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Kurzfassung (Zielstellung, Ergebnisse)

Ziele des beantragten Projekts sind die Erreichung der Verkiirzung der Gar-, Reifungs- und Klarprozesse bei
konventioneller Arbeitsweise (12 %mas.) und High Gravity (18 — 25 %mas.) durch Feststellung homogener
oder heterogener Hefestdamme, Feststellung der genetischen Stabilitat, Isolierung einzelner Zellen fiir neue
LUnterstamme®, Schaffung von Mutanten. Diese Ziele sollen unter Beibehaltung der urspriinglichen
Geschmacksprofile erreicht werden. Die Testreihen erfolgen dabei sowohl im Labor- als auch im
kleintechnischen Maf3stab.

Ein Ansatzpunkt fur die Bearbeitung des abgeschlossenen Forschungsprojektes bestand in der Annahme,
dass viele Hefestdmme zwar als Reinzuchthefen definiert werden, jedoch nach der Selektion einzelner
Hefezellen aus den Stdmmen Unterschiede hinsichtlich garungsrelevanter Parameter bei den generierten
»10chterstdmmen® messbar waren. Dieses zeigt sich bei der Versuchsreihe mit einer Stammwirze von
12%mas. z. B. sehr deutlich bei dem Stamm H11, denn hier wies der Tochterstamm 14 eine schnellere und
weitergehende Extraktabnahme und eine intensivere Diacetylreduktion, bei einem adaquaten sensorischen
Profil, im Vergleich zum Originalstamm auf. Unter High-Gravity-Bedingungen (18%mas Stammwiirze) zeigte
z. B. bei dem Stamm H2 der Tochterstamm 13 in eine bessere Umwandlung der vergarbaren Kohlenhydrate
auf. Bei allen anderen untersuchten Parametern gab es keine Abweichungen im Vergleich zum
Originalstamm. Ein weiterer Schwerpunkt des abgeschlossenen Forschungsprojektes bestand darin,
Mutanten zu generieren und diese hinsichtlich der aufgeflihrten Parameter zu prifen. Die Mutanten wurden
mit 2 Originalstdmmen (H 8 und H10) verglichen. Dabei zeigten die Mutanten 9 und 10 einen schnelleren und
weitergehenden Extraktabbau, eine geringe Bildung an Gesamtdiacetyl und eine intensivere Reduktion. Das
sensorische Profil entsprach dem der Originalstamme.

Abschlie®end ist zu resimieren, dass es mit beiden angewendeten Verfahren und den untersuchten
Hefestdmmen mdglich ist, die Fermentationszeit, bei gleichbleibender Produktqualitat, zu verkirzen und
damit den Produktionsprozess zu optimieren. Gleichzeitig ist anzumerken, dass die gewonnenen
Erkenntnisse sich lediglich auf die Versuche in den modifizierten EBC-Garsaulen beziehen. In der
betrieblichen Praxis gibt es hinsichtlich der Tankgeometrie unterschiedliche Fermentationsbehélter. Es ist
deshalb sinnvoll, die generierten Ergebnisse in unterschiedlichen Gartanks zu testen. Aus diesem Grund
plant die VLB einen, sich an dieses Projekt, anschlieRenden Forschungsantrag einzureichen.
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Gliederung des Sachberichtes

1.

Technisch-technologische Zielstellung des Vorhabens
Darstellung der erzielten Vorhabensergebnisse

Bewertung der erzielten Ergebnisse in Gegeniiberstellung mit den Zielsetzungen
des Antrages, Bezugnahme auf die Notwendigkeit und Angemessenheit der
geleisteten Arbeit, Bezugnahme auf die wichtigsten Positionen des
zahlenmaBigen Nachweises

Darstellung der Innovationspotenziale und Applikationsmoéglichkeiten

o Wissenschaftliche und wirtschaftliche Bedeutung, Anwendungspotential,
Anwendungsbereiche in der mittelstandischen Wirtschaft

e Darlegung der Ergebnisverwertung (eigene Nutzung, Technologietransfer,
Know-how-Verkaufe u.a.)

e Darlegung der Applikationsmdglichkeiten fir die mittelstdndische Industrie

e Perspektive und Chancen fir sich anschlieRende Entwicklungsarbeiten

Angaben zu erworbenen bzw. angemeldeten Schutzrechten fiir Vorhabensergeb-
nisse

Zusammenstellung aller erfolgten bzw. geplanten Veroéffentlichungen (Artikel in
Zeitschriften, Seminare, Schulungen, Vortrage, Messen, Ausstellungen, Prasen-
tationen)
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1. Zielstellung des Vorhabens

Das Forschungsvorhaben hat zum Ziel, den Brauereien nicht gentechnisch
veranderte bzw. selektiv optimierte Hefestamme zur Verfugung zu stellen. Diese
sollen wirtschaftlich effizientere Garverfahren, wie auch Reifungs- und
Klarungsverfahren ~ ermoglichen, oder durch neue und interessante
Geschmacksrichtungen charakterisiert sein. Zum Abschluss des Forschungs-
projektes soll ein Verfahren etabliert sein, welches die Prifung der Homo- bzw.
Heterogenitat von Brauhefen stammspezifisch ermdglicht.

Vor dem Hintergrund eines zunehmenden Wettbewerbes insbesondere mit den
global  operierenden  Unternehmen  spielt die  Wirtschaftlichkeit  des
Produktionsprozesses in allen Betriecben eine zentrale Rolle. In diesem
Zusammenhang kommt den in der Fermentation eingesetzten Hefen eine besondere
Bedeutung zu. Die bisher verfugbaren Hefestamme resultieren zwar in der
Herstellung qualitativ einwandfreier und vom Verbraucher angenommener Produkte,
aber eine Effizienzsteigerung insbesondere durch den Einsatz von High Gravity

Verfahren ist auf dieser Basis kaum mdglich.

Das Evolutionary engineering bietet Moglichkeiten Hefen durch ,naturliche®
Methoden zu modifizieren. Darunter zahlen vor allem die naturliche Selektion unter
einem Selektionsdruck, Mutation durch z. B. UV-Bestrahlung und Kreuzung von
verschiedenen Stdmmen. Durch diese Methoden kénnen Hefestdmme mit dem Ziel
zur Optimierung der Fermentationseigenschaften modifiziert werden. Der besondere
Fokus des Forschungsvorhabens liegt zunachst in einem Screening ausgewahlter
obergariger Hefestamme. Es gilt zuerst die Hefen nach ihren Fermentations-
eigenschaften und ihrer der genetischen Variabilitdt zu charakterisieren. Bei
erfolgreichem Projektverlauf wird die VLB Berlin modifizierte und charakterisierte
Hefestamme als reine Zelllinien in ihre Stammsammlung aufnehmen konnen. Auf
Anforderung interessierter Brauereien werden diese Hefen in geeigneter Form zum
Selbstkostenpreis abgegeben. In den Betrieben konnen solche Stamme dann
vermehrt und in den Herstellungsprozess eingebracht werden. Dabei bleibt es den
Brauereien freigestellt, den jeweiligen Stamm in einer eigenen Kultur zu bewahren
oder regelmalig auf die Stammsammlung der VLB zurlckzugreifen. Zahlreiche
Brauereien lagern sogar ihre eigenen Stamme in der Sammlung der VLB und fordern

diese nach Bedarf als vorkultivierte Reinzucht an.
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2. Darstellung der erzielten Vorhabensergebnisse
Arbeitspaket 1 — Vertiefte Recherche und Projektvorbereitungen
Arbeitspaket 2 — Screening von obergarigen Brauhefestdmmen
Es wurden folgende Hefestdamme untersucht.

= H1 - H 5: Hefen fur Weizenbier
H6: untergarige Brauhefe als Referenzstamm
H7 : Kdlschhefe
H8 — H9: Hefen fur Altbier
H10 — H12: Alehefen.

