1.9 YAFFA (Yeast Analysis by Field
Flow Fraction) Analyse und online
Motoring von Hefezellen
durch Feldflussfraktionierung

Dipl.-Ing. (FH) Matthias Niederhofer
Prof. Dr.-Ing. Ulrich Hochberg

Das ProjektYaffa , Yeast Analysis by Field
Flow Fractionation” ist ein Verbundpro-
jekt der Hochschule Offenburg und der
Hochschule Wiesbaden in Kooperation
mit der Forschungsanstallt Geisenheim,
der Université Limoges, mehreren In-
dustriepartnern der Weinbaubranche
sowie der Postnova Analytics GmbH.

Ziel ist es, fir die Weinherstellung ein
praxistaugliches und wirtschaftliches
Analyseverfahren mit Feldflussfraktio-
nierung zu entwickeln. Das Analysever-
fahren soll zur Qualitdtsiiberwachung
des Weinfermetationsprozesses einge-
setzt werden, wodurch z. B. Garsto-
rungen rechtzeitig erkannt und geeig-
nete Gegenmafnahmen eingeleitet
werden konnen.

Feldflussfraktionierung

Die Feldflussfraktionierung (FFF) ist eine
analytische Methode, die es ermoglicht,
organische, anorganische oder biolo-
gische Substanzen zu separieren. Die
GroRe der separierbaren Partikel kann
hierbei von wenigen nm bis zu etwa
100 pm reichen. Die Grundlagen der
Feldflussfraktionierung wurden bereits
in den 60er Jahren des letzten Jahrhun-
derts von J. C. Giddings gelegt. Seit die-
ser Zeit sind eine Reihe von Varianten
der FFF entstanden, die die Probenmo-
lekiile nach unterschiedlichen physika-
lischen Eigenschaften auftrennen. Allen
FFF-Methoden gemeinsam ist die Ver-
wendung eines speziellen Trennkanals,
dessen Tragerstrom ein laminares Stro-
mungsprofil ausbildet.

Die eigentliche Auftrennung der Partikel
erfolgt durch ein Kraftfeld, das senkrecht
zum laminaren Stromungsprofil angelegt
wird. Dieses Kraftfeld kann eine weitere
physikalische Kraft sein.

Je ndher ein Partikel aufgrund seiner
physikalischen Eigenschaften unter Ein-
wirkung der Querkraft an die Wand ge-
driickt wird, desto kleiner wird seine
Geschwindigkeit. Die getrennten Gro-
Renfraktionen werden zeitversetzt aus
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Abb. 1.9-1: Funktionsprinzip der Feldflussfraktionierung

Querfluss

c @

Abb. 1.9-2: Schema-
tischer Aufbau eines Sedi-
mentations-FFF-Kanals
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dem Kanal ausgetragen und konnen dort
detektiert oder fraktioniert gesammelt
werden (vgl. Abbildung 1.9-1).

Bei grofleren Partikeln wirkt ein zusatz-
licher Trenneffekt: Grol’e Partikel im Be-
reich hoher Gradienten der Stromungs-
geschwindigkeit erfahren eine Kraft in
Richtung der hoheren Stromungsge-
schwindigkeit infolge des dort nied-
rigeren statischen Drucks. Auch dieser
Effekt kann bei der Feldflussfraktionie-
rung ausgenutzt werden.

An der Hochschule Offenburg werden
im Rahmen des Vorhabens YAFFA insbe-
sondere zwei unterschiedliche FFF-Ver-
fahren untersucht.

Abb. 1.9-3: Darstellung
der Strémungsprofile bei
Hohlfaser FFF

Sedimentations-FFF

Bei der Sedimentations-FFF wird ein
Zentrifugalfeld als Trennkraft verwendet,
indem der ringférmige Kanal zum Rotie-
ren gebracht wird. Partikel im Grolen-
bereich von 50 nm bis 100 pm werden
aufgrund ihrer Durchmesser und Dich-
ten getrennt (vgl. Abbildung 1.9-2).

