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Verfakren zur Herstellung von Sdelpilz-Kiscesroma

Anwenduanrscebiet der Srfindune

ipaseprédparates bzw. eines Lipasebildners

V @it Fenicillium rogueforti unter Ainhaltung
bestimmter Xulturbedingungen. Die aromshaltige Kulturldsung
kann zur Aromatisierung bzw. Aromaverstiarkung von ver-
schiledenen Lebensmitteln, z. B. Milch~ und Holkereipro-
dukten, eingesetzt werden.

Zur Herstellung von Préparaten mit einem spezifischen Edel-
pilz-X&isearoma wurde bisher im sllgemeinen eine Sporen—
oder liycelabschweunung des Mikroorgsnismus Penicillium
roqueforti suf einem Rihrboden geeigneter Zusammensetzung
unter aeroben Bedingungen kultiviert. Nach ein- bisg mehr—
tégiger Fermentationsdauer enthalten die Kulturldsungen

ein mehr oder weniger intensives roquefortartiges Aronma,
welches in fllissiger Form bzw. nach entsprechender Aufar-—
beitung (2. B. Eprlibtrocknung) in Pulverforw in der Lebense
mittelindustric eingesetzt werden kann. |
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Charakteristik der beskannten technischen Losungan

Gem#B einem Verfahren von Luksas (US-PS 3 720 520) wird

z. B. ein Medium aus 10 % Natriumcaseinat und 5 % Butter-
fett ca. 5 Tage bei 25 °C mit einer Sporenabschwemmung
von Penicillium roqueforti fermentiert. Nach Iashkari
(DE-AS 1 517 133) wird ein Rahm-Medium mit 40 - 60 % Fett-
gehalt mit einer Sporenabschwemmung von Penicillium roque-=
forti beimpft und ca. 48 h bei 25 - 30 °C fermentiert.
Wshrend die oben erwshnten Verfahrensltsungen ohne den
Einsatz von Enzymen arbeiten, wird in anderen Verfahren
ein durch vorherigen oder gleichzeitigen Einsatz eines
Lipaséenzyms bzw, Lipasebildners lipolysierter Festtan-
teil im Medium verwendet.

GemdB einem Verfahren von ¥night (US-PS 3 4100 153) wird
z. B. zur Herstellung eines Roquefort-Késearoma ein
pasteurisiertes, homogénisiertes Milchmedium (Vollmilch,
Magermilch, Rahm) nach Zusatz von lipolisiertem Milchfett
und Kochsalz mit einer Sporenabschwemmung von Penicillium
roquefortil beimpft und bis zu 3 Tagen bei 25 - 30 °C
fermentiert. Watts und Nelson (US-PS 3 072 489) verwsnden

ein homogenisiertes iMilchmedium, dem in gestaffelter Form

bis zu 3 % Butterdl und 5 % Salz zugesetzt werden, und es
wird unter Druck 3 Tage bei Raumtemperatur fermentiert.
Nach einem Verfahren von Amu und Jarvis (GB-PS 1 361 817)
wird als Medium zur Erzesugung von Bdelpilz-Kisearoma ein
nach Ansiuerung und Dicklegung d=r Milch und Entfernung
der Molke erhalteher Bruch verwendet, welcher nach 24 h
mit 4 - 5 % Kochsalz und 5 - 10 % eines vorher lipoly-
sierten Fatt- oder Olanteils versetzt wird. Die Fsrmenta-
tion mit der Sporenabschwemmung erfolgt unter aeroben
Bedingungen 2 - 10 Tage bel 25 OC,

AuBerdem Patentschrifttum gibt es auch in der Zeitschriften-
literatur versinzelt Angaben iiber verschiedene Verfahrens-
weisen zur Produktion von Edelpilz=Kisearoma., Xinsella

und Hwang (Bilotechnol. Bioeng. 18 (1976) 927) geben eine
tlbersicht ilber bekannte Lﬁsungswege. Von der Produktion
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eines LEdelpilz-Késearomas mittels submerser Fermentation
von Penicillium roqueforti berichtet Nelsorl(Ebod Chen..
18 (1970) 567), wobel das lMedium auch hier aus autokla-
vierter ¥ilch (Vollmilch, Magermilch, Molke) mit Zusatz
von hydrolysiertem Milchfett und Kochsalz besteht.

