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Hefewachstum: BrauLabor
Kultivierung von Mikroorganismen Flugsig_
- Hefen und Bakterien - in flussigen kulturen

Nahrmedien Anzucht von
Mikro-

organismen

mittel mittel mittel Koloniewachstum einfach-mittel

Einfithrung

Fiir den Heimbrauer ist eine Begegnung mit Hefen fast immer eine solche mit Hefen in fliissiger Umgebung, also mit einer sog.
Hefekultur®. Sei es mit dem eingekauften Wunschhefestamm von kommerziellen Hefeproduzenten (siehe Glossar A-M Mikrobiologie
> Hefelieferanten) in Form von Fliissighefen (z.B. Wyeast- oder White Labs-Hefen) oder der vor dem Anstellen® bzw. Beimpfung der
sterilen Bierwiirze mit Wasser rehydrierten Trockenhefen (Bsp. Fermentis-Hefen). Zur Anzucht fiir die Erneuerung einer
Hefestammkultur® und evtl. der daraus gezogenen Arbeitskulturen® auf einem Schragagarrdhrchen® oder zur weiteren Hefe-
propagation® braucht es immer Fliissighefekulturen. Dabei sollte immer mit grosstmaglicher Hygiene, also steril* gearbeitet werden.
Die folgenden Ausfiihrungen zur Anzucht und Vermehrung von Hefen gelten auch fiir andere Mikroorganismen mit der entsprechenden

Nahrldsung.
*: definierte Begriffe —> siehe Info > Glossar Mikrobiologie

Q)
yd el Kennen lernen einer der iiblichen Anzucht-/ Vermehrungsverfahren von Mikroorganismen in fliissiger Nahrlosung.

Materialien

Glaswaren/Geréte/ Gasbrenner, Impfdse, Impfosenhalter (Ersatz: RG-Gestell mit RG), Magnetriihrer, evtl. Inkubationsschrank, Schere, Pinzette, evtl.
andere Materialien Beliiftungseinrichtung

Verbrauchsmaterial Liindhdlzchen/ Gasanziinder, Kosmetiktiichlein

Chemikalien Ethanol (oder Isopropanol) 70% fiir Oberflachenentkeimung, Ethanol (Brennsprit), Material zur Hefekultivation: cf. Braulabor 7 —> EMK mit
steriler Nahrlosung, gegossene Schragagarrdhrchen, sowie weiteres steriles Material je nach Verwendungszweck (cf. Pkt. 2.5.)

Biologische Objekte | Brauhefen-Fliissigkultur (z.B. eingekaufte Hefefliissigkultur [Wyeast, White Labs, Hefe-Anzuchtkultur aus Trocken-Bierhefe (rehydrierte Hefen),
Anstellhefe [Starterkultur] u.a.), gewaschene Ernte-Hefen, Schragagarkultur/Hefe-Arbeitskultur

Durchfiihrung

I. Herstellung steriler Nahrmedien

I, Arbeitsplatz:
Arbeitsplatz “Mikrobiologie-gerecht” einrichten: vgl. Website ”Mikrobiologische Grundlagen” > Minimaltechnik | sowie 2.5.1. Giessen von
Nahragarplatten, Pkt. | +2

2. Nahrmedium auswahlen:
geeignetes Nahrmedienrezept fiir den gewiinschten Mikroorganismus auswahlen: siehe Braulabor 7: Nahrmedienrezepte fiir Hefen und
Bakterien
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.3. Nahrmedien steril herstellen:
siehe Braulabor 8: Herstellung fliissiger und fester Nahrmedien.

2. Beimpfung der sterilen fliissigen Nahrlosungen
L.1. Mikroorganismenquellen bereit stellen: z.B.
- Fliissighefen-Originalkultur (vorzugsweise die im Behélter nach dem Anstellen verbleibenden Restmikroorganismen™*/*#%)
- Reste des eigenen Hefestarters nach dem Anstellen™*
- Stammkultur im Schragagarrdhrchen
- Einzelkolonie aus einer Ausstrichplatte

*¥ hier muss besonders auf Beibehaltung der Sterilitit geachtet werden, z.8. **durch Fntkeimung der Beutel vor und nach der Hefenentnahme mi einem
Desinfetktionsmittel wie Isopropanol, ***durch korrektes Abflammen des Erlenmeyerkolbens bzw. Kulturgefdsses vor und nach der Hefeentnahme

