(19) DEUTSCHE DEMOKRATISCHE REPUBLIK' | N P ATE NT S C H RIFT

- - .x
Wirtscﬁaﬂspatent ISSN 0433-6461 (11) 202 89:?;

S:;il;gfe%ageeﬁsggﬁ«bsatz‘l des Aenderungsgesetzes Int.Cl.3 3(5” ¢ 12 P 32/20
C12N 1/16 .
AMT FUER ERFINDUNGS- UND PATENTWESEN In der vom Anmelder eingereichten Fassung veroeffentlicht
(21} WP C 12 P/ 2360 563 ‘ (22} 21.12.81 ’ . {44) 05.10.83

71} siehe (72) '
572) SEEGER, BRIGITTE;SCHLICHT, DORIS;STAMM, BARBARA;DD; .

(73) siehe (72) .
(74)  VEB GAERUNGSCHEMIE DESSAU, 4500 DESSAU, JOHANN-MEIERSTR, 12

(54) VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG ERGOSTERINREICHER HEFE

(57) Zur Gewinnung von Hefe mit Ergosteringehalten von 0,8—1,5% der Trockensubstanz wird bei
Garprozessen anfallende Hefe wie z. B. Melassesprithefe oder Bierhefe einer aeroben N
Nachfermentation in Gegenwart von Ammoniumstickstoff, Phosphationen und einer
Kohiénstoffquelle unterworfen. Als Kohlenstoffquelle dienen zuckerhaltige und ethanolhaltige
Rohstoffe wie z. B. Melasse und vergorene, enthefte Maischen oder Zucker und Ethanol. Die in i
tblicher Weise aufgearbeitete Hefe kann zur Gewinnung von Ergosterin oder nach UV-Bestrahlung
als Vitamin-D,haltige Futtermittelkomponente benutzt werden.

8 Seiten

nnnnnnnnnnnnnnnnnnn



"~ 216056 6
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Verfahren zur Herstellung von ergosterinreicher Hefe

Anwendungsgebiet

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer
ergosterinreichen Hefe unter Ausnutzung der bei industriellen

Girprozessen anfallenden Gérhefe.

Charakteristik der bekannten technischen LSsungen

Zur Gewinnung von Vitamin D2 oder Vitamin—D2 enthaltenden
Futtermittelkomponenten wird als Ausgangsmaterial eine Hefe
gebraucht, die mindestens 0,7 % Ergosterin enthdlt, wenn eine
Weiterverarbeitung wirtschaftlich sein soll.

Ein solcher Ergosteringehalt wird jedoch unter Produktions—~
bedingungen bestenfalls von Backhefen erreicht, nicht aber von
den billiger herzustellenden Futterhefen. Diese enthalten im

allgemelnen nur 0,1 - O, 3 % Ergosterln.

BEs gibt eine groBe Anzahl von Arbeiten, dle sich mlt dem Pro-
blem befassen, den Drgosterlngehalt von Hefen, besonders von
Saccharomyces—Hefen, zu erhdhen. Diese Arbeiten sind jedoch
meist rein wissenschaftlicher Natur, die angewandten Fermen-
tationsbedingungen sind wegen zu geringer Hefekonzentration,-
niedriger Ausbeute an Hefemasse, langer Fermehtationsdauer
oder wegen der Anwendung teurer. Néhrsubstrate oder Zusatz-
stoffe fiir eine GroBSproduktion nicht wirtschaftlich.
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Es sind aber auch technische Verfahren zur Gewinnung von
ergosterinreicher Hefe mit Okonomisch giinstigeren Parametern

beschrieben worden: Nach
US Patentnr. 2817624 kinnen Hefen mit extrem nohenErgosterin—

gehalten gewonnen wgrden, allerdings ist dabei wegen des Ein-

-gatzes spezieller, selektierter Hefestdmme eine sterile Ar-

beitsweise erforderliich.