4 4 4 8

Alle ausgewahlten Hefestdamme waren in der Lage, sich auch unter High-Gravity-
Bedingungen zu vermehren. Nach ca. 48 Stunden war die Zellzahlzunahme
weitgehend abgeschlossen. Bei der Stammwurzekonzentration von 12%mas zeigten
die Stamme H1 — H11 eine sehr gleichmalige Zellzahlzunahme auf. Lediglich der
Stamm H12 wies eine langsamere Vermehrungsrate auf. Bei 18%mas Stammwirze
war der Verlauf der Zunahme der optischen Dichte bei den Stamme H1 — H5 und H7
— H11 wiederum sehr ahnlich. Die Stamme H6 und H12 wiesen eine verminderte
Zellzahlzunahme auf, was auf eine nicht so hohe Osmotoleranz schlief3en lief3.

Parallel zu der Bestimmung der Vermehrungsrate wurde der Extraktabbau mit einem
Handbiegeschwinger DMA 38 von der Fa. Anton Paar bestimmt. Der
Zusammenhang zwischen der Zellzahlzunahme und dem Extraktabbau ist
hinlanglich bekannt. Insgesamt betrachtet korrelieren die Kurvenverlaufe der
Stoffumwandlung mit denen der Vermehrungsrate. Bei der Stammwirze-
konzentration 12%mas betrug der Restextrakt, mit Ausnahme der Stamme 11 und
12, ca. 3%mas. Die bereits genannten Stamme zeigten auch bei der
Stammwaurzekonzentration 18%mas eine verminderte Extraktabnahme, ebenso die
Stamme 3 und 4. Hinsichtlich der Osmotoleranz zeigten sich bei der 30%-igen
Stammwdurze noch gréRere Unterschiede. Die Stamme 1, 2, 6, 9 und 10 waren durch
einen zugigen Extraktabbau gekennzeichnet, und der Restextrakt lag bei 8 — 9
%mas. Die Stamme 7, 8, 11 und 12 wiesen eine etwas geringere Stoffumwandlung
und der Restextrakt lag bei ca. 10%mas. Mit Restextrakten in Hohe von ca. 13%mas

wiesen die Stamme 3 — 5 die geringste Verstoffwechselung auf.
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Arbeitspaket 3 — Vereinzelung von Hefezellen zur Herstellung gentechnisch

reiner Klone

Dieses Arbeitspaket befasste sich mit der Vereinzelung von Hefezellen zur
Herstellung genetisch reiner Klone. Der Erfolg des Forschungsvorhabens hangt
maldgeblich von der Verfugbarkeit genetisch reiner Linien ab. Voraussetzung fur die
Herstellung reiner Linien ist es, einzelne Hefezellen als Startpunkt einer Population
nutzen zu koénnen. Ausgehend von verdinnten Hefe-FlUissigkulturen der in
Arbeitspaket 2 ausgewahlten Stamme wurden mit Hilfe eines Mikroskops geeignete
Zellen selektiert. Diese zeichneten sich durch die fur den jeweiligen Stamm typische
Form aus, waren frei von bereits gebildeten Tochterzellen und lagen im
mikroskopischen Bild in isolierter Position vor. Solche Einzelzellen wurden mittels
Mikromanipulator behutsam angesaugt und umgehend auf ein festes Nahrmedium
auf Wirzebasis Uberfuhrt. Auf diese Weise wurden pro Hefestamm 20 Einzelzellen
isoliert. Diese grof3e Anzahl war erforderlich, da die jeweiligen Stdamme bisher nicht
auf das Vorhandensein und die Anzahl unabhangiger Linien untersucht wurden und
auch keine theoretischen Uberlegungen eine Einschrankung moglich machen
wurden. Die sich anschlieBende Vermehrungskultur bei 26°C wurde abgebrochen,
wenn ausgehend von den transferierten Einzelzellen Kolonien mit einem
Durchmesser von 1 bis 2 mm entstanden sind. Die Lagerung erfolgte bei 0 — 4°C, um
die Stoffwechsel- und Zellteilungsaktivitat der isolierten Linien zu minimieren. Da zu
einem spateren Zeitpunkt ggf. auf die ursprunglichen Linien wieder zuruckgegriffen
werden muss, werden die in diesem Arbeitspaket hergestellte Kollektion im Turnus
von zwei Monaten auf frisches Medium Uberfihrt und zudem in zwei Kopien
vorgehalten. Es wurden von den 12 Hefestammen jeweils 4 selektierte
,1Tochterstamme® mit dem Originalstamm verglichen. Die Auswahl der ,Unterstamme”
erfolgte hinsichtlich vorhandener Abweichungen beim Extraktabbau und einer
sensorischen Prifung. Die Zusammenfassung der Ergebnisse ist der Tabelle 1 zu

entnehmen.
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Hefestamm Auffallige Bemerkung Homogenitat
,Jnterstamme*
H1 1/3 Restextrakt fast 4 %mas | -
H2 2/8 Restextrakt fast 4%mas -
H3 3/4 Restextrakt fast 4%mas -
H4 Originalstamm Restextrakt 4,3%mas -
H5 5/13 und 5/14 Kaum Unterschiede +
H6 6/5 und 6/8 Besser als Original -
6/7 Schlechter als Original
H7 - Sehr homogen +
H8 8/15 Fast 1% mehr | -
Restextrakt
H9 - Sehr homogen
H10 - Sehr homogen
H11 11/1 und 11/13 Fast 1% mehr | -
Restextrakt
H12 12/10 Fast 1% mehr | -
Restextrakt

Tab. 1: Ubersicht der potentiellen Unterschiede

Fiar die weiterfuhrenden Versuche in den EBC-Garsaulen wurden die folgenden

Hefestamme (inklusive der ,Unterstamme®) ausgewahlt:

H1, H2, H4, H6, H7, H8, H11 und H12.

Arbeitspaket 4 — Molekularbiologische Identifizierung verschiedener Linien
Dieser Abschnitt dient der Feststellung der genetischen Variation innerhalb der
ausgewabhlten verschiedenen obergarigen Brauhefestamme.

Dabei wurden folgende Hefestammen, gemal Tabelle 2, verwendet:

Bra%gg;gz{ésﬁme PG
OBGH1 Hefe fur Hefeweizen
OBGH2 Hefe fur Hefeweizen
OBGH3 Hefe fur Hefeweizen
OBGH4 Hefe fur Hefeweizen
OBGH5 Hefe fur Hefeweizen
OBGH7 Kdlschbier-Hefe
OBGH8 Altbier-Hefe
OBGH9 Altbier-Hefe
OBGH10 Ale-Hefe
OBGH11 Ale-Hefe
OBGH12 Ale-Hefe

Tab. 2: Zuordnung der Hefestamme
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PCR-basierter genetischer Fingerprint:

