MUG-MIKROBRAUEREI Mikrobiologie im Braulabor: Stammkulturen iiberimpfen K. Frischknecht

. Stammkulturen: Braull_4abor
_ Anlegen einer frischen Hefe- Uberimpfung

Stammkultur durch Uberimpfung ekt

frischen
Stammkultur alt —= Stammkultur neu Stammkultur

mittel mittel mittel Hefekultivation: Stammhaltung mittel

Einfithrung

Mittels Hefestammkulturen lassen sich die kostbaren definierten Hefereinstimme auf einem Schrégagarrhrchen® oder in
Kryordhrchen iiber langere Zeit halten. Davon kdnnen sog. Arbeitskulturen abgeimpft werden, damit jederzeit reine Hefestimme
verfiigbar sind, ohne die Gefahr einer Kontamination der kostbaren Originalstammkultur.

Q)
Z|el Kennen lernen einer etwas technisch schwierigeren Uberimpfmethode von Kulturrghrchen | auf Kulturrghrchen 2.

Materialien

Glaswaren/Geréte/ Gasbrenner, Impfase, RG-Gestell, Impfasenhalter
andere Materialien

Verbrauchsmaterial | Ziindhdlzchen/ Gasanziinder, Kulturrghrchen mit Alukappe

Chemikalien Schragagarrdhrchen (Wiirzeagarrohrchen) steril (siehe Brau/abor 7 Nahrmedienrezepte fiir Hefen und Bakterien - Aezept 5)

Biologische Objekte | Brauhefen-Stammkultur (Wiirzestammkultur)

Wachstumsbasierte Methode der Hefekultivation: Ubertragung von Mikroorganismen
Gewinnung einer frischen Hefe-Stammkultur aus einer alteren Hefe-Stammbkultur

Vorgehen Uberimpfung Schrigagar ->
Schragagar

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

|. Beide Schragagarkulturrdhrchen (SA) in die linke Hand
nehmen (vgl. Abb. 1A)

1. Impfose zwischen Daumen und Zeigefinger der rechten Hand
halten und wie in Abb.2 durch Abflammen in der Gasbrenner-
flamme sterilisieren

Abb. I. Uberimpfen von Kulturrohrchen zu Kulturrghrchen.
A: korrekte Impfmethode mit 2 Schragagarrdhrchen

B: Halten der Kappenverschliisse zwischen den Fingern der “Impfhand”
(: Beimpfung des Schragagars in S-Linien.
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3. Die beiden Kappenverschliisse der Kulturrdhrchen
zwischen dem 2. und 3. sowie 3. und 4. (Abb. IB) oder auch
3. und 4. sowie dem 4. und 5. Finger der rechten Hand'nach-
einander so entfernen, dass die Kappenmiindung nach oben

.-';': zeigt (Ellbogen nach oben kippen, mit der Handoberseite

' Kappenverschliisse wegziehen!)

4. Offene Miindungen der beiden Kulturrdhrchen abflammen, d.h. kurz in der Flamme
drehen

5. Mit der abgekiihlten (') Impfdse aus dem Organismen enthaltenden Kulturrdhrchen
Impfmaterial entnehmen:
Schrigagarrdhrchen. durch sanftes Abstreifen der Oberflache
Flissigkulturrhrchen: durch Eintauchen der Impfose und anschliessend langsames
Herausziehen aus der Organismensuspension
dann auf der Nahragaroberflache des anderen unbeimpften Rohrchens in S-Linien sanft
ausstreichen (resp. durch leichtes Schwenken in die frische Fliissigkultur iibertragen)

Abb. 2. Abflammen der Impfdse.

Impfdse steil in die Gasflamme hinein halten
und warten, bis der Draht gliiht.

Falls der Schaft auch aus Metall ist, den

unteren Teil ebenfalls durch die Flamme ziehen. 0 Kulturrdhrchendffaungen (evtl. Verschliisse) abflammen und Réhrchen verschjliessen;

ebenso Impfdse wie oben beschrieben ausglihen und im Halter ablegen

1. Frischbeimpfte Schragagarrdhrchen wie iiblich beschriften: mindestens mit
Datum, Name des Organismus, Nahrmedium (z.B. 12.08.2017, WLP 300 Hefeweizen, Malzagar M3)

Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
cerevisiae cerevisiae cerevisiae

Wyeast Weihenstephan 3068 Wyeast Weihenstephan 3068 Wyeast Weihenstephan 3068
Malzagar M3 Malzagar M3 Malzagar M3

MUG Mikrobrauerei MUG Mikrobrauerei MUG Mikrobrauerei
Fontnas Fontnas Fontnas

08.07.2017/ Frk 08.07.2017/ Frk 08.07.2017/ Frk

Abb. 3. Beispiel fiir eine Stammkultur-Etikette.

8. Bebriitung:

- .B. zundchst bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt

Abb. 4. Hefestammkulturen auf
Schragagar.

oder besser im Brutschrank bei suboptimaler Organismus-Temperatur, bis eine geringe Organismenmasse sichtbar ist (z.B. bei Wyeast
Weihenstephan Weizen 3068: 19°C)
- nach dem Anwachsen zur Vermeidung von raschem Austrocknen mit Plastikklebeband (oder Parafilm, sterilen Gummistopfen u.d.)

Verschliessen und bei leicht hoherer Temperatur 2-3 Tage wachsen lassen zwischen 20-21°C.

9. lagerung:

in der Regel dunkel und im Kiihlschrank (< 4°C)

[0. Haltbarkeit;

Die Haltbarkeitsdauer, der Zeitraum also, bis auf ein neues Schragagarrdhrchen iiberimpft werden muss, ist vom Organismus abhéngig: sie
schwankt zwischen 6 Monaten bis maximal einem Jahr.
Kontrolle der Reinheit beim erneuten Uberimpfen der Stammkultur vornehmen: siehe Brau/abor /7 und Braulabor /6.

K. Frischknecht, v 12.07.2017




