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Titel

Verfahren zur Abreicherung unerwlinschter Fremdorganismen
in kontinuierlichen Backhefeprozessen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Herstellung von Backhefe und wird
zweckmdBigerweise in der Backhefeindustrie verwendet.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Auf Grund der Zichtungsweise von Backhefe 128t sich eine
gewisse Kontamination mit Fremdorganismen nicht vermeiden.
Eine Vielzahl von Mikroorganismen ist fzhig, die in dem
verwendeten Substrat Melasse enthaltenen Zucker und Wuchs-
stoffe zu assimilieren und somit in Konkurrenz mit dem ver-
wendeten Backhefestamm zu treten. |

Die Verwendung der Backhefe als Nahrungsmittelzusatz erfor-
dert jedoch einen mbglichst geringen Gehalt an Fremdorganis-
men., AuBerdem bewirken Kontaminationen eine Verschlechterung
wesentlicher Qualitdtsmerkmale der Backhefe, wie z. B. elne
Verringerung des Garvermdgens in saccharose- und maltose-
haltigen Teigen (Triebkraft) sowie eine Erniedrigung der
Lagerstabilitdt,

Als Schadorganismen bei der Backhefezlichtung werden in der
Literatur vor allem einige S@urebildner, wie z. B. Essig-
bakterien und verschiedene Wuchshefen, wie Torula=-, Candida-
und Macoderma=-Arten (Kahmhefen) genannt, welche oft sehr
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schnellwiichsig sind und Backhefe verdridngen. Ferner konnen
Kontaminationen durch Schimmelpilze, wie z. B. Penicillium-
und Agpergillus-Arten auftreten. Die Kontaminationsgefahr
ist ein Grund filir die Anwendung diskontinuierlicher Ziich-
tungsprozesse, der sogenannten Zulaufverfahren., In ihnen
wird mit einer Reinzuchthefe mit einer hohen Konzentration
angeimpft und das Hefewachstum mtglichset rasch in Gang ge-
bracht. Dadurch hat die Backhefe im Fermentor eine derarti-
ge zahlenmiBige Uberlegenheit, daB ein Aufkommen von Fremd-
organismen vermindert wird. AuSerdem wird der ProzeS nach

2 bis 4 Verdopplungen der Backhefen beendet und das Fermen~
tationsgystem vor einem neuen ProzeBbeginn sterilisiert.

Das Risiko des Auftretens von Kontaminationen in nennens-
wertem Umfang ist ein wesentlicher Grund dafiir, daB sich
kontinuierliche Backhefeverfahren noch nicht durchgesetzt
haben. Es bestehen erhebliche Schwierigkeiten, eine konti-
nuierlich arbeitende Anlage iber einen lZngeren Zeitraum
infektionsarm zu halten. Auch wenn dieses Problem durch
technische Entwicklungen in den letzten Jahren prinzipiell
16sbar geworden ist, rechifertigen die durch eine sterile
kontinuierliche Fermentation verursachten hoheren Xosten
noch nicht die Entwicklung kontinuierlicher Backhefeprozes-
se auf dieser Basis,

Eg igt ein Verfahren bekannt (DE 0S 26 45 386), bei dem
Bakterien in Hefesuspensionen durch Zusatz von Monoper-
schwe felsdure oder ihrer wasserl®dslichen Salze abgetttet
werden. Auch durch eine Behandlung gekiihlter Hefesuspen-
gionen mit Schwefelsiure oder Salzsdure bei einem pHE < 2,5
gsollen Bakterien inaktiviert werden (White, J., Yeast
Technology, London 1954, 232). Ebenso ist die Sd@urewdsche
eine mitunter in der Backhefeindustrie verwendete Methode,
um aus Versandhefe erneut eine Reinzuchtkultur bereitzu-
stellen.

Die erwdhnten Methoden fiihren zwar zur selektiven AbtO-
tung bakterieller Kontaminationen, jedoch werden Fremd-
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hefen und Schimmelpilze nicht oder nur geringfligig durch
diese MaBnahmen geschddigt. AuBerdem ktnnen diese Methoden
nicht in kontinuierlichen Backhefeprozessen verwendet wer-
den, sondern dienen der nachtrdglichen Keimverminderung
nach einem beendeten FermentationsprozeS.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, in einem kontinuierlich betrie-
benen BackhefeprozeB den Anteil an Bakterien, Fremdhefen
und Schimmelpilzen zu vermindern und somit eine Backhefe
mit konstanten Qualitdtsmerkmalen zu erzeugen.

