht genau zum

MIKROBIOLOGISCHE SPEZIFIKATIONEN DER UNTER-
GARIGEN HEFE SACCHAROMYCES PASTORIANUS
SMARTBEV™ LAGERTUM 34/70

Methode

SmartBev™ Lager TUM 34/70

Bierschadliche Bakterien — Mikroskopie
und Anreicherung NBB-B

Abwesenheit (Mikroskopie)
negativin 1 ml (NBB-B)

Obergérige Hefen in untergarigen Hefen—
37°C-Methode

negativin0,01ml

Wilde Hefen—Anreicherung in YM-Bouillon
+CuS0,

negativin0,01ml

Bakterien in Kulturhefe — Anreicherung
in Hefewasser

negativin0,01ml

PCR Identifikation S. cerevisiaevar.
diastaticus

negativin 0,05 ml

Aerobe Bakterien—Anreicherungin
Wiirze + Actidion

negativin 1,00 ml

Aerobe Bakterien —Kultivierung auf
WLD-Agar

0KBEin0,1ml

Tab. 1




Beimpfungsmoment des Propagators mik-
robiologisch rein, hochaktiv und im richti-
gen Volumen vorliegen zu haben. Welche
Erleichterungen und Vorteile dasneuartige
gefrorene Hefeprodukt SmartBev™ Lager
TUM 34/70 beziiglich der vorliegenden Ge-
gebenheiten im Brauereilabor bieten kann,
wird in den néchsten Abschnitten im Detail
aufgefiihrt.

ITUM 34/70 goes frozen

Abbildung 1 zeigt eine 1-kg-Packung der
gefrorenen untergirigen Brauereihefe
SmartBev™ Lager TUM 34/70, die von der
Firma Chr. Hansen, Horsholm, Danemark,
im Werk Pohlheim, Hessen, hergestellt
wird und im deutschsprachigen Raum vom
Forschungszentrum Weihenstephan fiir
Brau- und Lebensmittelqualitidt (BLQ) der
TUMiinchen vertrieben wird.

In Abbildung 2 wird die Anwendung der
untergérigen Hefe SmartBev™ Lager TUM
34/70 dargestellt. Die Hefe kann fiir bis zu
18 Monate (Mindesthaltbarkeitszeitraum)
bei— 60 °C gelagert werden.

Fiir diese Art der Lagerung ist ein spe-
zieller —60 °C-Gefrierschrank notig, den
es in unterschiedlichen Volumenkapazi-
tdaten gibt. Kosten liegen fiir diese einma-
lige Investition zwischen ca. 1200 EUR
und 2000 EUR netto, je nach Stauraum
(10-150 Packungen). Bevor die Hefe ein-
gesetzt werden kann, muss sie fiir ca. 1 h
in einem Gefal3 mit Wasser (z.B. 30-Liter-
Eimer) aufgetaut werden. Die gefrorene
Hefe verfliissigt sich in diesem Zeitraum.
Die fliissige Hefesuspension kann im Beu-
tel aseptisch tiber ein Septum angestochen
werden. Es gibt bereits zwei verschiede-
ne aseptische Transfersysteme auf dem
Markt. Nun kann die verfliissigte Hefe in
die Leitung oder in ein Gefdl3 (z.B. Carls-
bergkolben oder Propagator) eingedriickt
werden. Nach Transfer der Hefe kann die
Propagation der untergirigen Hefe ge-
startet werden. Bei einer Dosage von 1
kg SmartBev™ Lager TUM 34/70 pro 10
hl (z.B. 3 x 1 kg Beutel auf 30 hl Wiirze)
dauert die Propagation ca. 2—3 Tage, um
eine Zelldichte von 80— 100 Millionen He-
fezellen pro mlim Propagator zu erreichen
(je nach Temperatur, Beliiftungsintervall
und Umwilzung der Hefesuspension). Im
Anschluss kann die Propagationshefe zum
Anstellen der Garung eingesetzt werden.
Empfohlene Anstellzellzahlen fiir einen zii-
gigen Garbeginn liegen zwischen 10 und
20 Millionen Hefezellen pro ml.
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Abb. 3 Entwicklung der Hefezellkonzentration pro ml (blaue Balken) und des Prozentanteils
an toten Zellen der Hefepopulation (weiBe Punkte) iiber den zeitlichenVerlauf von 2Tagen

nach Inokulation

IMikrobiologische Spezifikationen

Die Grundvoraussetzung fiir eine einwand-
freie Propagation und Gérung ist eine mi-
krobiologisch reine Propagationshefe und
somit einhergehend eine mikrobiologisch
einwandfreie Reinzuchthefe.