1.). Entnahme des Mikroorganismus - Hefe oder z.8. Milchsiurebakterien:

- Bsp. aus Wyeast-oder White Labs-Beutel:

I: den bereits fiir die Beimpfung der sterilen Bierwiirze schon einmal gedffneten
Beutel an der Probeentnahmestelle mit 70% Isopropanol entkeimen und wiederum
offnen (z.B. mit entkeimter Schere frisch schneiden, oder Biiroklammer entfernen,
vgl. Abb. 1)

2: Impfase gemiss Abb. 2 abflammen, sofort in die Offnung des Beutels einfiihren und
an einer Stelle ca. 10 sec abkiihlen lassen

3: Impfose in die Reste der Organismensuspension eintauchen und langsam eine
volle Impfdse heraus ziehen

4: Anzuchtgefass Erlenmeyerkolben (EMK) abflammen (Abb. 3) und Impfése in
fliissige Nahrlosen eintauchen und leicht schwenken

5: Anzuchtgefdss wieder abflammen und verschliessen Abb. 1. Hefeentnahme.
Entnahme der Wyeast-Resthefen aus entkeim-
- Bsp. aus Reste des Hefestarters: o o tem Beuten mit entkeimter Schere und abge-
I: Tuchtgefasse wie Erlenmeyerkolben mit steriler Nahrlosung sowie Gefass flammter Impfose.

mit Hefestarter abflammen (Abb. 3).
2: Impfose gemdss Abb. 2 ausgliihen, in Gefass mit Hefestarter eintauchen,
etwas warten und dann langsam eine vo/le Impfdse heraus ziehen
3: sofort in das sterile Nahrmedium des
EMK eintauchen und leicht schwenken
4: Anzucht-EMK abflammen und wieder
verschliessen

Abb. 3. EMK abflammen. Abb. 2. Ausgliihen der Impfose.
Impfase steil in die Gasflamme hinein halten
und warten, bis der Draht rot gliiht.
Falls der Schaft auch aus Metall ist, den
unteren Teil ebenfalls duch die Flamme ziehen.
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Bsp. aus Stammkultur im Schragagagrrdhrchen:
Schragagarkulturrghrchen (SA) in die linke Hand nehmen und abflammen

Impfdse wie in Abb. 2 durch Ausgliihen in der Gasbrennerflamme sterilisieren, ins
Stammkulturrdhrchen einfiihren und bis zum Erkalten ca. 10 sec warten

sanft mit der Impfdse aus der mit Hefen bewachsenen S-Linie eine Impfdse voll Hefen

abkratzen (Abb. 4)

Anzucht-EMK 6ffnen und abflammen (Abb. 3), Impfdse mit Hefen in sterile Nahrlosung
eintauchen und schwenken, bis sich alle Hefen abgeldst haben
Anzucht-EMK wiederum abflammen und dann verschliessen

Bsp. aus Einzelkolonie aus einer Ausstrichplatte:
Impfdse wie in Abb. 2 durch Ausgliihen in der Gasbrennerflamme sterilisieren
Deckel der Ausstrichplatte leicht anheben und Impfdse an hefefreier Stelle in den

Nihragar eindriicken —> Abkiihlen (Abb. 5)

mit der Impfose sanft eine Einzelkolonie abstreifen (Abb. 6)
4: EMK mit steriler Nahrlosung abflammen und Impfase mit Hefen in Nahrldsung

Abb. 4. Entnahme einer Hefeprobe aus
dem Schragagarrdhrchen einer Stamm-

eintauchen und schwenken, bis sich alle Hefen abgeldst haben kultur.

EMK nochmals abflammen und wieder verschliessen

Einstichstelle
Zum
Abkiihlen

der

Impfose

Abb. 5. Impfdse abkiihlen.

Nach dem Ausgliihen in der Gasflamme wird die
Impfose fiir ca. 5 sec unterhalb des Petri-
schalendeckels iiber der Agaroberflache gehal-
ten und dann am Rand in den Agar hinein
gedriickt —> vollstandige Abkiihlung.

frischbeimpften Anzucht-EMK beschriften:

Abb. 6. Entnahme einer Einzelkolonie.