Mittels der PCR konnen gezielt DNA-Abschnitte amplifiziert werden. Durch Primer
wird der Start und Endpunkt des jeweiligen zu amplifizierenden Abschnittes
festgelegt. Daher muss die Sequenz des zu amplifizierenden Bereiches bekannt
sein. Bei einem genetischen Fingerprint kann die Charakterisierung ohne genaue
Kenntnisse uUber die Genomsequenz erfolgen. Durch verschiedene Primer, welche
sich an mehreren zufalligen Bereichen im Genom anlagern, werden unterschiedliche
Fragmente gebildet. Diese werden anhand ihrer GroRe elektrophoretisch getrennt
und sichtbar gemacht. Man erhalt so einen genetischen Fingerprint bestehend aus
einem Bandenmuster mit DNA-Fragmenten unterschiedlicher GroRe. Verschiedenste
Primer wurden auf ihre Eignung zur Stammunterscheidung hin verwendet und
verglichen ((GTG)s, XD5, OPA11, Primer21 und Primer24). Der Primer (GTG)s zeigte
keine eindeutige Unterscheidung. Der Primer XD5 dagegen zeigt teilweise eine
Unterscheidungsmaoglichkeit. Um eine detailliertere mogliche Unterscheidung zu
erhalten, wurden weitere Primer ausgetestet. Dazu gehoéren Primer, die an die sog.
0-Elemente binden. Delta-Elemente sind DNA-Sequenzen von ca. 300 bp Lange, die
das TY1 Retrotransposon flankieren. Sie kommen im Genom von Saccharomyces-
Hefen in einer sehr hohen Kopiezahl vor. Durch die Verwendung der sog. &-Primer
werden Bereiche vervielfaltigt, die zwischen den d-Elementen liegen. Abhangig von
der Anzahl und der Lange dieser Bereiche werden unterschiedliche Fragmente
amplifiziert. Dazu kdnnen die Primer 81/ 62, 612 / 621 oder auch die Kombination
012 / 082 verwendet werden. Diese Primer liefern eine detailliertere
Unterscheidungsmaoglichkeit zwischen den einzelnen obergarigen Hefestammen.
Zwar kann nicht jeder einzelne Hefestamm differenziert werden, aber die Stamme flr
den gleichen Anwendungszweck (Hefen fur die Herstellung von Hefeweizen,
Kolsch/Alt und Ale-Bier) wiesen ahnliche Fingerprints auf. Die Verwendung weiteren
Primeren wie ISSR, LTR1, URP und G20 lieferten auch keine weiteren
Differenzierungen als mit den bereits getesteten Primern. Untergarige Hefen zeigten
bei allen verwendeten Primern eine eindeutige Differenzierung zu den obergarigen
Hefen. Abb. 1 zeigt ein Dendogramm des genetischen Fingerprints mit den Primern
012/621 von obergarigen Brauhefestammen auch im Verhaltnis zu untergarigen
Brauhefen und Saccharomyces cerevisiae Laborhefestammen. Der Fingerprint zeigt
eine gute Unterscheidung der obergarigen Brauhefen und eine Differenzierung zu
untergarigen Brauhefestammen und zu Laborhefestdmmen. Bei den obergarigen

Hefen handelt es sich um Saccharomyces cerevisiae. Daher befinden sich auch die
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entsprechenden Laborhefen im Clusterbereich der obergarigen Hefen, wahrend die
untergarigen Hefen (Saccharomyces pastorianus) eine hodhere Distanz zu den

obergarigen Hefen aufweisen.

ODE!EH 1 detta 12 21
ODE!EH 2 detta 12 21
ODE!EH 3 detta 12 21
ODEEH 2 detta 12 21
ODE!EH S detta 12 21
4ODEEH 7 delta 12 21

OBGH S delta 12 21

OBGH 10 deltta 12 21

ODEEH 11 dslta 12 21

ODEEH 2 dekta 12 21

OLAE! Z detta 12 21

OEIE!EH 12 delta 12 21

OL:‘-\E! 1 delta 12 21

OUEH 1 detta 12 21

| OUEHEHEHE*IE 21

OUEH 2 detta 12 21

OLIEH 4 detta 12 21

Abb. 1: Dendogramm des genetischen Fingerprints zur Differenzierung der verwendeten obergarigen
Brauhefestdmme (OBGH1, OBGH2, OBGH3, OBGH4, OBGH5, OBGH7, OBGH8, OBGH9, OBGH10,

OBGH11, OBGH12) und Saccharomyces cerevisiae Laborstdmmen (LAB1, LAB2) und untergérigen
Brauhefestammen (UGH1, UGH2, UGH3, UGH4) mit den Primern 12/ 521

Die Verwendung von delta-Primern liefert eine schnelle Moglichkeit zur
Differenzierung von obergarigen Brauhefestdammen, mindestens basierend auf
ihrem Anwendungsgebiet (Hefestamme zur Herstellung von Hefeweizen, Alt, Kolsch
oder Ale-Bier).
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Genetischer Fingerprint basierend auf Restriktion mitochondrialer DNA:

Die mitochondriale DNA (mtDNA) von Saccharomyces cerevisiae ist ein kleines
Molekul (65-80kb). Diese kann verwendet werden, um die Hefen auf Stammebene zu
unterscheiden. Durch die Verwendung von Restriktionsenzymen kann die isolierte
mtDNA fragmentiert werden, um einen genetischen Fingerprint der mtDNA zu
erhalten. Restriktionsenzyme haben jeweils spezifische Schnittstellen, d. h. sie
,Sschneiden DNA-Bereichen nur an bestimmten Sequenzen. Abhangig vom
gewahlten Restriktionsenzym kann man demnach unterschiedliche Fragmentmuster
erhalten. Bei den bisherigen Versuchen wurde die Zuordnung eindeutiger Banden
durch einen starken Hintergrundschlier auf dem Gelbild erschwert. Die erkennbaren
Banden lieferten auch keine eindeutige Unterscheidung zwischen den einzelnen
Hefestammen. Zur Optimierung der Restriktionsanalysen der mtDNA wurde ein Kit
zur Isolierung von mitochondrialer DNA aus Hefen verwendet (,Mitochondrial DNA
Isolation Kit“ von BioVision). Zur Optimierung der Isolierung wurden verschiedene

Methoden zur Zerstérung der Zellwand ausgetestet (siehe Tabelle 3)

Tabelle 3: Methoden zur Zerstérung der Zellwand zur Isolierung der mitochondrialen DNA unter
Verwendung des Mitochondrial DNA Isolation Kit

Zerstorung der Zellwand ...

Ergebnis

keine zusatzliche
Zerstdrung

enzymatisch mit
Zymolyase

mechanisch
durch Glasperlen

Farbe des Pellets

weildliches Pellet

kein Pellet erkennbar

braunliches Pellet

Cmiona [NG/uI] 31 3,3 74

Die Restriktion der mtDNA zum Erhalt eines genetischen Fingerprints wurde mit den
Enzymen Alul und Rsal durchgefihrt. Die Variationen von eingesetzte DNA-Menge
und Inkubationszeit lieferte keine auswertbaren Ergebnisse. Es konnte kein
Schnittmuster detektiert werden. Die Isolierung der mtDNA konnte jedoch durch die
Amplifizierung eines mtDNA spezifischen Gens, dem COX-II-Gen, nachgewiesen
werden. Auch die Funktion der Restriktionsenzyme konnte anhand der Restriktion
des amplifizierten COX-II-Gens gezeigt werden. Anhand der Sequenz des COX-II-
Gens konnte ermittelt werden was fur ein Schnittmuster zu erwarten war. Das Enzym
das Enzym Alul weist eine, Rsal zwei, potentielle Restriktionsstellen auf. Das Enzym
EcoRI weist keine Schnittstellen auf dem Gen auf und wurde zum Vergleich
mitverwendet. Durch die Inkubation mit EcoRI, blieb das Fragment wie zu erwarten

war unbehandelt/ungeschnitten. Auch zeigten die friiheren Restriktionsanalysen, wie
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bereits erwahnt, bei denen ein starker Hintergrundschlier vorlag, keine eindeutige
Unterscheidung der obergarigen Brauhefestamme. Daher wird die Verwendung des
genetischen Fingerprints durch Restriktion der mitochondrialen DNA fir die

verwendeten Stamme als zu aufwendig und nicht geeignet eingestuft.

