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Rasche Hefezellzahl-/Zellgrossen- Brauzl-sabor
und Viabilitatsbestimmung Hefezellzahl
mit dem Smartphone-Mikroskop-System EEGEYENIIREL

1] 1414 wieviele
OCUIyze garfreudige

Hefezellen?

Material: Experimenttyp: Anspruch:

Einfihrung

Die Konzentration als Hefezellzahl/mL als auch der Anteil an lebenden Hefezellen (Viabilitat) sind sehr wichtige Faktoren, die sowohl den
Geschmack als auch die Qualitat des Bieres beeinflussen. Eine falsche Anstellkonzentration (meistens eine zu geringe) kann zu erhohter Ester-
und Fuselbildung fiihren, erkennbar am sehr unangenehmen “Kater danach”.

Funktionsprinzip Oculyze: “Wir analysieren das gleiche Volumen einer Thoma-Zahlkammer, sind aber 10 mal schneller und menschliche Fehler
sind ausgeschlossen. Das System ermittelt fiir Methylenblau gefarbte Hefezellen automatisch die Viabilitat (Lebend-Tot-Anteil)” [Quelle: hier,
(Abb. 1)]. Weitere Informationen zur Hefezahlbestimmung mit der klassischen Zahlkammer sind im “Braulabor 5 Gesamtzellzahlen bestimmen”
zu finden (hier), die korrekten Anstellhefezahlen sind im “Braulabor [9 Bestimmung der optimalen Anstellzellzahl (Hefegabe)” beschrieben
(hier) und die
Hefeviabilitét
wird im “Brau-
[abor 22 Bestim-
mung der Hefe-
vitalitat ("Ge-
sundheitszu-
stand")” (hier)
behandelt.

Abb. I. Funktionsweise Oculyze-Mikroskop.

|. Smartphone-Mikroskop: Das Oculyze Mikroskop hat eine ca. 400-fache Vergrosserung. Es konnen Objekte von 2-50 um
Grosse betrachtet werden. Das App im Smartphone sendet Mehrfach-Hefebilder iiber WLAN oder mobile Datenverbindung
an einen Server. 2. Automatische Bild-erkennung: Das System zur Bilderkennung automatisiert die Bestimmung von
Hefekonzentration, Hefegrassenverteilung und Viabilitat. 3. Cloud-Verarbeitung: Die Bilderkennung erfolgt in der
Cloud. Bilder und Ergebnisse sind immer zuganglich und geschiitzt. 4. Cloud-Datenauswertung: Meta-Analysen von
allen Messungen ermdglichen ein schnelles Erkennen von Trends. [Quelle].

Abb. 2. Das Oculyze-Mikroskop-System.

I: Smartphone inkl. Zubehdr und App (Oculyze
Better Brewing, Info). 2: Oculyze-Mikroskop (ca.
400x). 3: 100 mL Messzylinder. 4: PET-Pasteur-
pipette. 5: 2 mL-Reaktionsgefss. 6: Methylen-
blauldsung. 7: 5 mL Kunststoffspritze. 8: Probe-
kammer.

Reinigungselemente 9: Blasebalg. [0: Reinigungs-
tiicher. |1: Wattestabchen.

12: Handbuch.



https://play.google.com/store/apps/details?id=oculyze.o_app
http://www.oculyze.de/de/#aboutus
http://www.oculyze.de/de/better-brewing-hefezellzahler-konzentration-und-viabilitaet/#features
https://docs.wixstatic.com/ugd/72fd17_6c3ba6d98f8e43d296a25633244226cb.pdf
https://www.mug-mikrobrauerei.ch/mikrobiologische-grundlagen-ii
https://docs.wixstatic.com/ugd/72fd17_9479a83814934017a445a920ed33c3f0.pdf
https://play.google.com/store/apps/details?id=oculyze.o_app
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Materialien

Mit dem Oculyze-Mikroskopsystem optimale Hefebilder® aufnehmen und die Ergebnisdarstellung™* (Bild-
auswertung) korrekt interpretieren lernen fiir die bestmégliche Anstellung der Hauptgérung.

*: beziiglich Zelldichte und Methylenblaufarbung.
*%: Tellkonentration [Zellen/mL], Viabilitat [% lebende Zellen], Histogramm: Verteilung Zellgrdssen inkl. lebend/tot-Anteil.