Wiegen der Erfindung

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, durch Einstellung
und Einhaltung spezieller Verfahremsbedingungen unerwilnsch-
te Fremdorganismen im kontinuierlichen FermentationsprozeSf
abzutoten bzwe. 80 zu inhibieren, daB sie aus dem Fermentor
ausge schwemmt werden. |

ErfindungsgemdB wird diese Aufgabe dadurch geldst, dal in
einem kontinuierlich betriebenen Backhefeproze3 nach Unter-
brechung der Ndhrldsungsdosierung in den Fermentor gleich=
zeitig der pH auf einen Wert S 2,0 abgesenkt und die
Luftzufuhr unterbrochen wird sowie nach einem Zeitraum von
2 30 min unmittelbar nach Wiedereinstellung der Ausgangs=
parameter ein kontinuierlicher ProzeB weiterbetrieben wird.

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae toleriert Anderungen des
pH-Wertes in einem weiten Bereich. Entsprechende St&dmme
weisen ein gutes Wachstum in einem pH-Bereich von 4,0 bis
5,5 auf,

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daB diese Hefen bei

pH-Werten S 2,0 bei gleichzeitiger Einstellung anaerober

Fermentationsbedingungen zwar kein erkennbares wWachstum
mehr aufweisen, daB sie jedoch auch liber einen Zeitraum
von mehreren Stunden nicht irreversibel inaktiviert wer-
den, Somit sind sie in der Lage, unmittelbar nach Erhthung
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des pH-Wertes auf 4,0 oder dariiber und Wiederherstellung
partiell aerober Fermentationsbedingungen weiterzuwachsen.

Andererseits werden sowohl Bakterien als auch die sich vor
allem oxidativ vermehrenden Wuchshefen und Schimmelpilze
durch einen niedrigen pH~Wert in Verbindung mit einer
ragchen Einstellung anaerober Milieubedingungen abgetitet
oder derart nachhaltig inaktiviert, daB sie bel Weiter=
fithrung der kontinuierlichen Fermentation aus dem Fermen-
tor ausgeschwemmt werden.

Die kombinierte pH-Absenkung und Drosselung der Sauer=-
gtoffzufuhr 18t sich im Verlauf eines kontinuierlichen
Backhefeprozesses mehrfach wiederholen. Sie wird durchge-
fiihrt, wenn mikrobielle Kontrollen des laufenden Fermen=-
tationsprozesses einen Anstieg des Infektionsgehalts iber
eine zuldssige, vorher festgelegte Grenze ergeben.

Beigpiel 1

In einem mit Rihrung versehenen Permentor mit einem Brutto-
volumen von 15 1, dessen Fillmasse 10 kg betrdgt, werden

7 1 destilliertes Wasser mit einem pH-Wert von 4,5 sowie
125 ml eines heiBgeklérten Melassesubstrates mit einem Ge=
halt von 200 g/l Zucker, 12 g/l Ammoniumsulfat, 3,5 g/1
Diammoniumhydrogenphosphat und 6 g/l Hefeextrakt vorgelegt.

Bei einer Temperatur von 30 °C wird mit 740 g NaShefe
(27 % Trockengehalt) angeimpft, die Fermentorfiillmasse
durch Auffiillen mit destilliertem Wasser auf 10 kg ge-
bracht und unter Rithren soviel Luft zugefillhrt, dal der
Gelbstsauerstoffgehalt im Fermentationsmedium im Verlauf
von 30 min auf einen Wert von 0,4 ppm abfillt.

Nach einsetzendem Biomassewachstum wird eine dosierpumpen-
gesteuerte Substrat- und Wasserzulaufregelung lber die
kontinuierlich mittels Streulichtphotometer und Flammen-
ionisationsdetektor gemessenen Biomasse~ und Ethanol=-
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konzentrationen in Betrieb genommen. Dieses System arbeitet
derart, daB bei Uberschreiten eines Sollwertes von 20 g/1
Biomagsetrockensubstanz dem ProzeB solange Wasser zudosiert
wird, bis dieser Wert wieder erreicht ist. Bei Unterschrei-
ten eines Sollwertes von 0,2 g/l Ethanol wird dem ProzeB
solange Melassesubstrat zugefilhrt, bis dieser Wert wieder
erreicht ist., Durch eine Flillmasseablaufregelung wird da-
bei die Fermentorfilillmasse auf 10 kg konstant gehalten.,

Nach 72 h Fermentationszeit erfolgten Plattentests mit
einer Probe aus dem Fermentationsmedium auf G 5,4 und

P 6,6, Dabei zeigten sich etwa 80 % Saccharomyceskolonien,
etwa 15 % PFremdhefen und 5 % Bakterienkolonien.