Next Generation Sequencing

Eine eindeutige Unterscheidung der Hefen sollte mittels detaillierter Genomanalyse
durch eine Sequenzierung des gesamten Genoms mdglich sein. Durch das Next
Generation Sequenzing (NGS) mit verschiedenen Methoden kann das gesamte
Genom von Saccharomyces cerevisiae sequenziert werden. Fur die Sequenzierung
sind entsprechende Mengen an DNA nétig. Die Konzentration der DNA wurde mit
dem DeNovix dsDNA Broad Range Assay Kit am DS-11 FX+ bestimmt. Nach der
Isolierung der entsprechenden DNA-Menge wurden die Proben an eine externe
Firma zur Sequenzierung verschickt. Bei den einzelnen Methoden zum
wholeGenome NGS werden DNA-Fragmente sequenziert und durch bioinformatische
Methoden zu der vollstandigen Genomsequenz zusammengesetzt. Dabei sollen
zwei Hefen mittels dem PacBio de novo Sequenziert werden. Mit dieser Methode
werden lange DNA-Fragmente sequenziert, wodurch deren Zusammensetzung
vereinfacht wird. Alle weiteren Stamme sollen mittels der HighSeq Methode
resequenziert werden. Hier werden kirze Fragmente Sequenziert und gegen eine
Vorlagen gemappt, um die einzelnen Fragmente zu der Gesamtsequenz
zusammenzusetzen. Als Vorlage sollen die beiden Stamme, die de novo Sequenziert
werden, genutzt werden. Wahrend die Proben, welche anhand der der HighSeq
Methode (Resequenzierung) sequenziert werden konnten, stellt die Aufarbeitung der
DNA fur die de novo Sequenzierung eine Herausforderung dar. Im Gegensatz zur
Resequenzierung mittels Illumina, mussen die Proben komplett frei von RNA sein
und eine Menge von 9 pg in 200 pl aufweisen. Bisherige Aufarbeitungen mit dem
MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (epicentre) lieferte hohe RNA-Werte. Eine
Behandlung der Proben mit RNAse zur Reduzierung der RNA, verringerte zwar die
RNA-Konzentration, jedoch verringerte sich ebenfalls die benttigte DNA-Menge, so
dass eine de novo Sequenzierung mit der restlichen DNA-Menge nicht empfohlen
wurde. Nach mehreren Versuchen eine angebrachte Konzentration an RNA-freier,
aufgereinigter DNA mit diesem Kit zu erhalten, wurde das Precellys Bacterial/Fungal
DNA Kit (peglab/VWR) ausgetestet. Diese lieferte zwar eine RNA-freie aufgereinigte
DNA, jedoch zeigte sich eine deutliche Degradation der DNA (Verschmierte Bande
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auf dem Agarosegel). Des Weiteren war der 260/230 Wert der Nanodrop-Messung
zu gering. Dadurch wurde keine de novo Sequenzierung empfohlen wurde.
Im weiteren Verlauf des Projektes wurde die DNA-Isolierung fur die de novo

Sequenzierung mit einem weiteren Kit getestet.

Arbeitspaket 5 — Feststellung der genetischen Stabilitat

Die isolierten Linien kénnen nur dann eine Bedeutung als optimierte Kulturhefen
erlangen, wenn ein hohes Mal} an genetischer Stabilitat gegeben ist. Hier wurden die
in Arbeitsschritt 4 verwendeten und optimierten Methoden angewendet. Im Rahmen
dieses Arbeitspaketes wurden die Stamme H8 und H10 analysiert. Die Hefestamme
wurde Uber 5 Fermentationen gefuhrt mit einer Zwischenlagerung fir 48 h bei 4 -.
6°C. Unter dem Aspekt der Abnahme des scheinbaren Restextraktes waren keine
Auffalligkeiten anzumerken. Die Analysenergebnisse deuten auf eine hohe
genetische Stabilitat hin. Nachfolgend ist der genetische Nachweis aufgefuhrt.

Auf der Grundlage, dass die delta-Primer die beste Unterscheidung zwischen den
Hefen lieferte, wurden diese auch zur Uberpriifung der genetischen Stabilitat
verwendet. Der genetische Fingerprint der Hefen 8 und 10 aus der 1. Garfihrung
wurde mit der jeweils letzten Garfuhrung verglichen. Dabei wurden auch die
jeweiligen Isolate aus der Mikromanipulation analysiert.

Die jeweiligen genetischen Fingerprints zeigten zwischen den FlUhrungen keine
Veranderungen auf. Des Weiteren zeigten auch die isolierten Einzelzellen keine
Unterscheidung zur Gesamtpopulation auf. Dies deutet, wie bereits physiologisch
aufgezeigt, auf eine genetische Stabilitat hin.

Arbeitspaket 6 — Versuche in den EBC-Garsaulen mit Standardwirze (12%mas)
FUr dieses Arbeitspaket wurden die Stamme H1, H2, H4, H5, H7, H8, H11 und H12
ausgewahlt. Dazu wurden nach einer Voranzucht der jeweiligen Zelllinien und des
Ausgangsstammes Fermentationen im 4 Liter MalRstab durchgefuhrt. Fir dieses
Forschungsprojekt standen 12 EBC-Garsaulen aus Edelstahl zur Verfugung. So
konnten bei jeder Uberprifung der Eigenschaften fiinf unterschiedliche Zelllinien mit

dem Ursprungsstamm verglichen werden. Folgende Kriterien wurden berucksichtigt:

Flokkulations-/Absetzverhalten der Hefe:

Diacetylreduktion
+ Gargeschwindigkeit - Extraktabbau
* pH-Wert
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» Raffinosekonzentration
+ Konzentration von 4-Vinyl-Guajacol

* |soamylacetat (3-Methylbutylacetat) und weitere Ester.

Im Rahmen dieses Sachberichtes erfolgt die Dokumentation der Ergebnisse

beispielhaft mit dem Stamm H11.

Extraktabbau: Bei dem Tochterstamm H11-14 war eine weitergehende Abnahme des

scheinbaren Restextraktes gegenuber dem Originalstamm messbar. Bei den
anderen Tochterstammen hingegen war diese nicht festzustellen.

pH-Wert: Bei den Tdchterstammen 14 und 15 ist eine schnellere und groRere pH-

Wertabnahme bis 48 Stunden anzumerken.

Gesamtdiacetyl: Bei der Bestimmung der Konzentration an Gesamtdiacetyl ist

anzumerken, dass die Stdmme 10 und 13 nach 48 Stunden eine deutliche
Abweichung in der Konzentration an Gesamtdiacetyl aufwiesen und dass bei den
Stammen 14 und 15 die grofdte Diacetylreduktion zu messen war.

4-Vinylguajacol: Alle Messwerte lagen unter der Nachweisgrenze von 0,4 bzw. 0,2

mg/L.

Konzentration an Estern: Bei allen Tochterstammen wurden geringe Konzentrationen

an den analysierten Estern (Ethlyl, Isoamyl- und 2-Phenylethylacetat) gemessen,

insbesondere bei dem Stamm 14.

Arbeitspaket 7 — Versuche in den EBC-Garsaulen mit High-Gravity-Wiirze
(18%mas)

Im diesem Arbeitspaket stand das Garverhalten von Linien aus 6 Stammen unter der
Extrembedingung ,High Gravity“ im Vordergrund. Die Versuche mit den Stammen
H2, H4, H5, H7, H8 und H11 wurden ebenfalls in EBC-Garsaulen durchgefuhrt, und
die Analytik analog zum Arbeitspaket 6. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgt

beispielhaft mit dem Stamm H2.
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Extraktabbau: Der Tochterstamm 13 wies eine groRere Abnahme des scheinbareren

Restextraktes auf.
pH-Wert: Ein intensiverer Extraktabbau ist mit einer weiteren Stoffumwandlung
verbunden. Dieses wurde durch die schnellere und groRere Absenkung des pH-

Wertes bei dem Stamm 13 bestatigt.

Gesamtdiacetyl: Im Rahmen dieser Analytik waren keine nennenswerten

Auffalligkeiten anzumerken.

Konzentration an 4-Vinylguajacol: Auch hier sind keine nennenswerten

Abweichungen anzumerken.

Konzentration an Estern: Bei den analysierten Estern sind ebenfalls keine deutlichen

Unterschieden bei den bestimmten Konzentrationen zu nennen.

Alkoholkonzentration und scheinbarer Restextirakt: Es ist anzumerken, dass beide

untersuchten Tochterstamme mehr Extrakt umgewandelt haben und demzufolge
auch eine hohere Alkoholkonzentration gemessen worden ist (beim Stamm 13 ca.
0,6 %vol.)