Ausfihrliche Beispiele filir die Produktion von Edelpilz-
Kisearoma werden in den Arbeiten von Dwivedi und Kingells
(J. Food Scie 39 (1974) 620; Jde. Food Sci. 39 (1974) 83)
vorgestallb. Die Autoren berichten iiber die Entwicklung
eines semikontinuierlichen Prozesses zur Produktion

einer solchen Aromakomposition. Nach mehrstufiger Anzucht
des Pilzes in einew Maisquellwasser-Saccharose-Medium
erfolgt die Arowmaproduktion in einem Gef&al mit konti-
nuierlichem Zustrom von lipolysiertem, gepuffertem Rahm
bel 25 °C unter aeroben Bedingungen. Die Dauer der Ferwen-
tationlbetrégt ca. 2 Wochen,

Jolly und Kosikowski(J. Dairy Sci. 58 (1975) 1 272)
stellen Edelpilz-Kdsearoma durch Mischen eines Magermilch-
mediums mit einer fettreichen Substanz (Rehm, Kokosfett,
Butterfett) her, die vorher unter Einsatz von Sporen der
Art Penicillium roqueforti, einer mikrobiellen Lipase

oder elner Starterkultur von kilchsd urebakterien 49 h

vei 20 °C fermenticrt wurde. Diese Autoren beschreiben
des weiteren die Herstellung eines Edelpilz-Kidsearomas
unter Verwendung'von Milchpulvef, Butter (bzw. Kokosfett),
einer. mikrobiellen Lipase sowle einer Sporenabschwemmung
von Penicillium roqueforti (J. Food Sci. 40 (1975) 285).

Die bicgher vorliegenden technischen Ldsungen zur Herstel-
lung von Edelpilz-Kdsearoma bergen jedoch noch Unzuling-
lichkeiten und MZngel hinsichtlich Aromaanreicherung,
Aromaqualitdt und Haltbarkelt in sich. So wird in vielen
Pateriten und Verdffentlichungen iiber die Verwendung der
gesamten aromshaltigen Kulturldsung bzw. eines durch
Sprihtrocknung hergestellten Trockenpriparates berichbets
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Da der Anreicherung von Aromastoffen in mikrobiellen
Kulturansitzen physiologisch bedingte Schranken'gesetzt
sind, miussen zur Aromatisierﬁng von Lebensmitteln rela-
Tiv groRe Flissigkeitsmengen wit allen Inhaltsstoffen zu~
gesetzt werden, so daB der Charakter des zu aromatisieren-
den Produktes unginstig beeinfluBt werden kann. Hinzu
koumt, daB diese Kulturmedien nur begrenzte Haltbarkeit
besitzen. Diese Nachteile versucht man héufig dadurch

zu umgehen, daB das wasser-. und enzymreiché aromahaltige
Kulturmedium bzw. ~filtrat einenm TrocknungsprozeB (z. B.
Sprﬁhtrocknung,'Gefriertrocknung) unterworfen wird. Da
ein grofler Teil der fur das Kiésearoma maBgeblichen Kom-
ponenten jedoch leicht fllichtig ist, fiihrt jede Art der
Trocknung zu hohen Verlusten an Aromasubstanz bzw. unter
Umsténden zu qualitativen Verdnderungen des Aromas.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Edelpilz~Kdsearoma in
hoher Konzentration mit nur geringen Verlusten und bei
zugleich hoher Qualitdt auf fermentationstechnischenm
Wege zu gewinnen und anzureichern.

Derlegung des Vesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
zur fermentationstechnischen Gewinnung sowle zur An-
reicherung eines Edelpilz-Kdsearomas zu entwickeln, das
bei der Herstellung von Lebensunitteln zur Aromatisierung‘
verwendet werden kann,. : '

Es wurde'-nun’gefundeh, daB die vorangehend genannten

Nachteile beseitigt werden, wenn der in der Kulturlosung
vorhandene und flir dle wikrobilelle Aromabildung erforder-
liche Fettanteil zugleich als Extraektionsmittel bzw. An-
reicherungsphase flir die entstehenden Aromastoffe genutzt
wirde Das erfindungegemidfe Verfahren zur Herstellung von

}
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hde lpilz-K&searome durch Einwirkung von Lipase, gegebenen~
falls nach vorangegangener Vorkultivierung von Lipase-
bildnern, auf ein Fermentetionsmedium, das mindestens cine
Fettkomponente enthélt, mit Zinsatz einer Sporensuspension
von Penicillium rogueforti ist dadurch gekennzeichnet,
dsB eine Fettkomponente, vorzugsweise Butterfett, in An-
teilen von 5 bis 20 iesse % dem Fermentationsmedium zuge-
geben wird und, daf nech AbschluB der Aromabildung eine
wechanische Abtrennung des wit den Aromastoffen ange-
reicherten Fettes von der wﬁBrigen Phase und der Biomasse
erfolgt,