In Tabelle 1 werden brauereirelevante,
mikrobiologische Parameter und deren
Spezifikationen des Produktes SmartBev™
Lager TUM 34/70 aufgefiihrt. Erst nach-
dem eine Charge SmartBev™ Lager TUM
34/70 diese Spezifikationen erfiillt, wird
diese fiir den Einsatz freigeben. Zudem wird
die Hefe auch auf relevante lebensmittel-
pathogene Keime untersucht, und die He-
fevitalitdt und -viabilitdt werden ebenfalls
getestet.

IEinsatz zur Propagation

Abbildung 3 zeigt den Einsatz von Smart-
Bev™ Lager TUM 34/70 in einer 30-hl-
Propagation. Die Grafik zeigt die schnelle
Abnahme der prozentualen Fraktion an
toten Zellen (weille Punkte). Hierbei ist zu
beachten, dass bei dieser Messung der in-
terkalierende Farbstoff Propidiumiodid zur
Farbung toter Zellen zum Einsatz kam, wel-

cherim Vergleich zur Methylenblau-Metho-
de hohere Totanteile detektiert. Das heil3t,
wiirde man die gleiche Messung mit Methy-
lenblau durchfiihren, ldgen die Messwerte
noch niedriger. Die Totanteile lagen an Tag
1 und 2 der Propagation unter zwei Prozent.

Zudem zeigt Abbildung 3 den zu erwar-
tenden Anstieg der Hefe-Zellkonzentration,
was in diesem Fall einer ca. 25-fachen Er-
hohung der Hefepopulation innerhalb von
48 h entspricht.

Die Hefe kann nach 48 h zum Anstellen
genutzt werden oder ggf. noch etwas langer
propagiert werden, falls noch hohere Zell-
dichten zum Anstellen benotigt werden (je
nach Wiirze-Anstellvolumen). Die Anwen-
dung von SmartBev™ Lager TUM 34/70
in der Propagation kann betriebsspezifisch
angepasst werden, um die benétigte Hefe-
zellkonzentration mit hoher Aktivitat zum
Anstellen zu verwenden.

Bierqualitat bei Wiederbenutzung
der Erntehefe

Neben dem Einsatz von Propagationshefe
ist der Einsatz von Erntehefe ein wichtiger
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CHEMISCHE UND SENSORISCHE BIERQUALITATS-
MERKMALE VON UNTERGARIGEN BIEREN, ...

... Typ bayerisches Helles, mit einer Stammwiirze von 11,2 Gew.-% und 4,9 Vol.-%
Alkohol, welche mit SmartBev™ Lager TUM 34/70 Propagationshefe und der davon
stammenden 1. + 3. Erntehefe-Flihrung hergestellt wurden

UG Helles mit | UG Helles mit | UG Helles mit
Propagations- Erntehefe Erntehefe
hefe 1. Fithrung 3. Fiihrung

DLG Geruch 44 45 4,5

DLG Geschmack 44 44 4,5

DLG Vollmundigkeit 4.6 4.6 4.6

DLG Rezenz 4,6 4.6 4,6

DLG Qualitatder Bittere 43 44 44
pH-Wert 45 45 45

Acetoin 1.9 3.0 28

Diacetyl 0,02 0,02 0,02
2,3-Pentandion gesamt [mg/I] 0,01 0,01 0,01
DMS [pg/l] 84 64 74