Arbeitspaket 8 — Herstellung von Mutanten

Im Projekt sollten in ausgewahlten Hefestammen Mutationen basierend auf
physikalischer Mutagenese mittels UV-Bestrahlung erzeugt werden. Die UV-
Bestrahlung erfolgte bei einer Wellenlange von 254 nm mit unterschiedlichen
Einwirkzeiten. Es war drauf zu achten, dass die UV-Bestrahlung (Wellenlange und
Einwirkzeit) nicht komplett letal fur die Hefepopulation wirkt. Die Hefezellen wurden
zunachst in Fludssigkulturen angezogen und anschlieBend in verschiedenen
Verdlinnungsstufen auf verschiedenen festen Nahrboéden (mit oder ohne
Selektionsdruck) ausplattiert. Die Zellen auf der Agarplatte wurden sofort der UV-
Bestrahlung ausgesetzt und anschlielend inkubiert. Aufgrund des polyploiden
genetischen Hintergrunds von industriellen Brauhefen, konnten eventuelle
Mutationen durch vorhandene, von Mutationsvorgangen ,verschonte“ Allele wieder
ausgeglichen werden, so dass eventuelle Mutationen in den Fermentations-

eigenschaften nicht auffallen. Daher wurde die UV-Bestrahlung von entsprechenden
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sog. Ascosporen des jeweiligen Hefestammes durchgefuhrt. Neben der vegetativen
Vermehrung durch Sprossung zur Erzeugung von Biomasse, sind die Hefezellen
auch zur sexuellen Vermehrung in der Lage. Bei Ascosporen handelt es sich um die
sexuellen  Vermehrungsformen der Hefezellen, die einen halbierten
Chromosomensatz im Gegensatz zur Ausgangszelle besitzen. Aufgrund des
verringerten Chromosomensatzes konnten eventuelle Mutationen in

Fermentationsprozessen aufgrund verandertere Eigenschaften besser auffallen.

Tabelle 4: Medien und Einwirkzeiten der UV-Bestrahlung bei 254 nm
Wachstum nach der UV-Bestrahlung: += Wachstum, -= kein Wachstum, / = nicht durchgefihrt

Medien und Einwirkzeit fiir die Hefestamm OBGH
UV-Bestrahlung (254 nm) 2 8 10 8 10
(Ascospore) | (Ascospore)
YEPD; 2,5 min. + + + + +
YEPD; 10 min. / + + / /
Wiirze 35 °P; 10 min. X + + + +
YEPD+20%EtOH; 2,5 min + + + + +
2-DOG-Medium - 500 ppm; - - - / /
2,5 min
2-DOG-Medium - 1000 ppm; - - - / /
2,5 min

Die Mutationserfolge bzw. die Selektion von eventuellen Mutanten ist in Tabelle 4
dargestellt. Es konnten jeweils Mutanten von den Ausgangszellen als auch von den
Ascosporen isoliert werden. Eine Mutation und somit Selektion von Zellen auf
Medien mit einem Selektionsdruck von 20 % Ethanol zeigte sich ebenfalls als
Erfolgreich. Eine direkte Selektion auf diesem Medium ohne UV-Bestrahlung ist
teilweise nicht moglich (siehe Arbeitspaket 9). Ausgewahlte Mutanten wurden gegen
den Ausgangsstamm mittels genetischen Fingerprint verglichen. Es zeigten sich
jedoch, auch bei dem Vergleich mit verschiedenen Primern keine Unterschiede im
Bandenmuster der jeweiligen Mutanten und auch nicht zum Mutterstamm.
Detailliertere Untersuchungen werden im weiteren Verlauf des Projektes mittels NGS
durchgefuhrt.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Extraktabbau.

Die erzeugten Ascosporen dienten, wie bereits erwahnt, der sexuellen Vermehrung
von Hefezellen. Diese besitzen jeweils unterschiedliche Kreuzungstypen MATa oder
MATa. Der Kreuzungstyp kann mittels PCR-Amplifizierung bestimmt werden. Eine

sexuelle Vermehrung bedeutet die Hybridisierung/Fusion von zwei Ascosporen mit
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entgegensetzten Kreuzungstypen a und a.

Solch eine Hybridisierung vor allem von Ascosporen unterschiedlicher Hefestamme
fuhrt zu einer erhdhten genetischen Varianz innerhalb einer Species. Durch die
Fusion von Hefezellen unterschiedlicher Stamme, kdénnen deren Eigenschaften
vereint und somit zu einem eventuellen optimierten neuen Hefestamm fuhren.

Im Rahmen dieses Arbeitspaketes wurden daher die erzeugten Ascopsoren auch zur

Hybridisierung der verschiedenen obergarigen Brauhefestamme genutzt.

Die Schritte der Hybridisierung waren:
A. Erzeugung von Ascosporen auf Kaliumacetat-Agar
B. Isolierung von Sporen
C. Bestimmung des Kreuzungstypes von isolierten Sporen mittels PCR
D. Hybridisierung von Sporen unterschiedlicher Hefestamme mit
unterschiedlichen Kreuzungstypen

E. Uberpriifung des Hybridisierungserfolges

Die Isolierung von Ascesporen mit einem stabilen Kreuzungstyp ist bei
Saccharomyces cerevisiae Hefen eine Herausforderung, da diese einem sog
Paarungstyp- Determinationswechsel (Mating-Type-Switch) unterliegen konnen.
Dadurch konnen Zellen innerhalb einer Population einen unterschiedlichen
Kreuzungstyp aufweisen. Dadurch weisen Hefepopulationen die solch einem Mating-
Type-Switch unterlagen zwei Banden bei der PCR-Amplifizierung auf. Dies bedeutet,
dass einzelne Zellen innerhalb einer Population unterschiedliche Kreuzungstypen
aufweisen. FUr die Hybridisierung ist es notwendig, dass die Population der
jeweiligen Ascospore nur einen Kreuzungstypen aufweist. Daher mussen
entsprechend viele Ascosporen eines Stammes isoliert und bestimmt werden. Nach
der Kreuzung der Hefestamme, die in Flussigkultur oder auf Platte erfolgen kann,
mussen isolierte, potentielle Hybride Uberpruft werden. Dies erfolgt durch
verschiedene Methoden:

1. Uberpriifung des Kreuzungstypen: Hybride miissen wieder beide

Kreuzungstypen a und a aufweisen
2. Hybride missten wieder die Fahigkeit zu sporulieren besitzen
3. Ein genetischer Fingerprint des neuen Stammes sollte eine Kombination der

genetischen Fingerprints der Ausgangsstamme aufzeigen.
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Wenn die ersten beiden Punkte nach erfolgter Hybridisierung zutreffend waren,
wurde der genetische Fingerprint des jeweiligen Hybrides mit denen der
Ausgangsstamme verglichen. Aufgrund des potentiellen polyploiden genetischen
Hintergrunds, konnte die Sporulationsfahigkeit die Hefestamme eingeschrankt sein.
In Tabelle 5 ist die Sporulationsfahigkeit der jeweiligen Hefestamme dargestellt. Es
zeichnete sich ab, dass die Hefestamme zur Herstellung von Hefeweizen keine
Sporulationsfahigkeit besitzen, was auch als Charakterisierungsmerkmal genutzt

werden konnte.

Tabelle 5: Sporulationsfahigkeit der ausgewahlten Brauhefestdmme
Legende: - = keine Bildung von Ascosporen; +=Bildung von Ascosporen

Hefestamm | Sporulationsfahigkeit

OBGH2 -
OBGH4 -
OBGH5
OBGH7
OBGH8
OBGH9
OBGH10
OBGH11

+ |+ |+ [+ + ]

Fir die Hybridisierung wurden die Sporen der Hefestdmme OBGH7, 8, 9 und 10
herangezogen. Die erfolgreiche Hybridisierung wurde durch die Uberpriifung des
Kreuzungstypes und der erneuten Sporulationsfahigkeit Gberpruft.