Glaswaren/Gerite/
andere Materialien

Smartphone inkl. Zubehdr und App (Oculyze Better Brewing), Oculyze-Mikroskop (ca. 400x), 100 mL Messzylinder, PET-Pasteurpipetten, 2 mL-Reaktionsgefasse
(Eppendorf Reaktionsgefasse mit Deckelverriegelung, Info). 5 mL Kunststoffspritze, Probenkammer, Blasebalg, Handbuch (Info), evtl. Messpipetten 1.0, 10.0
mL fiir Verdiinnungsreihe, weiche LPDE-Laborspritzflasche

Verbrauchsmaterial Linsoft (Kosmetiktiichlein), Haushaltpapier, Reinigungstiicher, Wattestabchen

Chemikalien Methylenblau (Info, Sicherheitsdatenblatt), 0.1 M Glycin-Puffer (pH 10.6), dest./ention. Wasser.
Alkalische Methylenblau-Losung - Stammlgsung MB: 0.1 g Methylenblau in 100 mL dest. Wasser [dsen, 10 mL MB-Lsg. mit 90 mL Glycin-Puffer, dest./ention.
Wasser mischen

Biologische Objekte | Brauhefen (Reinstammhefen, Resthefen, Erntehefen), Backhefen, Wildhefen; alle Hefen zentrifugiert oder aus dem Sediment entnommen

Durchfiithrung der Analyse

Voraussetzungen:

- das mitgelieferte Smartphone ist eingerichtet (cf. Handbuch dazu)
- das Oculyze App Better Brewing ist installiert

. Probenvorbereitung:
-pro auswertbares Messbild (cf. Pkt. 5) sollten ca. 5-100 Zellen sichtbar sein (Abb. 5) —> diese
optimale Verdiinnung muss u.U. zuerst durch eine Verdiinnungsreihe erprobt werden, z.B. in 10er-
Schritten: | mL Hefesuspension + 9 mL Wasser —> 1:10, | mL Hefesuspension + 99 mL Wasser
—> |:100 (oder: | mL I:10-Verdiinnung + 9 mL Wasser —> 1:100)
[vgl. Abb. 4, sowie auch “Braulabor 11 Bestimmung der Lebendzellzahl (Verdiinnungsreihe)”, Abb. 1, cf. hier]

Video: Wie man die Hefe-
probe verdiinnt Abb. 3. Oculyze-Mikroskop-
system. Die Hardware besteht
aus |: Mikroskop, 2: Smart-
phone, 3: Probenkammer, 4:
Einfihrschiene fiir Proben-
kammer. Die Software besteht
aus der App “Oculyze Better

Abb. 4. Verdiinnungsreihe. Brewing” und einer Cloud-
Wenn die Ausgangshefesuspension eine zu hohe Konzentration aufweist, basierten Bilderkennungs-
muss in einer Verdiinnungsreihe die fiir die Bildauswertung optimale software.

Hefezellzahl ermittelt werden. Meistens geniigt eine 1:10 oder eine |:100

Verdiinnung.

Abb. 5. Oculyze-Ergebnisbilder.

Beide Hefezahlanalysen zweier verschiedener
Analysen zeigen eine giinstige Hefezellkon-
zentration fiir den optimalen Messbereich
des Gerétes: > 5 bis < 100 Zellen.



https://play.google.com/store/apps/details?id=oculyze.o_app
https://www.carlroth.com/ch/de/Laborbedarf/Probennahme%2C-Pumpen%2C-Liquid-Handling/Reaktionsgef%C3%A4%C3%9Fe/Reaktionsgef%C3%A4%C3%9Fe-mit-Deckelverriegelung/p/0000000d0000fd0200040023_de
http://www.oculyze.de/manual/bb-v1.5/manual_de.html
https://www.carlroth.com/ch/de/Life-Science/Histologie-Mikroskopie/F%C3%A4rbung/Chromogene-Farbstoffe/Methylenblau-%28C-I-52015%29/p/000000010000275800020023_de
https://www.carlroth.com/downloads/sdb/de/A/SDB_A514_AT_DE.pdf
http://www.oculyze.de/manual/bb-v1.5/manual_de.html
https://docs.wixstatic.com/ugd/72fd17_a49d130cb7b1448c8c7133f3d69898fd.pdf
https://www.youtube.com/watch?v=88TSHeHiiOc
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1. Viabilitatsfarbeverfahren: siehe Abb. 6,7 siehe auch Videosequenz ANFARBUNG hier > 3. Video
Hinweis: Die Methylenblauférbung von Hefen ist ein Standardverfahren zur Viabilitatsbestimmung [cf. “Braulabor 4
Hefequalitat |: Viabilitatstest ("Lebensfahigkeit"), hier]. Will man nur die Hefezellzahl/Konzentrationsbestimmung durch-
iihren, braucht es diesen Arbeitsschritt nicht.
Auch hier kann zunichst eine optimale Mischung Farbstoff : Hefezellsuspension im Bereich von I:1 bis etwa I:5 gesucht werden, meist
fiihrt aber eine I:1-Mischung zu guten Resultaten.