Hohlfaser-FFF

Bei der Hohlfaser FFF wird die Trenn-
kraft Uber eine semipermeable Wand
erzeugt, durch die ein Teil des Trager-
stroms abflielst und die Teilchen dadurch
in unterschiedliche Geschwindigkeits-
bereiche des parabolischen Stromungs-
profils gelangen (vgl. Abbildung 1.9-3).
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Diagramm 1: Durch Sd-FFF Methode erhaltene Faktogramme unterschiedlicher Hefestimme

Qualitative Laborarbeiten an der Hoch-
schule Offenburg und der Université Li-
moges zeigten, dass das Sedimentations
Feldflussfraktionierungsverfahren fiir die
Trennung von Hefezellen geeignet ist
(vgl. IAF Bericht 2007). Aufbauend auf
den Ergebnissen von Prof. Zahoransky,
wurden systematische Untersuchungen
mit dem an der Hochschule Offenburg
vorhandenen Sedimantationsfeldfraktio-
nierungs-Versuchaufbaus durchgefihrt.
Dabei konnten unterschiedliche Absorp-
tionskurven fiir verschiedene Hefestim-
me detektiert werden (vgl. Diagramm 1).

Zur Unterscheidung von stoffwechselak-
tiven (vitalen) und inaktiven (letalen)
Hefezellen wurden drei verschiedene
Methoden zur Farbung von Hefezellen
untersucht. Als Methode zur Lebend-
zellzahlbestimmung hat sich die Methy-
lenblau-Farbung bewihrt, da sie sehr
eindeutige und reproduzierbare Ergeb-
nisse liefert.

Bei der Untersuchung der Bestandigkeit
von Weinhefen gegen Zentrifugalkrafte
wurde festgestellt, dass das wahrend der
Messung aufzubringende Zentrifugal-
feld keinen Einfluss auf die Vitalitdt der
Hefezellen wihrend der Messung hat.

Bei den Versuchsmessungen zeigte sich,
dass je nach verwendetem Hefestamm
Memory-Effekte im Stromungskanal auf-
treten.

Abb. 1.9-4: Mikroskopaufnahmen von verschieden eingefarbten Hefezellen

a) We inhefen angefarbt mit Acridinorange mit 200-facher (unten)

und 1000-facher VergrolSerung (oben)

b) Methylenblau angefarbte Weinhefezellen mit 200-facher Vergréerung
c) Mit DAPI angefarbte Weinhefen, 1000-fache VergrolSerung

Beim Memory-Effekt verbleibt eine be-
stimmte Fraktion von Zellen im Messka-
nal und wird tber eine lange Zeit lang-
sam ausgesplilt. Der Effekt ist abhdngig
von der Kanalgeometrie, den eingesetz-
ten Hefestimmen und den eingestellten
Versuchparametern. Das erfordert eine
umfangreiche  Methodenentwicklung,
um reproduzierbare Ergebnisse bei der
Hefezellenfraktionierung zu erhalten.
Bei der Methodenentwicklung zeigte
sich, dass es nicht moglich sein wird,
ein kommerzielles System zu entwi-
ckeln, das in kleineren Weinkellereien
eingesetzt werden kann. Folgende De-
tails sprechen dagegen:

— Aufwendige Versuchsvorbereitung
— Anspruchsvolle Rotationsdichtungen
- Aufwendige MafSnahmen
zur Erzielung ein CE-Konformitat
(grolRe bewegte Teile)
— Hobher Preis des Gesamtsystems

An der Hochschule Offenburg wird da-
her zurzeit die Erfolg versprechende
Hohlfaser-FFF weiterentwickelt.

Zunichst  wurden  Stromungssimulati-
onsrechnungen an einer Hohlfasermem-
bran mit ANSYS Workbench 11 durch-
gefiihrt. Dabei wurden verschiedene
Stromungsprofile einer laminaren Stro-



mung durch eine Kapillare mit semiper-
meabler Wand simuliert und der ab-
stromende  Massenstrom  (iber die
Auflenwand variiert. Zusatzlich wurde
den simulierten Stromungsprofilen eine
kugelférmige Punktwolke am Eintritt auf-
gepragt und deren Verhalten untersucht.

Der Versuchsstand fiir symmetrische
Hohlfaser  Feldflussfraktionierungsver-
suche ist aufgebaut und erste Testlo-
sungen wurden injiziert (vgl. Abbildung
1.9-7 und Diagramm 2).

Dabei ist es gelungen, reproduzierbare
Absorptionskurven zu erhalten. Bei Vari-
ation der Versuchsparameter tiber einen
weiten Bereich sind signifikante unter-
schiede in den Absorptionskurven er-
kennbar.

Die ersten Ergebnisse sind vielverspre-
chend, die Untersuchungen werden
voraussichtlich Ende nachsten Jahres ab-
geschlossen werden.
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Abb. 1.9-6: Versuchsaufbau zum Einsatz von Hohlfasermembranen
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Diagramm 2: Absorptionsmessung unter Verwendung einer PP-Hohlfasermembran
bei verschiedenen Versuchsparametern




