MUG-MIKROBRAUEREI Mikrobiologie im Braulabor: Hefe-Kryokonservierung K. Frischknecht |

Kryokonservierung: Hefestamm- [LICEIECLLIEL

Kryokult
kulturen in Hefe-Kryorohrchen BALSU

A Stammbhaltung in
Herstellung von Gerfrierkulturen e T

Material: Aufwand: Experimenttyp: Anspruch:

Einfilhrung

Die Aufbewahrung von Hefekulturen im eingefrorenen Zustand bei tiefen Temperaturen ist die sicherste Konservierungsmethode:
genetische Stabilitat - kaum Mutationen und Konstanz der physiologischen Merkmale iiber lange Zeitraume hinweg. Das Tiefgefrieren
hat jedoch auch Nachteile und Gefahren: Kosten und apparativer Aufwand (Cryo-Tiefkiihlgerate sind teuer), Einfrieren, Lagerung und
Auftauen kdnnen zur Schadigung (z.B. durch Bildung von Eiskristallen in den Zellen, Zunahme der intrazellularen Konzentration an
Elektrolyten*) und zum Tod der Zellen fiihren.

Lur Gefrierkonservierung verwendet man Kryordhrchen®. Fiir Hefen wird dem Suspensionsmedium haufig Glycerin als Schutzstoff
zugesetzt. Die hier eingesetzten Roti-Store Hefe-Cryordhrchen von CARL ROTH AG erméglichen dank dem speziell entwickelten
Einfriermedium sowohl die sichere Aufbewahrung als auch die Rekultivierung von Hefezellen. Die Aufbewahrung erfolgt bei dem hier
vorgestellten Verfahren in einem ganz normalen Haushalts-Tiefkiihler ganz am Boden der Tiefkiihltruhe, deren Temperatur mit -27°C
gemessen wurde. Da kein Kryo-Tiefkiihlgerat zur Verfiigung stand, wurde auch die Dauerlagerung statt bei der empfohlenen -80°C
ebenfalls bei -27°C getestet.

*: definierte Begriffe —> siehe Info > Glossar

Mit dieser Anleitung zur Kryokonservierung von kostbaren Bierhefen soll ein aufwandigeres Verfahren zur sicheren

@ Stammhaltung iiber Monate und Jahre hinaus mit relativ einfachen Mitteln vorgestellt werden, das ambitionierte Heimbrauer

mit Basiswissen in mikrobiologischen Techniken genutzt werden kann. Kaufen von guten kommerziellen Hefesuspensionen im

ZI SmackPack oder PurePitch macht auch Spass, aber Hefen selbst weiter ziichten und die sichere Stammkulturhaltung iiber
einen langeren Zeitraum sind pure Freude und ldsen bierische Emotionen aus.

Materialien

Glaswaren/Gerate/ Cryoblock (z.B. Rotilabo-Kiihlbox, Roth Best.-Nr. K088.1), sterile I-mL-Pasteurpipetten oder Dispenser-/Mikroliter-Pipetten mit sterilen

andere Materialien Spitzen, Tiefkiihlgefrierschrank < -20°C (nicht geeignet: Tiefkiihler mit Abtauautomatik —> verursacht Temperaturschwankungen),
Kryobox, Styropor-Box als Ummantelung der Kryobox, evtl. Minizentrifuge, Pinzette oder Impfnadel, Kulturrghrchen bzw. Glas-/ Kunststoff-
behalter steril mit Vol. > 10 mL

Verbrauchsmaterial Roti-Store Hefe-Cryordhrchen (Carl Roth AG, Art.Nr. X983.1 mit 50 Cryorghrchen; pro Cryordhrchen sind je ca. 25 Glaskiigelchen in einem
speziellen Cryomedium vorhanden; Lagerung: lichtgeschiitzt zw. +4-+ 8°C; Info), sterile Einweg-Petrischalen, Frischhaltefolie oder
Parafilm, kleine Probenbeutel, wasserfester Faserschreiber

Chemikalien Ethanol (oder Isopropanol) 70% fiir Oberflachenentkeimung, Material zur Hefekultivation: cf. Braulabor 7: Nahrmedienrezepte fiir Hefen und
Bakterien (z.B. M2-Rezept), inkl. Hefenahrstoff zur Hefe-Rehydration GO-FERM Evolution Protect (auch GO-FERM oder GO-FERM Protect)
[Info], Hefenahrung, Ascorbinsaure (in steriler Schutzldsung: [000 mg Ascorbinsdure in 50 mL Glycerol + 50 mLYPD-Medium (Yeast Extract
Peptone Dextrose, auch YEPD Medium [Info]: 5 g/100 mL Medium), sterilisieren; feinzerhacktes Eis fiir Styropor-Kryoboxumhiillung