Ergosteringehalte fiber 1 % der Trockensubstanz werden nach
US Patentnr. 2059980 und US Patentnr. 2276710 durch Zusatz
oxydierender Agenzien zum Fermentationsgemisch erhalten und
nach DRP 720 007 durch Einsatz einer Glycerirmaischae als

Kohlenstoffquelle.

Ziel der Erfindung

Ziel der Brfindung ist es, ein einfaches, wirtschaftliches
Verfahren zur Gewinnung einer Hefe mit mindestens 0,7 %
Ergosteringehalt zu finden, das unter den in der Futterhefe-
industrie iiblichen Arbeitsbediﬁgﬁngen und nur mnit den dort
iiblichen Nzhrstoffen ohne kostspielige Zusatzstoffe oder
orcanlsche Stickstoff- und Wuchsstoffquellen durchfuhrbar

_iste.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Bs ist bekannt, daB unter anaeroben Lebensbedingungen ge-
wachsene Hefen nur wenlge Zehntel Prozent Ergosterin enthalten,
daB aber beim Ubergang von anaeroben zu aeroben Bedingungen
eine gtarke Neigung zur Ergosterinbildung besteht. Diese Tat-
sache wird hier ausgenutzt, indem die bei industriellen G&x-
prozessen wie z. B. der Gewinnung von Sprit aus Melasse an-
fallenden Girhefen oder andere unter anaeroben Bedingungen -
gewachsene Hefen einer Nachfermentation unter aeroben Be~
dingungen unterworfen werden.

. Die Hefe vermehrt sich dabei auf etwa die zwelfache Menge,

der Ergosterlngehalt erhtht sich von 0,1 bis 0,2 % auf Werte
zwischen 0,8 und 1,5 % je nach Wahl der Fermentationsbedin-

gungen.
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Merkmale der Erfindung

Nachdem der GdrprozeB, z. B. eine Melassespritgirung, abge-
gschlossen ist, wird die G&rhefe von der Wilrze absepariert.
Die so erhaltene Hefesahne wird in ein neues Fermentations-
medivm iberfithrt, das Zucker oder zuckerhaltige Rohstoffe
wie Z. B Bﬁbenmelasse,_Zuckerrohrmelasse, Zuckersdfte, ein
Ammoniumsalz oder Ammoniak und Phosphat oder Phosphorsdure
enthilt. Dis Anfangshefekonzentration kann bis zu 20 g/l
Hefetrockensubstanz (HTS) betragen, vorzugsweise 10 g/l.
Die Konzentration an Zucker in g/i betrﬁgt das ein~ oder
mehrfache der Hefekonzentration, vérzugsweise das zwei-
fache.

Die Phosphatmenge w1rd 80 gewahlt, daf sich je 1 kg Zucker
bis zu 50 g, vorzugswelse 20 - 35 g P205 1n der Losung be-

“"*Tin&en. : — -~ -
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Die Menge an Ammonlum-b*lckstoff W1rd 80 nledrig wie moglich :
gehalten, jedoch hoch genug, um gerade noch eine volle Aus-
nutzung der Kohlenstoffquelle zur Hefemassebildung zu ge-
wihrleisten, d. h., daB mit 1 kg Zucker eine Hefeneubildung
von ca. 0,5 kg HTS erreicht wird. Es werden 0 - 20 g, vor=-
zugsweise 10 g Ammoniumstickstoff je 1 kg Zucker angewendet.

Das Fermentationsgemisch wird bei einer Temperatur von

25 -~ 35°, vorzugsweise 30° C intensiv beliiftet.

Der pH-Wert wird auf Werten zwischen 7,5 und 5,5 gehaiten
und'bei Bedarf mittels Laugen oder Sduren korrigiert,

Die Permentation wird fortgesefzt bis der maximale
Ergosterlngehalt der Hefe erreicht ist. Das tritt ca.