Nach der Probeentnahme zu einem Zeitpunkt, an dem die
aktuelle Ethanolkonzentration im Fermentationsmedium

einen Wert von 0,21 g/l aufwies und somit keine Melasse=-
dosierung erfolgte, wurde durch Schwefelsduredosierung der
pH-Wert innerhaldb 1 min auf pH = 1,8 abgesenkt, die Luft-
zufuhr abgestellt und die Rithrerdrehzahl auf 150 U/min ver=
ringert.

Nach 1,5 h wurde durch Dosierung von konzentriertem Ammo=-
niakwasser der pH-Wert innerhalb 1 min auf 4,5 erhtht und
gleichzeitig Luftzufuhr und Rilhrerdrehzahl auf den Aus-
gangswert gebracht. Nach wenigen Minuten begann ein erneu-
tes Mikroorganismenwachstum im Fermentor. Veitere Platten-
tests nach 3 h Fermentationszeit mit G 5,4 und P 6,6 erga-
ben einen Anteil von 95 % Saccharomyces-Kolonien, 4,5 %
Fremdhefen und 0,5 % Bakterien.

Beigpiel 2

400 g Backhefe wurden mit 100 ml Nghrlosung und destile
liertem Wasser bei einem pH von 4,0 in einem mit regel-
barer Rihrung versehenen Fermentor derart suspendiert,
daB die Fermentorfliillmasse 16 kg betrug. Die Nihrlosung
bestand aus 120 g/l heiBgeklZrter Rilbenzuckermelasse,
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7 g/l (NH4)2SO4, 2,1 g/1 (NH4)2 HFO, und 3,5 g/l Hefe-
extrakt,

Bei einer Fermentationstemperatur von 30 °C und einem pH

von 4,0 wurde eine Zulaufrate der Nihrltsung in den Fer=

mentor von 1,6 1/h bei konstanter Fermentorflillmasse ein=-
gestellt, Ein Flammenphotometer bestimmte kontinuierlich

die Ethanolkonzentration und hielt iiber eine Drehzahlre=-

gelung des Rilhrers diese Konzentration auf einem Sollwert
von 1 g/1.

Nach 72 h kontinuierlicher Prozeflfahrweise erfolgte eine
Unterbrechung der Substratzufuhr, eine Probeentunahme aus
dem Fermentationsmedium und die Durchfiihrung von Platten-
tests auf & 4,5 und P 6,6, Dabei zeigten sich etwa 80 %
Saccharomyces-Kolonien, etwa 15 % Fremdhefen und 5 % Bak=-
terienkolonien.

Unmittelbar nach der Probeentnahme wurde der pH=-Wert im
Fermentor mit H2804 innerhalb 1 min auf pH = 1,5 abge-
gsenkt und die Luftzufuhr unterbrochen. Nach 1,5 h erfolgte
eine Wiederherstellung der urspriinglichen Fermentationsbe-
dingungen und eine Weiterfithrung der kontinuierlichen Fer-
mentation.

Erneute Plattentests einer nach weiteren drei Stunden
kontinuierlichen Fermentation entnommeunen Probe zeigten,
daB nur noch 1 Hefetyp sowie 3 Bakterientypen mit einem
Gesamtanteil von 2 % der Gesamtzellzahl fzhig waren,
Kolonien zu bilden.



Erfindungsanspruch

Verfahren zur Abreicherung unerwlinschter Fremdorganismen in
kontinuierlichen Backhefeprozessen, dadurch gekennzeichnet,
daB wihrend des Fermentationsprozesses fiir die Dauer von

0,5 bis 3,0 h, vorzugsweise 1,0 bis 2,0 h, der pH-Wert auf
1,0 bis 2,5, vorzugsweise 1,5 bis 2,0, abgesenkt und gleich-
zeitig die Luftzufuhr unterbrochen wird.
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