Es wurde der Extraktabbau wahrend der Garung in 12 %-iger Wirze (Labormalstab
100 ml) von den Hefestammen OBG8 und OBGH10 im Vergleich zu ihren
gemeinsamen Hybriden OBGH10-8d, OBGH10-8g und OBGH10-8j geprift. Es
zeigte sich, dass die Hybride einen etwas schnelleren Extraktabbau aufwiesen, was

ebenfalls eine Hybridisierung bestatigt.

Arbeitspaket 9 — Etablierung und Anwendung eines Selektionsverfahrens zur
Isclierung praxisrelevanter Mutanten
De.s Ziel der Selektion ist der Erhalt von Hefestammen mit angepassten bzw.

optimierten Fermentationseigenschaften.

Ausgewahlte Hefestamme wurden auf Medien unterschiedlichen Selektionsdricken
ausgesetzt. Dabei sollten Hefezellen aus einer Population selektiert werden, die sich
an die gegebenen Selektionsbedingungen schnell anpassen kdonnen.

Aus der Tabelle 6 sind die Moglichkeiten der Selektion ausgewahlter obergariger

Brauhefestamme dargestellt. Alle Hefestamme zeigte eine gute Anpassung an
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hochkonzentrierte Wirze (35 °P), was auf eine hohe Osmotoleranz deutet. Um
Zellen mit einem schnelleren Extraktabbau zu selektieren, wurden die jeweiligen
Stamme auf 2-Desoxy-Glucose-Medium (2-DOG), mit einer Konzentration von
500 ppm ausplattiert. Zellen, die auf diesem Medium wachsen koénnen, weisen
eventuell eine Glucose-Derepression auf. Dies bedeutet, dass sie in der Lage waren,
in Anwesenheit von Glucose und Maltose diese nicht nacheinander (zuerst Glucose
und dann Maltose) zu verstoffwechseln, sondern parallel. Dies wirde den
Extraktabbau in der Wurze verschnellern. Es ist zu erkennen, dass unter diesem
Selektionsdruck nur Zellen der Hefen OBGH8 und 10 isoliert werden konnten. Auf
einem Medium mit 20 % Ethanol zur Steigerung der Ethanoltoleranz konnten keine
Hefezellen isoliert werden. Dies ware vor allem bei der Garung bei hohen
Wirzekonzentrationen von Interesse. Um jedoch die jeweiligen Hefestamme an die
entsprechenden Bedingungen besser anzupassen, wurde versucht den jeweiligen
Stamm durch eine stufenweise Steigerung des jeweiligen Selektionsdrucks
anzupassen (Adaptation). Die Hefezellen werden dabei nach einer bestimmten
Inkubationszeit (2 - 4 d) unter der ersten, geringen Konzentration des jeweiligen
Selektionsdrucks in ein Medium mit einer gesteigerten Konzentration des jeweiligen
Selektionsdrucks uberfuhrt. Dies kann auf Agarplatten oder in Flussigkulturen in
Mikrotiterplatten durchgefuhrt werden. In Tabelle 6 sind unter ,Adaptation® die
jeweiligen Konzentrationen dargestellt, bis zu denen die jeweiligen Hefestamme
angepasst werden konnten. Fir die Anpassung an 2-DOG wurde mit einer
Konzentration von 100 ppm gestartet und mit jeder Uberfihrung um 100 ppm
gesteigert. Die Ethanolkonzentration wurde beginnend bei 5 % stufenweise um 2,5 —
5 % gesteigert. Es zeigte sich, dass vor allem die Hefestdmme OBGH2, OBGH4 und
OBGH5, bei denen es sich um Stamme zur Herstellung von Hefeweizen handelt,
sich sehr hohen Konzentrationen dieser Selektionsdricke nicht anpassen konnen.
Diese werden daher nicht weiter bertcksichtigt. Die Hefestamme OBGH8 und
OBGH10 konnten an sehr hohen Konzentrationen von 2-DOG adaptiert werden.
Diese wurden auf dem entsprechenden Selektionsmedium als Agar-Platte
ausgestrichen und ausgewahlte Kolonien wurden auf eine Glucose-Derepression hin
uberpruft. Dies erfolgte in einem synthetischen Medium mit jeweils 25 g/l Glucose
und Maltose. Eine Selektion auf 2-DOG bedeutet nicht zwangslaufig, dass in den
Zellen eine eindeutige stabile Glucose-Derepression vorliegt. Dies zeigt das Potential

eines schnelleren Extraktabbaues wahrend eines Garungsprozesses.
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Im Labormafstab (100 ml) konnte in 12%-iger Wurze durch 2-DOG-Isolate des
OBGH8 jedoch kein eindeutig schnellerer Extraktabbau festgestellt werden.

Tabelle 6: Selektions- und Adaptationserfolge unter verschiedenen Selektionsdriicken
Legende: += Wachstum, -= kein Wachstum, (+)= schwaches Wachstum, / = nicht durchgefthrt

: Hefestamm OBGH
Selekfions: "2 [ 4 [ 5 | 8 | 9 | 10 | 11
Selektion
Wirze 35 °P + + + + + + +
2-DOG 500ppm - - - + - + -
Ethanol 20 % - - - (+) - - -
Adaptation
2-DOG [ppm] 200 200 200 | 2300 / 2300 | 2300
Ethanol [%] 15 15 15 20 20 20 20

Arbeitspaket 10 - Kleinfermentation il

Analog zu den Arbeitspaketen 6 und 7 wurden auch hier Versuchsfermentationen
durchgefuhrt. Diese hatten das Ziel, die in den Arbeitspaketen 8 ausgewahlten
Mutanten auf ihre Fermentationseigenschaften hin zu testen. Hier wurden zwei
Ausgangshefestamme als Referenz gefuhrt, um diese mit den Gareigenschaften der

mutierten bzw. selektierten Zelllinien zu vergleichen.

In der Tabelle 7 sind die gepruften Hefestamme aufgefuhrt.

Nr. Hefestamm

H 8 Orig.

H 10 Orig.

H8 35%Woiirze

H8 10 Min. UV, auf YEPD
H8 10 Min. UV, auf Wirze
H8 20vol% Ethanol

H10 - 8g

H10 - §j

F9

10 |F11
Tab. 7: Ubersicht der gepriiften Hefestamme

0N Ok WDN -

(o]
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Extraktabbau

Die Garintensitat eines Hefestammes ist ein wichtiges wirtschaftliches Kriterium. Die
Stamme 3,4 und 6 wiesen einen langsameren Abbau auf, und bei dem Stamm 5
wurde eine deutlich langsamere und nicht so intensive Verstoffwechselung (Differenz
bis zu 1,4%mas) der vergarbaren Kohlenhydrate festgestellt. Dem gegenlber
zeigten die Stamme 9 und 10 einen weitergehenden Extraktabbau (Differenz bis zu
0,5%mas) im Vergleich zu den beiden Originalstammen. Dieses ist unter dem Aspekt
einer ungefahr gleichen Hefezellzahlkonzentration in der Anstellwirze und fast
identischer fermentationstechnisch relevanter Parameter (Bellftung, Druck,
Temperatur und Tankgeometrie) interessant. Erfahrungsgemaf sollte innerhalb von
7 Tagen ein scheinbarer Vergarungsgrad von 72 — 75 % erreicht sein, ansonsten
liegt eine Garstorung vor. Diese konnte durch die Bestimmung des
Vergarungsgrades ausgeschlossen werden. Bei dem Stamm 5 handelt es sich um

einen mutierten Stamm, welcher 10 Minuten einer UV-Bestrahlung ausgesetzt war.

pH-Wert

Bei einem stoérungsfreien Garverlauf sinkt der pH-Wert der Anstellwirze von ca. 5,2
bei gesauerten Wiuirzen, z. B. durch die Bildung von organischen Sauren
(Bernsteinsaure, Milchsaue und Essigsaure), auf einen Wert von ca. 4,4 im fertigen
Bier ab. Mittels des pH-Wertes kdnnen auch Aussagen uber die Bierqualitat getroffen
werden. Bei einem pH-Wert < 4,1 sollte eine Uberprifung hinsichtlich
mikrobiologischer Kontaminationen erfolgen. Ein Anstieg des pH-Wertes um > 0,1
pH-Werteinheiten zum Ende der Fermentation deutet auf eine beginnende Autolyse
der Hefe hin. Bei den Stammen 3 — 8 war die pH-Wertabnehme, im Vergleich zu den
beiden Originalstammen, nicht so intensiv. Dieses kann damit begriindet werden,
dass bei einer weniger intensiven Stoffumsetzung eine dementsprechend geringere
Konzentration an organischen Sauren vorliegt, bzw. auch die Bildung und Ldsung
von CO2 nicht so hoch war. Die pH-Absenkung bei den Stdmmen 9 und 10 lag im

Bereich der Originalstamme.