Biologische Objekte Brauhefen-Fliissigkulturen (z.B. eingekaufte Hefefliissigkulturen [Wyeast, White Labs], Hefe-Anzuchtkultur aus eigenen Stamm-Schrag-
agarkulturen)

gefrorenes Bier tut der Flasche nicht gut,
gefrorene Hefen ohne Vorsorge (= Kryoschutzldsung) tun der Garung nicht gut ....



https://www.baldinger.biz/shop/index.php?route=product/product&filter_name=hefen�hrstoff&product_id=10208
https://www.carlroth.com/downloads/spez/de/X/SPEZ_X970_DE.pdf
https://www.carlroth.com/downloads/spez/de/X/SPEZ_X970_DE.pdf
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Vereinfachtes Verfahren: Kryokonservierung von Hefezellen bei ca. - 20 bis -25°C

I. Beimpfung der Cryorohrchen: Abb. 2
I.I. I Hefen-Ubernachtkultur (HUK), 2: Schragagar-Stammkulturen bzw. 3: kommerzielle Fliissighefen
- | HUK: es werden Hefezellen in 10 mL M2-Malzanzuchtmedium geziichtet, ca. 48 h bis zu einer 0D, von >2
Hinweis: vgl. “Braulabor 7: Nahrmedienrezepte fiir Hefen und Bakterien” sowie Braulabor [2 “Bestimmung der optischen Dichte einer
Hefefliissigkultur”

- 2 RHK: Resuspendierte Hefekolonien: Es kdnnen auch Hefekolonien aus einer Stamm-Schragagarkultur mit einer sterilen
Impfdse direkt in ein steriles M2-Medium eingebracht werden:
- 0.5 mL M2-Malzanzuchtmedium mit steriler Pasteurpipette direkt in abgeflammtes Hefe-Stammkulturréhrchen einbringen
- mit abgeflammter und wieder abgekiihlter Impfdse Hefekolonien von der Agaroberflache abldsen und durch Riihren und
Schiitteln mdglichst homogen zu sehr hoher ellkonzentration (0D, von >2) suspendieren

-3 KFH: Kommerzielle Fliissighefen: es kdnnen natiirlich auch frisch eingekaufte kommerzielle Fliissighefen als Ausgangs-
material fiir die Kryokonservierung eingesetzt werden

2. Vorbereitung der Hefekulturen:
-~ vor der Kryokonservierung sollten je 10 mL der Fliissighefekulturen wahrend 48 h auf Kiihlschranktemperatur von ca. 4°C
gebracht werden —> st Trehalose*-Synthese aus
- die Hefezellen sollten sich wahrend dieser Zeit als Hefesediment abgesetzt haben
- wenn Minizentrifuge vorhanden konnen auch je | mL der Hefezellkulturen unter sterilen Bedingungen zentrifugiert werden
- die iiberstehende Kulturflissigkeit bis auf 0.5 mL sorgfaltig unter sterilen Bedingungen (z.B. zwischen 2 brennenden
Gasbrennern) dekantieren

.3. Vorbereitung Cryordhrchen:
- Cryordhrchen vor dem Einsatz auf evtl. Kontamination (= Triibungen) kontrollieren
- mit wasserfestem Faserschreiber beschriften: Hefestamm, Datum, Kulturmedium
(z.B. WLP 011, 03.10.17, M2)

4. Cryordhrchen beimpfen: vgl. Abb. 2
- Hefesediment mit der restlichen 0.5 mL Kulturlosung aus HUK-, RHK- oder KFH-Suspension
aufwirbeln, zusatzlich 100 kL (0.1 mL) Ascorbinsdure-Schutzldsung steril einpipettieren,
durchmischen und mit steriler Pasteurpipette bzw. Messpipette ins Cryordhrchen einbringen
- Cryordhrchen fest verschliessen und einige Male vorsichtig schiitteln
- mit steriler Pipette den Uberstand iiber den Glaskiigelchen zu 2/3 entnehmen und korrekt entsorgen