[:1-Mischung: zuerst | Teil Hefe-
probe = | mL mit der PET-
Pasteurpipette in ein 2 ml-
Reaktionsgefass einfiillen (Abb.
6, links), anschliessend mit der
Pasteurpipette | Teil Methylen-

blaw = 1 mL ins gleiche
Reaktionsgefass eintropfen (Abb.
6, rechts).

Reaktionsgefass mit dem Deckel
verschliessen, mittels Schiitteln
gut durchmischen und ca. 5 min
Farbezeit abwarten (Abb. 6).

Abb. 6. Reaktionsgefasse: ~ Abb. 7. Anfarbung der Hefezellen fiir die Viabilitatsbestimmung.
sind mit 0.5 mL-Markierungen |: Probenkammer. 2: verdiinnte Hefesuspension mit Pasteurpipette.
versehen (=schwarze Pleile; 3: 2mL-Reaktionsgefass mit 1.0 mL Hefesuspension gefiillt. 4: dito
zweiter schwarzer Pleil: 10 mL- o 3 aber zusitalich mit 1.0 mL Methylenblauldsung —> 1I:I-
Marke mit Hefesuspension; gelber e byns  ipettiert mit 6: Pasteurpipette mit 1.0 mL Methylen-

Plei: 1.0 ml-Marke mit dem blauldsung, die aus 7: einer geeignet verdiinnten Methylen-Stamm-
Farbstoff Methylenblau ange-
losung herkommt.

farbte Hefezellen).

3. Probenkammer beladen
ca. 0.3 mL der durchmischten blauen Hefeprobe mit einer Pasteurpipette luftblasenfrei entnehmen und in eine der runden Offnungen wenige
Tropfen einfiihren —> sofort wird sich die “blaue Hefelosung” aufgrund kapillarer Sogkrafte in der diinnen Kammerzone einziehen und
gleichmissig verteilen (Abb. 8); dann ca. | min ruhen lassen —> Sedimentation der Hefezellen.

Abb. 8. Beladen der Probenkammer. siehe auch Videosequenz PROBENKAMMERBELADUNG hier > 4. Video
A: Wenige Tropfen in eines der beiden Offnungen einbringen. B: Durch Kapillarkrafte wird die gefarbte Hefesuspension durch die diinne
Kammerschicht hindurch gezogen. C: Die ganze Kammer ist vollstandig gleichmissig gefiillt.

Wichtiger Hinweis: bei mehrfacher Verwendung hinter einander muss die gespiilte Probenkammer absolut frei von verbleibendem Wasser sein, sonst kdnnen
die Kapillarkrafte nicht wirksam werden —> unbedingt Kammer gegen das Licht halten und sorgfaltig iiberpriifen. Wasserentfernung: vgl. Pkt. 9.

4. Oculyze-Mikroskop: Messung vorbereiten siehe auch Videosequenz MESSUNG hier > 5. Video
- Mikroskop (Nr. I in Abb. 3) von oben bis zum Anschlag sanft auf das Mobilphone aufschieben
gefiillte Probenkammer von vorne sorgfaltig zwischen den beiden Offnungen ins Mikroskop einbringen (Abb. 9) und dann flach auf der
Einfiihrschiene platzieren
mit Druck auf den Knopf oben auf der Drehschraubenoberflache (Abb. 10:3) das Licht anschalten



http://www.oculyze.de/de/training/
http://www.oculyze.de/de/training/
https://docs.wixstatic.com/ugd/72fd17_103dd060f3b54d08aaac5070cb59b317.pdf
http://www.oculyze.de/de/training/
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Probenkammer nach links zur ersten Markierung
auf der Fiihrungsschiene schieben (Abb. 10:1).
Smartphone anschalten und App starten

Abb. 9. Oculyze-Mikroskop mit Probenkammer bestiicken.

I: Oculyze-Mikroskop. 2: Drehknopf. 3: Fiihrungsschiene fiir Proben-
kammer. 4: Probenkammer.

Gefiillte Probenkammer zwischen den beiden Probedffnungen seitlich
vorsichtig unter die etwas gedffnete Drehschraube des Mikroskops auf
die Einfilhrschiene einschieben und flach platzieren, dann sanft mit
Drehschraube fixieren.