1 - 6 Stunden nach Beendlgung des Hefewachstums ein. Die
Gesamtdauer betrégt je nach den gewahlten'Konzentratlons-
verhiltnissen 12 - 20 Stunden. Danach wird die Hefe in iib-
licher Weise'von der Fliissigkeit abgetrennt, zur Stabili-
sierung des Ergosterins mit einem geeigneten Antioxidans
versétzt‘und getrockpet. ‘ | .
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. Folgende Varlanten der Durchfiihrung sind moglich und vorteil-
haft: ' '

1. Der Ammoniumstickstoff wird portionsweise oder kénti- -
nuierlich zugesetzt, vorzugsweise im Verlauf der
ersten 6 bis 10 Fermentationsstunden.'

2. Zu Fermentationsbeginn wird nur ein Teil der erforderlichen
Kohlenstoffquelle (z. B. 50 %) in Form ven Zucker oder
zuckerhaltigen Rohstoffen zugesetzt. Der Rest wird in Fomm
von Ethanol oder ethanolhal tigen Fliissigkeiten wie z. B. .
vergorenen, éntheften.Maischeﬁ aus alkoholischen. GErpro-
zessen mindestens 7 Stunden nach Permentationsbeginn zu-
gesetzt, Die Zugabe kann auch von diesem oder einem
gpadteren Zeitpunkt an portlonswezse cder kontinuiexlich
erfolgen.

Die so erhaltene Hefe enthdlt 0,8 - 1,5 % Ergosterin in der - —
Trockensubstanz, bestimmt nach der Methode von O. Hummel

(2. Lebensmitteluntersuchung und Forschung 103 (1956),

190 - 198). Sie kann zur Gewinnung von Ergosterin verwendet
oder durch UV-Bestrahlung in eine.Vit_amin——D2 enthaltende
Futtermittelkomponente umgewandelt werden. Es versteht sich
von selbst, daB das Verfahren bei Einhaltung der bekannten
‘hygienischen Forderungen ebensgo zur Herstellung. von Hefe fiir
die menschliche Ernahrung anwendbar 1st.

Ausfﬁhrungsbeispiele

Beisgpiel 1

"In ein 40 l-GlashangecefaB mit Rithrer und Belﬁftnngsrlng
werden 10,6 1 Wasser und 18 g leallumhydrogenphosphat ge-
geben und auf 30° ¢ temperiert.-

0,9 1 Hefesahne mit einem HTS-Gehalt von 124 g/l, die aus
einer Melgssespritgirung absepariert wurde, sowie 480 g Melaése
und 11,2 g Ammonsulfat werden hinzugefiigt und das Gemisch wird
bei 30° ¢ mit 240 U/min gerithrt wnd mit 360 1/h beliiftet. . -
Der anfangs neutrale pH-Wert ginkt rasch ab. Nach Erreichen
‘von' pH- 6 O wird der pH durch'Regelung zwischen 6,3 und 5,5
gehalten. Nach 13 Stunden ist ein HTS-Gehalt von 19,2 g/l

_ erreicht.
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Nach 16 Stunden wir die Hefe mit einem Separator'aus dem
Gemisch abgetrennt, mit 30 mg eines Antioxidans vermischt
und getrocknet. Man erhdlt eine Trockenhefe mit 4,5 %

_ Peuchtgehalt und 0,9 % Ergosteringehalt.

Die eingesetzte Girhefe enthdlt 0,15 % BErgosterin in der
Trockensubstanz. ' .

Beispiel 2

10 1 Wasser, 11,8 g K HPO, und 0,86 1 Gérhefesahne mif

140 g/l ATS-Gehalt, 240 g Melasse und 6 g (NH,),S0, werden
vereinigt, das Volumen wird auf 12 1 ergidnzt. Riuhrung, Be-
1iiftung, Temperierung des Gemisches sowie die pH-Fihrung er-
folgen wie in Beispiél 1 angegeben. Zur 4. und 7. Fermen-— ‘
tationsstundé werden je 6 g (NH4)2804 zugesetzt. Von der 8.
bis zur 12. Stunde werden 1,25 1 vergorene, enthefte Maische
einer Melassepriifgirung mit einem Ethanolgehalt von 8,0
Masse-%. kontinuierlich zugesetzt. ' '

‘ Nach einer Gesamtdauer von 18 Stunden wird die Fermentation

abgebrochen und aufgearbeitet wie in Beispiel 1.
Man erhdlt 230 g Trockenhefe mif einem Ergosteringehalt wvon

1,35 %.