Abb. 1. Cryordhrchen mit Glas-
perlen und Hefe-Cryomedium.
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Abb. 2. Beimpfung der Hefe-Cryordhrchen. [Quelle: Carl Roth AG]



https://www.carlroth.com/de/de/Chemikalien/A-Z-Chemikalien/R/Roti%3Csup%3E%C2%AE%3C-sup%3E-Store-Cryor%C3%B6hrchen/Roti%3Csup%3E%C2%AE%3C-sup%3E-Store-Hefe-Cryor%C3%B6hrchen/p/000000060000d5d500030023_de
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I.5. Tiefgefrieren und Aufbewahren:

- das beimpfte und wieder fest verschlossene Hefe-Cryordhrchen muss absolut dicht sein: daher zusétzlich mit einer Frischhalte-
folie mehrfach einwickeln und in einen Probenbeutel zusétzlich einwickeln

- Cryorghrchen in eine Cryobox stecken, diese wiederum von einer selbstgebastelten Styroporbox umschliessen, in der wiederum
feingehacktes Eis die einzelnen Cryorghrchen mit umschliesst (“Schutzeis”—> dampft evtl. Temperaturschwankungen in der
Tiefkiihltruhe) und in der Tiefkiihltruhe ganz unten am Boden aufbewahren

- in einer Cryobox kénnen die Cryordhrchen nun einige Monate bis zu | Jahr oder - je nach Hefestamm - sogar langer bei < -20°C
eingefroren und aufbewahrt werden

2. Rekultivierung der Hefezellen
1.I.  Entnahme der Cryozellen:
Roti-Store-Hefecryordhrchen aus dem Tiefkiihler nehmen und in einem tiefgekiihlten Cryoblock platzieren
Hinweis: Das Cryordhrchen mit den Hefezellen sollte niemals auftauen
2.2. Glaskiigelchen entnehmen:
- mit einer sterilen Pinzette oder Impfnadel unter sterilen Bedingungen | bis 2 Glaskiigelchen entnehmen und direkt in 10 mL
steriles Hefe-Anzuchtmedium M2 (oder YPD-Medium) geben, oder
- Glaskiigelchen auf einem festen Malzagarmedium ausrollen
[Herstellung Malzagarmedien: siehe “Braulabor 7: Nahrmedienrezepte fiir Hefen und Bakterien” > Medium M3, sowie “Braulabor 8
Herstellung fliissiger und fester Nahrmedien” > Giessen von Nahragarplatten]
- Cryordhrchen wieder absolut dicht verschliessen, in Beutel einpacken und zuriick in den Tiefkiihler bringen

123. Inkubation beimpfter Malzmedien:
- Fliissigkultur: nach 48 h-Anzucht gemass “Braulabor 20 Hefestarter: Anzucht der Anstellhefen” eine Hefestarterreihe ansetzen
- Festmedium auf Malzagarplatte:
» Agarplatte wahrend 48 h bei ca. 22°C inkubieren
> steriles Anzuchtmedium herstellen (ca. | - 2 Liter)
[gemass “Braulabor 7: Nahrmedienrezepte fiir Hefen und Bakterien” > MI Startermedium fiir die Anstellwiirze;
einfacher und kostengiinstigerer Ansatz: siehe “Braulabor 20 Hefestarter: Anzucht der Anstellhefen” > Rezept unter “2. Verfahren:
Grundrezept Hefestarterkultur” sowie “Braulabor 8: Nahrmedienzubereitung fiir Hefen und Bakterien” ]
> ca. 10 mL steriles MI-Anzuchtmedium in keimfreier Umgebung (z.B. zwischen 2 brennenden Gasbrennern) iiber die
bewachsene Malzagarplatte giessen und mit einer abgeflammten und erkalteten Impfdse die Hefekolonien sanft von der
Agaroberflache abldsen
> Hefesuspension weiter ziichten in folgenden Anreicherungsschritten: von @ [0 mL —> @ 100 mL —> @ 1'000 -1'500 mL
—> @ 10 Liter Anstellwiirze.
» Anstellkonzentration (Hefegabe) beriicksichtigen: vgl. “Braulabor 19 Bestimmung der optimalen Anstellzellzahl (Hefegabe,
Hefedosage)”
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Abb. 2. Hefe-Kryokonservierung im Haushalt-Tief- i
kiihler bei - 27°C.
li: Blick in den Tiefkiihler mit Kryobox.

re: Blick auf eingehiillte Cryordhrchen, ohne “Schutzeis”. © K. Frischknecht vl 03.10.2017 kfrisch@rsnweb.ch
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