Mit der sterilen abgekiihlten Impfdse wird aus der Ausstrich-
platte eine schone vereinzelte Kolonie abgezogen und in die
sterile Nahrldsung des Anzucht-EMK eingebracht (cf. Pkt. 4).

mindestens mit Datum, Name des Organismus, Nahrmedium (z.B. 12.08.2017, WLP 300 Hefeweizen, Malzagar M3)

Flissigkultur bebriiten:

- Variante | (einfach): Zimmertemperatur, geriihrt

EMK (mit beimpfter Nahrldsung und Magnetriihrstabchen) auf Magnetriihrer stellen und bei Zimmertemperatur riihren; nach ca. 3 Tagen
sollte infolge des Hefewachstums eine deutliche Triibung sichtbar sein

Hinweis: hat man vergessen, den Magnetrihrstab zusammen mit der Nahrldsung zu autokiavieren, kann man ihn nachtriglich in einer 60-70%igen
Isapropanolldsung wékrend ca. 60 sec entkeimen und dann mit einer ebenfalls entkeimten Pinzette nachtriglich in die sterile Nahrldsung einwerfen

- Variante 2 (mittel): kontrollierte Temperatur, geriihrt
EMK (mit beimpfter Nahrlosung und Magnetriihrstibchen) im Brutschrank auf Magnetriihrer stellen und bei leicht suboptimaler
Temperatur™® riihren; nach | Tag dann im mittleren optimalen Bereich kultivieren, nach ca. 2 - 3 Tagen sollte infolge des Hefewachstums
eine deutliche Triibung sichtbar sein
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* suboptimale Organismus-Temperatur: aus dem Datenblatt des Hefestammes Temperaturbereich entnehmen und leicht
darunter Anzucht starten (2.8. bei Wyeast Weihenstephan Weizen 3068: 64-75 F —> 18-24°C—> Anzuchttemperatur
um 19-20°C herum, mittlere optimale Anzuchttemperatur nach | Tag ca. 2/°C.

STRAIN: 3068
WEIHENSTEPHAN WEIZEN ™

LOW 73-77 B4 .-75 10
FLOCCULATION ATTENUATION TEMPERATURE RANGE ABY

GOOD FOR STYLES:

Weissbier iz kles Weissbi i i Beer: Historical Beer: Sahti

Abb. 7. Datenblatt zum Wyeast Weihenstephan 3068 Stamm. Info hier.

Variante 3 (aufwéandig): kontrollierte Temperatur, geriihrt, beliiftet
identisch mit Var. 2, aber zusitzlich wird die beimpfte Fliissigkultur mit Sterilluft begast: Silikonschlauch mit Sterilfilter 0.2 um
autoklavieren, an Aquarienpumpe anschliessen und mit Luftsauerstoff intervallsweise (z.B. alle 30 min, an eine Schaltuhr gekoppelt) beliiften

1.5. Weiterverarbeitung der Hefesuspension:

ab einer sterilen Fliissighefekultur sind u.a. folgende Verarbeitungsschritte moglich:

. Anlegen einer Stammkultur bzw. Arbeitskultur auf Schragagar —> Braulabor 14: Hefe-Stammkulturen auf Schrigagar, Braulabor /5:
Hefe-Stammbulturen in Hefe-Kryorhrchen

2. Erzielen einer Einzelkolonie zur Uberpriifung der Reinheit und/oder zum Anlegen einer frischen Stammkultur —> Braulabor /3
Erzielung einer Einzelkolonie im Ausstrichverfahren

3. Uberpriifung der Kontamination der Hefekultur —> Braulabor /6: Kontrolle der Stammreinheit

4. Anstellen /Beimpfen) einer sterilen Bierwiirze —> ¢ Braulabor 17, 18, /9.

5. Weitere Verarbeitungsmoglichkeien: siehe Mikrobiologische Grundlagen > UBERBLICK: im Braulabor einsetzbare mikrobiologische

VERFAHREN rund um HEFEN und BAKTERIEN

© K. Frischknecht v 25.07.2017  kfrisch@rsnweb.ch



https://www.wyeastlab.com/yeast-strain/weihenstephan-wheat
https://www.wyeastlab.com/yeast-strain/weihenstephan-wheat