Gesamtdiacetyl

Der Abbau vicinalen Diketone verlauft wahrend des Reifungsprozesses parallel zu
den anderen Reifungsvorgangen. Die Bildung der Vorstufen ist abhangig vom

Hefestamm und der Hefegabe. Auf eine schnelle Umwandlung der Vorstufen wirken
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sich eine rasche pH-Wertabsenkung auf pH 4,2...4,3, eine erhdhte Temperatur-
fuhrung und die Zugabe von Sauerstoff positiv aus. Bei den Stammen 3, 4 und 6 war
eine, im Vergleich zu den Originalstdmmen, langsamere Umwandlung festzustellen.
Dagegen wiesen die Stamme 9 und 10 eine schnellere und auch weitergehende
Umwandlung auf. Diese Ergebnisse korrelieren mit dem Extraktabbau und der pH-
Wertabsenkung.

Ester

Diese Stoffgruppe ist fir ein mehr oder weniges fruchtiges Aroma im Bier
verantwortlich und stellt somit ein qualitatives Merkmal dar. Zu den
aromabeeinflussenden Faktoren zahlt neben, z. B. Wurzebellftung, hohere
Gartemperaturen, die Tankgeometrie oder den Einsatz von High Gravity Wirzen, der
verwendete Hefestamm. Bei beiden Originalstdmmen entsteht im Verlauf der Garung
und Reifung kein ausgepragtes gewdulrznelkenartiges Aroma. Die Konzentrationen
von 4-Vinylguajacol und 4-Vinylphenol lagen unter der Nachweisgrenze von 0,4 bzw.
0,2 mg/L. Die Werte aller drei bestimmten Ester Ethyl,- Isoamyl- und 2-
Phenylethylacetat) liegen zwischen den Konzentrationen der beiden Original-

stamme.
Fazit

Insgesamt wurde mit acht mutieten bzw. hybriden Hefestammen ein
Fermentationstest durchgefuhrt. Die analysierten Parameter wurden mit den Werten
der Originalstamme verglichen. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Stamme 9
und 10 hinsichtlich einiger fermentationstechnischer Faktoren im Vergleich zu den
Originalstammen ein  Optimierungspotential aufwiesen. Die vergarbaren
Kohlenhydrate wurden intensiver verstoffwechselt, was sich in einem geringeren
scheinbaren Restextrakt widerspiegelt. Die schnellere und weiterergehende pH-
Wertabsenkung korreliert mit dem Extraktabbau und bedingt einen besseren Schutz
gegen Kontaminationen. Die Reduktion des Gesamtdiacetylgehaltes erfolgte
schneller und intensiver, so dass die Reifungsphase eher begonnen werden kann,

was zu einer Einsparung von Energiekosten fur die Kuhlung fuhren kann.
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3. Bewertung der erzielten Ergebnisse in Gegenuberstellung mit den
Zielsetzungen des Antrages, Bezugnahme auf die Notwendigkeit und
Angemessenheit der geleisteten Arbeit, Bezugnahme auf die wichtigsten

Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

3.1. Bewertung der erzielten Ergebnisse in Gegeniberstellung mit den

Zielsetzungen des Antrages

Ein Ansatzpunkt fur die Bearbeitung des abgeschlossenen Forschungsprojektes
bestand in der Annahme, dass viele Hefestdmme zwar als Reinzuchthefen definiert
werden, jedoch nach der Selektion einzelner Hefezellen aus den Stammen
Unterschiede hinsichtlich garungsrelevanter Parameter bei den generierten
,1ochterstammen® messbar waren (siehe Tab. 3). Dieses zeigt sich bei der
Versuchsreihe mit einer Stammwirze von 12%mas. z. B. sehr deutlich bei dem
Stamm H11, denn hier wies der Tochterstamm 14 eine schnellere und
weitergehende Extraktabnahme und eine intensivere Diacetylreduktion, bei einem
adaquaten sensorischen Profil, im Vergleich zum Originalstamm auf. Unter High-
Gravity-Bedingungen (18%mas Stammwurze) war z. B. zeigte bei dem Stamm H2
der Tochterstamm 13 in eine bessere Umwandlung der vergarbaren Kohlenhydrate.
Bei alle anderen untersuchten Parametern gab es keine Abweichungen im Vergleich
zum Originalstamm. Ein weiterer Schwerpunkt des abgeschlossenen Forschungs-
projektes bestand darin, Mutanten zu generieren und diese hinsichtlich der
aufgefiihrten Parameter zu priifen. Die Ubersicht der Mutanten ist in der Tab. 7
aufgefuhrt. Die Mutanten wurden mit 2 Originalstammen (H 8 und H10) verglichen.
Dabei zeigten die Mutanten 9 und 10 einen schnelleren und weitergehenden
Extraktabbau, eine geringe Bildung an Gesamtdiacetyl und eine intensivere
Reduktion. Das sensorische Profil entsprach dem der Originalstdmme. AbschlieRend
ist zu resUmieren, dass es mit beiden angewendeten Verfahren und den
untersuchten Hefestammen mdglich ist, die Fermentationszeit, bei gleichbleibender
Produktqualitat, zu verklrzen und damit den Produktionsprozess zu optimieren.
Gleichzeitig ist anzumerken, dass die gewonnenen Erkenntnisse sich lediglich auf

die Versuche in den modifizierten EBC-Garsaulen beziehen.
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3.2. Bezugnahme auf die Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten
Arbeit

Das Projekt wurde durch drei wissenschaftliche Mitarbeiter (Qualifikation A) sowie
einen Laboranten (Qualifikation C) der VLB Berlin bearbeitet. Je nach Intensitat
wurden bestimmte Arbeitspakete gleichzeitig durch alle Mitarbeiter parallel
bearbeitet. Innerhalb der Laufzeit von 24 Monaten wurden insgesamt 44,40
Personenmonate (PM) an dem Projekt gearbeitet. Die geleistete Arbeit lag rund
11,60 % Uber der kalkulierten Kapazitatsplanung von 39,25 PM. Die eingesetzten
Personalressourcen waren fur die Durchfihrung dieses anspruchsvollen Projekts
notwendig, die geleistete Arbeit der Zielstellung angemessen.

3.3. Bezugnahme auf die wichtigsten Positionen des zahlenmaRBigen
Nachweises
Die flr das Projekt eingeplanten Ausgaben sind mit geringen Abweichungen

(Mehrausgaben) von +1,53 % so, wie ursprunglich geplant eingetreten.

3.3.1. Personalausgaben

Die tatsachlichen Ausgaben flr das eingesetzte Personal lagen mit 168.060 € lagen
rund 8,7 % uber den ursprunglich geplanten Ausgaben. Dies lag vor allem daran,
dass in unterschiedlichen Arbeitspaketen erheblich aufwendigere Tatigkeiten als zum
Zeitpunkt der Antragstellung ersichtlich, geleistet werden mussten.

3.3.2. Allgemeine Ausgaben

Die Allgemeinen Ausgaben wurden wie geplant bericksichtigt. Die Vorkalkulation, fur
die pauschal 88 % der Personalkosten angesetzt wurden, stimmte mit den
tatsachlichen Kosten gut Uberein (siehe zahlenmafiger Nachweis).