Abb. 10. Positionierung der Probekam-

4. Login/ Synchronisation mit Server:
gin/ Synchronisation mit erver mer im Oculyze-Mikroskop (von oben).

erstm:ﬂiges Login: cf. Handbuch (S. 12 ff., Lgr) Die Probekammer muss auf der Fihrungs
App-Einstellungen: f. Handbuch (3. 14, her) schiene Abb. 9:3 bis zur ersten Markierung
iibliches Login: -

- auf der Handyriickseite die On-Taste driicken Abb. 10:1"geschoben werden = Start-

- . . o osition.
- mit einem Fingerwisch nach oben Startbildschirm holen r: Smartphone. 2: Drehschraube. 3: Licht-

- Menii wahlen: I. Vollananalyse Viabilitit & Konzentration schalter. 4: Probenkammer mit einer der
2. Nur Konzentration Einfiill-Offnungen. Rote Pfeile: 1,2..5: Markie-
3. Verlauf (Ergebnisse vorheriger Analysen) rungen zur Positionierung der Probenkammer

wahrend der 5 Kameraaufnahmen.

5. Bildaufnahmen:

- gewiinschtes Menii antippen

- Livebild erscheint: fokussieren durch sanftes Drehen am Drehknopf Abb. 9:2, bis
scharfes Bild erscheint mit

> lebenden Hefezellen griinlich-transparent

> toten Hefezellen blau

- iiber den weissen Knopf mit griinem Ring auf dem Bildschirm kénnen nun die
Bildaufnahmen ausgeldst werden:
5 mal ausldsen - jedesmal zwischen jeder Aufnahme um eine Position (Abb. 10,
Nr. I - 5) verschieben —> Tahler zeigt an: 0/5 1/5 2/5 3/5 4/5 5/5

- nach jedem Bild: Bild “LOSCHEN” oder “BEHALTEN” (zu hohe Zellkonzentra-
tion wird ebenfalls angezeigt —> verdiinnen gemiss Pkt. |, Abb. 4)

6. Probeninformationen eingeben: siehe auch Videosequenz PROBENDATEN hier > 6. Video
- Probename - Verdiinnung - Mischverhaltnis Probe : Farbstoff - Kommentare

Abb. 11. Startbildschirm mit
Meniiwahl: | Viabilitat & Konzentration, 7
2 Konzentration, 3 Verlauf.

. Cloud-Analyse:
nach Eingabe der Analysedaten Pkt. 6 werden die Daten automatisch iibertragen



http://www.oculyze.de/manual/bb-v1.5/manual_de.html#_login
http://www.oculyze.de/manual/bb-v1.5/manual_de.html#_app_einstellungen
http://www.oculyze.de/de/training/
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und ein Statusbildschirm zeigt den Fortschritt der Auswertung an

8. Anzeige der Auswertung:
nach der externen Auswertung erscheint ein Ergebnis-Bildschirm (Abb. 12) mit:
> Viabilitdt [%]
Konzentration [Millionen Zellen/mL]
Lellgrassenverteilung [Anzahl/Iellgrosse [1m]]
5 Ergebnisbilder (verschiebbar, anklickbar zur Vergrdsserung)
- griine Zellen = lebendig
- blaue Zellen = tot
schwarz umrandet: teilende Mutterzellen oder grosse Tochterzellen
(werden fiir die Viabilitat nicht gezahlt)
 kleine Tochterzellen
(werden fiir die Viabilitat und Konzentration nicht gezéhlt)

v v

v

.\O

Reinigung der Probenkammer: siehe auch Videosequenz WARTUNG hier > 7. Video
Wichtiger Hinweis: fiir jede Analyse muss die Probenkammer unbedingt wieder
gereinigt und getrocknet werden.

dest./ention. Wasser mit der Spritze Abb. 2:7 aufziehen oder eine Labor-
spritzflasche mit dest./ention. Wasser fiillen

vorsichtig, aber kriftig durch beide Offnungen der Probenkammer injizieren
Durchspiilen mehrfach wiederholen

Blasebalg Abb. 2:9 dicht an beiden Offnung ansetzen und mehrfach (> Sfach) kraftig blasen, bis kein Wasser mehr sichtbar
Ist

Tipp: Probenkammer gegen das Licht halten und Kontrolle - es darf kein noch so kleiner diinner Wasserfilmstreifen mehr in der
Durchflusskammer sichtbar sein, sonst funktioniert die kapillare Ansaugung nicht!

Abb. 12. Ergebnisbildschirm.

10.  Reinigung des Gerates, Batteriewechsel, Troubleshooting:
- periodische Reinigung: cf. Handbuch, S. 27 ff., hier

- Batteriewechsel: cf. Handbuch S. 30, hier. Tipp: eine leere Batterie dussert sich darin, dass das Bild nicht
mehr fokussiert werden kann und der Bildschirm flackert
- Troubleshooting: cf. Handbuch, S. 32 ff., hier Tipp: unbedingt einmal durchlesen!

Infoquellen: Info allg. Handbuch Trainingsvideos (Gesamtvideo, einzelne Arbeitsschritte)
Gutachten zur Methode

K. Frischknecht  v109.12.2017 kfrisch@rsnweb.ch
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