Beispiel 3

10 1 Wasser werden mit 240 g Melasse, 5 ml Phosphorsiure

(85 %ig) und 11 ml Ammoniakldsung (30 %ig) versetzt,

Nach Zusatz von. 1,05 1 Girhefesahne mit 115 g/l HTS-Gehalt
wird das Volumen auf 12 1 ergénazt. Rithrung, Beliftung,
Temperierung und pH-Fihrung erfolgen wie im Beisgpiel 1.

Zur 8., 10. und 12, Fermentationsstunde werden je 42 ml
Ethanol (96.%ig) zugesetzt. A

Nach 16 Stunden wird wie in ‘Beispiel 1 beschrieben aufge-
arbeitet. Man erhdlt 240 g Trockenhefe mit einem Ergosterin-

gehalt von 1,1 %.
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Verfahren zur'Gewinnung ergosterinreicher Hefe, gekenn-
zeichnet dadurch, daB eine unter anaeroben Bedingungen
gewachsene Hefe wie z. B. Girhefen der Melassesprit-
oder Biergewinhung in ein neues Fermentationsmedium
iberfilhrt, darin intensiv belliftet und nach Erreichen
des maximalen Brgosteringehalts in iblicher Weise auf-
gearbeitet wird. -

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB
die Anfangskonzentration an Hefe bis zu 20 g/l Hefe-~
trockensubstanz betridgt, vorzugsweise 10 g/l.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch,
daB dasg Fermentationsmedium Zucker oder zuckerhaltige
Rohstoffe wie z. B, Rilbermelasse, Rohrmelasse, Zucker-
gifte in einer solchen Menge enthilt, daB die Zucker-

konzentration das ein- oder mehrfache der Konzentration
an Héfetrockensubstanz betrdgt, vorzugsweise das zweli-~
fache, Phosphate oder Phesphorsiure in.einér Konzen-
tration bis zu 50 g Po05/kg Zucker, vorzugsweise 20 bis
35 g P,0_/kg Zucker und Ammoniumsalze oder Ammoniak-
ldsung in einer Konzentration von O bis 20, vorzugswelse
10 g Ammoniumst1ckstoff/1 kg Zucker.

Verfahren nach Anspruch 1 - 3, gekennzeichnet dadurch daB
der pH-Wert zwischen 7,5 und 5,5 gehalten wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, gekennzeichnet dadurch,
daf8 dex Ammoniumstlckstoff, portlonswelse oder kontinu-

‘ierlich zugesetzt wird,’ vorzugsweise im Verlauf der ersten

& big 10 Fermentationsstunden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis. 5, gekennzelchnet dadurch,
daB zu Fermentationsbeglnn nur ein Teil der in Anspruch 3

~genannten Menge an Zucker bzw. zuckerhaltigen Rohstoffen
angewendet und eine dem restlichen Zucker entsprechende

Menge Ethanol oder ethanolhaltiger Fliissigkeiten wie
,B. vergorene, enthefte Maischen aus alkohollschen
Garprozessen mlndestens 7 Stunden nach Fermantatlonsbeglnn

'zugesetzt “werden.



I

yerranren nach ANSPIUCI D0, GAUUICHE ZEACHLULELCUUT L,y
daB das Ethanol oder die ethandlhaltige Flissigkeit
portionsweise oder kontinuierlich frithestens wvon

der 7. Fermentationgstunde an zugesetzt wird.
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