3.3.3. Ausgaben fiir Material und Kleingerate

Die tatsachlichen Ausgaben fir Material und Kleingerate lagen bei 21.270 € um rund
24% unter den geplanten Werten. Grund hierfur ist, dass bereits beim
Zuwendungsempfanger vorhandenes Material, speziell Verbrauchsmaterial, teilweise

eingesetzt werden konnte.

Seite 22



3.3.4. Ausgaben fiir Einzelgerate

Die tatsachlichen Ausgaben fur Einzelgerate lagen bei 48.565 € und damit rund 7,5%
unter den geplanten Werten. Grund hierfur war eine Preisreduktion bei dem

Softwarepaket ,BioNumerics®.

3.3.5 Ausgaben fir weitere Zwecke

Die tatsachlichen sonstigen Ausgaben (Leistungen Dritter) lagen mit 50.990 € rund
12 % unter den geplanten Werten. Die Abweichung liegt in Minderausgaben fur die
Schutzrechtsberatung. Im Rahmen des durchgeflhrten Forschungsprojektes wurde
dabei durch eine beauftragte Patentanwaltin eine mogliche Anmeldung von
Schutzrechten geprift. Nach interner Diskussion wurde vorerst auf eine

entsprechende Anmeldung durch die VLB verzichtet.

4. Darstellung der Innovationspotenziale und Applikationsmoglichkeiten

Das Forschungsvorhaben hatte zum Ziel, den Brauereien nicht gentechnisch
veranderte bzw. selektiv optimierte Hefestamme zur Verfugung zu stellen kénnen,
auf deren Basis wirtschaftlich effizientere Garverfahren, wie auch Reifungs- und
Klarungsverfahren mdglich sind. Dadurch kdnnen die Produktionskosten gesenkt
werden, z. B. durch Einsparung von Energie fur die Kuhlprozesse. Dabei steht im
Fokus, dass das sensorische Profil nahezu unverandert bleibt. Insbesondere die
KMU der Brauindustrie habe fur derartige Versuchsserien weder das Equipment,
noch das daflir notwendige qualifizierte Personal. Die in diesem Forschungsprojekt
gewonnen Erkenntnisse und Ergebnisse stellen die Basis fur eine kundenspezifische
Optimierung der brauereieigenen Hefestamme dar. Der Wissenstransfer erfolgt Uber
unterschiedliche Wege, mit denen das Optimierungspotential aufgezeigt wird. Nach
aktuellem Kenntnisstand verfigen die KMU nicht Gber die notwendigen technischen
Voraussetzungen, z. B. Mikromanipulator fur die Selektion einzelner Hefezellen.
Daruber hinaus ist spezielles molekularbiologisches Wissen notwendig, um durch
Mutagenese oder Kreuzung neue Hefestdmme generiert werden kénnen. Mit den
Interessenten der Brauindustrie werden dann auf den jeweiligen Kundenbedarf
abgestimmte Strategien zur Zielerreichung definiert. Dabei muss durchaus darauf
hingewiesen werden, dass sehr wahrscheinlich nicht bei allen kundeneigenen
Hefestammen eine Optimierung maglich ist.

In der betrieblichen Praxis gibt es hinsichtlich der Tankgeometrie unterschiedliche
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Fermentationsbehalter. Es ist deshalb sinnvoll, die generierten Ergebnisse in
unterschiedlichen Gartanks (Verhaltnis Durchmesser zur Hohe (statischer Druck) zu
testen. Aus diesem Grund plant die VLB einen, sich an dieses Projekt,

anschlieBenden Forschungsantrag einzureichen.

5. Angaben zu erworbenen bzw. angemeldeten Schutzrechten
Im Rahmen des durchgefuhrten Forschungsprojektes wurde durch eine beauftragte
Patentanwaltin eine mogliche Anmeldung von Schutzrechten gepruft. Nach interner

Diskussion wird vorerst auf eine entsprechende Anmeldung durch die VLB verzichtet.

6. Zusammenstellung aller erfolgten bzw. geplanten Veroéffentlichungen (Artikel
in Zeitschriften, Seminare, Schulungen, Vortrage, Messen, Ausstellungen,
Prasentationen)

Ziel ist es, die angestrebten Forschungsergebnisse und im Besonderen die daraus
hervorgehenden optimierten Hefestdmme der Brauindustrie zuganglich zu machen.
Die Verbreitung der gewonnenen Erkenntnisse soll durch die vielfaltigen Organe und
Aktivitaten der Forschungsstelle erfolgen. Die VLB in Berlin wird durch ca. 400
Mitgliedsbrauereien und -malzereien sowie durch weitere Forderer aus Industrie und
Handel getragen. Der Uberwiegende Teil dieser Mitgliedsbetriebe st
mittelstandischer Natur. Fir diese Unternehmen verlegt die VLB eine eigene
Fachzeitschrift (Brauerei Forum) und veranstaltet regelmaRig Kongresse, in denen
uber Forschungsergebnisse berichtet wird. Zusatzlich werden Arbeitsergebnisse auf
der eigenen Homepage veroffentlicht. Die VLB unterhalt fur ihre Mitglieder
verschiedene Fachgremien (z. B. Technisch — Wissenschaftliche Ausschisse), in
denen regelmalig die Arbeitsergebnisse mit Experten der Industrie und des Handels
diskutiert werden, um weitere Anregungen flur die eigenen Forschungsarbeiten zu
erhalten. Durch Publikationen in Fachzeitschriften auch fur Bioethanolhersteller und
durch  Vortrage auf entsprechenden  Fachtagungen soll Uber die
Forschungsergebnisse berichtet werden. In der Tabelle 8 sind die geplanten

Publikationen aufgefuhrt.
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Tabelle 8: Ubersicht geplanter MaBnahmen zum Transfer der Forschungsergebnisse in die

Wirtschaft

Voraussichtlicher
Malnahme Ziel

Zeitpunkt
Vortrag Uber das Forschungsprojekt
auf einer Fachtagung der VLB, Information eines grof3en
vorzugsweise auf der seit Uber 100 Fachpublikums: Oktober 2018
Jahren jahrlichen stattfindenden 200 — 300 Zuhorer
Oktobertagung
Veroffentlichung des ) ,

Bereitstellung tiefer gehender

Abschlussberichtes auf der September 2018

Internetseite der VLB

Information im Internet

Veroffentlichung der Ergebnisse des
Forschungsprojektes in einer
deutschsprachigen Fachzeitschrift,
vorzugweise Brauwelt,
Brauereiindustrie oder Brauerei
Forum und auf gangigen
Hausbrauerei-Internet-Portalen

Information eines gréReren
Fachpublikums

Schaffung einer der
Allgemeinheit zuganglichen
wissenschaftlichen

Referenzquelle

Innerhalb eines Jahres
nach Ende des

Projektes

Ubernahme der Ergebnisse in die

Lehre

Weitergabe
prasentationsfahiger
Forschungsergebnisse zur
Einbindung in die Ausbildung
von Brautechnologen an der
Technischen Universitat Berlin
und an der VLB

Nach Veroffentlichung
der Ergebnisse

Beratung von Unternehmen

Einbindung der
Forschungsergebnisse in die
Beratung von Unternehmen
durch die VLB

Ab dem Zeitpunkt, zu
dem umsetzbare
Forschungsergebnisse

erzielt wurden.

Seite 25




	VLB-Forschungsbericht-Cover_v1
	Impressum
	VF150039 Optimierung obergäriger Hefestämme.pdf
	Seiten aus 49VF150039_SB_2018_Anlage 9.pdf
	Seiten aus VF150039 Optimierung obergäriger Hefestämme.pdf
	49VF150039_SB_2018_Anlage 10.pdf
	Gliederung des Sachberichtes
	1. Zielstellung des Vorhabens