Das Ldelpilz-Kisesroma wird hergestellt, indem ein fett-
haltiges ledium mit Lipase versetzt und anschlieBend nit
einer Sporensuspension von Penicillium rogueforti beimpft
wird. Als Fettkomponente dienen vorzugswelise Rahm und
Butter in einer Konzentration von 5 -~ 20 lMasse Z%. AuBer-
dew enthdlt des iedium C=- und KN-Quellen, z. B. lMagernilch,
Milckpulver, Molke sowie Salze, z. B. NaCl, hghPO ’ LgSO
Die Fermentation verliuft 24 ~ 72 h bei 30 °¢ in z/angst-
lifteten Fermentern unter Rikrung. Anstelle des Lipase-
préperates kénnen such lipolytiech aktive Mikroorgzsnismen
(z. B. Candids lipolytica, Geotrichum candidum, Penicillium
roqueforti) verwendet werden. In diesem Fall wird ein Vor-
kulturmedium (8tnlicke Zycammensetzung wie das Fermentationse
medium, Jedoch wit nur 1 -~ 3 % Fettgehalt) mit den Lipase-
bildnern beimpft und 24 - 48 h ng bei 30 °C unter Be-
1iftung und Rikrung Iermenblert. %n chlieBend wird dem
Mediuw vorzugsweise die Fettkomponente (Rahm,' Butter) zu~

-t

gesetzt (Bndkonzentration 5 - 20 se %) und wmit einer

m
[}
(&)

Sporensuspension von Penicillium oiuvforti beimpft. Die

Fermentation yverlduft dann wie bere s geschildert,

FNach AbscnluR der wikrobiellen Aromasynthese erfolg gt er-
findungsgemsiB eine mechanische Abtrennung des wit den Aro- .
mastoffen angereicherten Fettes von der wiBrigen Phase
sowie von der Bicmesse, vorzugswelse durch Separation

oder Zentrifugleren. Da die Anreicherung der meisten
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Aromakomponenten in der Olphase hoch igt (z. Be bei 10 %
Fett im Gesambtsystem eine etwa 8fache Konzentrierung),
wird bei der ersten Abtrennung bereilts der groBte Teil der
Gesamtaromgmenge gewonnen. Zur weiteren.Verbesserung der
Ausbeutebilanz ist ein nochmaliges lischen der widBrigen
Phase wit frischem 01 mdglich, hierbei steigt die Gesamb-
ausbeute Jedoch auf Kosten des Anreicherungsgrades; nach
einer entsprechenden Verwelldauer wird die mit Aroma an-
gereicherte Fettphase wieder abgetrennt. '

Neben der Anreicherung von Edelpilz-Kisearoma sind mit der

Isolierung der aromatischen Fettphase folgende Vorteile

verbunden:

~ Durch die starke Bindung der Aromastoffe an die Fett-
phase sind Aroma-Verluste, wie sie durch andersartige
Konzentrierungsverfahren auftreten, durch Erhitzungs-—
prozesse bel der Verarbeiltung in Lebensmitteln stark
gemindert. | '

- Im Vergleich zur wasserreichen aromahaltigen Flissig-
keit ist die Lagerstabilitédt der Fettphase wesentlich
~erhoht.

~ Die Abtrennung der Aromskomponenten von Biomasse und
widBriger Phase flihrt zu einer sensorischen Verbesserung
des Produktes.

-~ Die Entfernung der Biomasse vermindert toxikologisch-
lebensmittelhygienische Probleme.

-~ Ein zusdtzlicher, dkonomisch aufwendiger Aufarbeitungs—
‘bzw. Konzentrierungsschritt entfdallt, da die Fettphase
ohne Qualitidtsbeeintrichtigung in die zu aromstisieren-
den Lebensmittel eingearbeitet werden kann.

Augfihrungsbelspiele

4) Binstufenkultur

Beispicl 7

Penicillium roqueforti wird auf Bierwlirzeager 5 - 7
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Tage bei 25 °C kultiviert. Mit 5 wl einer Sporensuspension
(ca. 10% Sporen/ml) werden in 500 ml Kulturkolbenm 100 @l
eines sterilen Mediums folgender Zusammensetzung beimpft:

Molkenpulver 15 Masse %
NaCl 3 Masse %
Butterfett 10 Masse %
pH 6,0

Gleichzeitig werden 10 mg % Lipasepriparat zugesetzt. Die
Fermentation erfolgt 24 - 48 h 1ahg bei 30 °C auf einem
Rotationsschwingtisch mit 210 U/min. Die aromahsaltige
Fettphase wird nach Beendigung der Fermentation durch
Zentrifugieren (z. B. 500 U/win, 20 win) abgetrennt, de-
kantiert und bei 4 °¢ gelagert.