Buttersaureethylester [mg/I] 0,13 0,14 0,14
Decansaureethylester [mg/I] 0,06 0,04 0,03
Essigsaure-2-Phenylethylester [mg/I] 0,55 0,6 0,82
Essigsaure-isobutylester [mg/l] 0,06 0,07 0,08
Hexans&ureethylester [mg/I] 0,25 0,21 0,32
Octansdureethylester [mg/I] 0.3 0,23 0,22
Isovaleriansaure [mg/I] 11 1,3 12
Hexans&ure [mg/I] 38 29 2,8
Octansdure [mg/I] 4.4 42 4,0
Decansaure [mg/I] 10 1,0 1,0
Acetaldehyd [mg/I] 35 78 5,6
Ethylacetat [mg/I] 16,2 22,7 18,4
n-Propanol [mg/I] 10,6 11,6 11,5
i-Butanol [mg/I] 10,5 12,7 12,8
Isoamylacetat [mg/l] 1,6 22 2,0
Amylalkohole (2-, 3-Methylbutanol) [mg/I] 60,0 74,0 68,1
Phenylethanol [mg/I] 22,8 22,9 2711

Tab. 2

prozesstechnischer und wirtschaftlicher
Faktor. Tabelle 2 zeigt Messparameter von
untergérigen Bieren (industriell, kommer-
ziell hergestellte Biere), die mit der Smart-
Bev™ Lager TUM 34/70 Propagationshefe
und der davon abstammenden Erntehefe
der 1. Fithrung und der 3. Fiithrung her-
gestellt wurden. Sowohl Propagationshefe
als auch Erntehefen erzeugten Biere mit
hoher sensorischer Akzeptanz (DLG No-
te 5 ist das Maximum). Alle sensorischen
Merkmale lagen nach dem DLG-Schema
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bei 4,3 oder dariiber. Zudem zeigt Tabel-
le 2, dass die chemischen Messungen der
Gérungsnebenprodukte (Jungbukettstoffe
und Bukettstoffe) innerhalb eines gerin-
gen Schwankungsbereichs liegen und die
grundsitzliche sensorische Vergleichbar-
keit der Biere widerspiegeln. Die Jungbu-
kettstoffe (z.B. Diacetyl und Acetaldehyd)
wurden durch die Hefen der unterschied-
lichen Fiihrungen soweit reduziert, dass
sie keine negativen sensorischen Auswir-
kungen (Stichwort off-flavour) auf das

Bier hatten. Die Bukettstoffe variierten nur
innerhalb eines geringfligigen Rahmens.
Zusammenfassend lassen sich durch die
Nutzung von SmartBev™ Lager TUM
34/70 Propagationshefe und den daraus
resultierenden Erntehefen Biere mit sen-
sorisch sehr hoher Qualitéit reproduzierbar
herstellen.

IZusammenfassung

Abschlief3end werden noch die Vorteile von
SmartBev™ Lager TUM 34/70 und damit
einhergehende praktische Erleichterungen
aufgefiihrt:

B Ermoglicht komplette Einsparung der
Laborreinzucht und der damit einherge-
henden Kontaminationsgefahr;

B hochaktive Hefe zur Direktbeimpfung
von 10 hl Wiirze mit 1 kg SmartBev™
Lager TUM 34/70;

B gebrauchsfertig innerhalb einer Stunde:
Auftauen im 20 —30 °C-Wasserbad, kei-
ne weitere Aktivierung notig;

B zertifizierte und konsequente Reinheit,
Qualitdt und Stabilitiat (garantiert mi-
krobiologisch einwandfreie Reinzucht,
Konsistenz der Qualitét);

B 18 Monate Haltbarkeit bei —50°C oder
niedriger (speziell hierfiir vorgesehene
Gefrierschrianke im Kostenbereich von
1200 — 2000 EUR (netto) ermoglichen
die Bevorratung vor Ort);

B zuverldssige Lieferketten weltweit;

B professioneller Support von der Imple-
mentierung bis zur Optimierung und
dariiber hinaus;

B Animpfen tber spezielle aseptische Vor-
richtung moglich.

Das Forschungszentrum Weihenste-
phan BLQ der TU Miinchen und im Spezi-
ellen Dr. Mathias Hutzler mit seinem Team
der Abteilung Hefezentrum berit Braue-
reien bei der Einflihrung dieser neuen rich-
tungsweisenden Technologie. Der Einsatz
der gefrorenen SmartBev™ TUM Hefe ist ein
grol3er Schritt in Richtung einer mikrobio-
logisch sicheren Fermentationstechnologie
mit hochster Konsistenz.
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