Beispiel 2

Wie Beispiel 1 mit folgenden Abinderungen. 1 1 Medium in _
einem 2 1 Glasfermentor wird mit 5C ml Sporensuspension
beimpft. Die Fermentation erfolgt 48 h lang bei 30 °¢
unter Luftzufuhr (500 ml/min) und einer Rihrgeschwindig~
keit von 200 U/min.

Beispiel 3

Wie Beispiel 1 mit folgenden Abdnderungen. 15 1 Medium

in einem 30 1 Glasfermentor wird mit 750 ml Sporensuspen-
sion beimpft. Die Fermentation erfolgt 48 h lang bei 30 °¢
bei einer Rilhrgeschwindigkeit von 250 U/win und einer Luft-
zufuhr von 3 1/mine. Die Abtrennung der Fettphase von der
KulturlOsung wird mittels Separator vorgenommen. -

B) Zweistufenkultur

Beigpiel 4

Die Anzucht des Lipasebildners Candida lipolytica erfolgt
auf einem Nihragar 24 h bei 30 OC. 1 ml einer Zellsuspen-
sion wird in einem 500 ml Kulturkolben ﬁbertragen,
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“der mit 100 ml eines Kulturmediums folgender Zusamménsetzung
befiillt 1st:

Molkenpulver 15 Masse %
NaCl - 2 Masse %
Butter 10 Masse % _ ,
pH 6,0 o ’

Die Kultivation erfolgt auf einem Rotatlionsschitteltisch
(210 U/min). bei 30 ®¢. Nach 48 h wird durch 30 winitiges
Erhitzen auf 100 °C der Lipasebildner inaktiviert. Nach Ab-
kiihlung auf 30 °¢ wird mit 5 ml einer Sporensuspension

von Penicillium rogueforti (cae 109 Sporen/ml) beimpft¢und‘
48 h bel 30 °¢ suf den Schwingtisch weiterkultiviert. Die
Abtrennung der aromahaltigen Fettphase erfolgt wie in Bei-
spiel 1.

Beigpiel 5

Wie Beispiel 4 mit folgenden Ab&dnderungen. 1 1 Medium in

2 1 Glasfermentoren wird mit 50 ml einer Zellsuspension

von Candida lipolytica beimpft. Die Fermentation erfolgt

48 h lang bei 30 OCJeiner Luftzufuhr von 500 wl/win sowie
einer Riihrgeschwindigkeit von 200 U/min. Nach Hitzeinakti-
vierung des Lipasebildners wird mit 50 ml einer Sporensus--
pension von Penicillium rogqueforti belmpft. ‘

e

Beigpiel 6

Wie Beispiel 4 mit folgenden Abénderdngen. 15 1 Medium in
einem 30 1 Glasfermentor werden mit 750 wl Zellsuspension
beimpft. Die Fermentation erfolgt 48 h lang bel 30 OC)einer
Riihrgeschwindigkeit von 250 U/min und einer Beliftung mit

3 1/mine. Die Abtrennung der Pettphase erfolgt mittels Se~
parator. . :
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Irfindungsanspriche

1. Verfahren zur Herstellung von Edelpilz-Kisearoma durch

Einwirkung von Lipase, gegebenenfalls nach vorausge=
gangener Vorkultivierung von Lipasebildnern, auf ein
Fermentationsmedium, das mindestens eine Fettkomponente
enthdlt, und Linsatz einer Sporensuspension von Penicil-
livm rogueforti, dadurch gekennzeichnéet, daB eine Fett-
komponente, vorzugsweise Butterfett, in Anteilen von

5 bis 20 Mssse 7% dem Fermentationsmedium zugegeben wird
und nach AbschluB der Aromabildung eine mechanische Ab=-
trennung des mit den Aromastoffen angereicherten Fettes
von der wdBrigen Phese und der Biomasse erfolgt.

Verfahren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB 10 %
des Butterfettes dem Fermentationsmedium zugegeben were
den.

Verfehren nach Punkt 1 und 2, dedurch gekennzeichnet,
daB die mechanische Abtrennung des Fettes durch Ab-
scheiden oder Zentrifugieren erfolgt.
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