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Hefepropagation

Der Sauerstoffgehalt als Leitgrofde zur Prozessfiihrung

Beugholt, A.; Geier, D.; Becker, T.; Lehrstuhl fiir Brau- und Getréinketechnologie, TUM School of Life Sciences, Freising
Krinner, A.; Krinner Drucklufttechnik GmbH, Hohenbrunn bei Miinchen

Eine gut geregelte Propagation
produziert gleichbleibende Hefe-
kulturen in der benétigen Menge
mit hoher Vitalitit und Viabili-
tit. Dies ist wesentlich far eine
kontinuierlich hohe Endpro-
duktqualitat. Die Hefepropagati-
on wird von einer Vielzahl an
Faktoren beeinflusst und weist
ein grofles Optimierungspoten-
tial bei der Prozessfithrung auf.
Neben der grundsitzlichen Wahl
des Verfahrens mit zugehoriger
Feed-Strategie zur Vermeidung
von Substratlimitierungen und
Akkumulation von Stoffwechsel-
nebenprodukten, spielt die Ver-

sorgung mit Sauerstoff fiir den
Prozess eine entscheidende Rol-
le. Der Eintrag einer ausrei-
chenden Menge Sauerstoff ist
jedoch mit verfahrenstech-
nischen und technologischen
Herausforderungen verbunden,
da einerseits eine Unterversor-
gung der Hefezellen vermieden
werden soll, andererseits auch
eine Uberversorgung negative
Auswirkungen hat.

Der Einfluss der Beliiftung
Die Beluftung der Hefesuspensi-
on erfolgt ublicherweise mit
steriler Druckluft in einem
Puls-Pause- Verfahren. Ein

Nachteil dabei ist die starke
Schaumbildung wihrend der
Puls-Phasen, die bei der Ausle-
gung der Anlagen als Steigraum
berticksichtigt werden muss und
zusitzliche Kosten verursacht.
Durch die Schaumbildung treten
negative Folgen wie die Verringe-
rung des nutzbaren Reaktorvo-
lumens, verringerte Stoffiber-
gange und - im Falle von Uber-
schaumen - Austrag und Ver-
schmutzung von Anlagenteilen
auf. Chemische oder mecha-
nische Verfahren zur Schaumin-
hibierung sind jedoch im Le-
bensmittelbereich oft ungeeig-

net. Eine iibermafiige Beliftung
der Hefesuspension fithrt zu ei-
ner Schidigung der Hefezellen
durch oxidativen Stress. Oxida-
tiver Stress wird durch die Bil-
dung von reaktiven Sauerstoff-
spezies (reactive oxygen species,
ROS) hervorgerufen. Dieser
Sammelbegriff beschreibt eine
Reihe von reduzierten Formen
des molekularen Sauerstoffs wie
das Hydroxyl-Radikal (HO-) oder
das Hyperoxid-Anion (O,7) [1].
Ubersteigt die Bildung von ROS
den intrazelluliren Abbau wih-
rend des Stoffwechsels der Hefe,
konnen sie zu Schiadigungen an
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Nukleinsiuren, Proteinen, Lipi-
den und anderen Zellkomponen-
ten fithren [2]. Diese durch Uber-
beluftung hervorgerufenen
Schidigungen kénnen mit einer
Abnahme der Vitalitat und Via-
bilitit einhergehen und so die
Effizienz der Propagation redu-
zieren. Die Bildung von ROS ist
proportional zum Aufeinander-
treffen von Sauerstoffatomen
mit Redoxenzymen und damit
direkt abhingig von der Sauer-
stoffkonzentration des umge-
benden Mediums [3]. Eine Un-
terversorgung der
mit Sauerstoff geht mit nega-
tiven Folgen fur den Anabolis-
mus und die Lipidsynthese ein-
her. Zudem wird der anaerobe
Metabolismus durch zu geringe
Sauerstoffkonzentrationen be-
giinstigt, was zu einer erhéhten
Ethanolbildung fiihrt.

Vorteile angepasster Beliif-
tungsregimes

Wird die Beliiftung in richtigem
Mafle eingesetzt, tritt einerseits
kein oxidativer Stress auf, ande-
rerseits reicht die Sauerstoffver-
sorgung aus, um einer Limitie-
rung entgegenzuwirken. Insbe-
sondere bei Vorliegen hoher Zell-
zahlen ist es schwierig diese opti-
malen Prozessbedingungen
einzustellen. Wird der aerobe
Metabolismus wihrend der Pro-
pagation jedoch aufrechterhal-
ten, koénnen deutlich héhere
Ausbeuten an Biomasse erzielt
werden. Theoretisch ist so eine
Umwandlung von 54 % der vor-
handenen vergirbaren Zucker in
Biomasse méglich, wohingegen
unter anaeroben Bedingungen
nur ca. 7,5 % der Zucker in Bio-
masse umgewandelt werden [4].
Wie kann sauerstoffangerei-
cherte Luft eingesetzt
werden?

Um eine exakte und definierte
Sauerstoffversorgung ge-
wahrleisten und eine effiziente
Hefepropagation ermogli-
chen, liauft derzeit ein For-
schungsprojekt am Lehrstuhl fiir
Brau- und Getrinketechnologie,
welches sich mit der Anwendung
von  sauerstoffangereicherter
Luft befasst. Hierbei wird mittels
eines Membrantrennverfahrens

Hefezellen

zu

zu

der Stickstoffanteil in der zuge-
fuhrten Druckluft reduziert und
somit der Sauerstoffanteil im re-
sultierenden Gasgemisch erhéht.
Gasgemisch wird an-
schlieflend zur Belaftung der He-
fesuspension verwendet. Durch
die Verwendung von
stoffangereicherter Luft soll auf-
grund des héheren Konzentrati-
onsgradienten ein schnellerer
diffusiver Ubergang des Sauer-
stoffs in das Propagationsmedi-
um erfolgen und der benétige
Volumenstrom reduziert wer-
den. Dieser Effekt kommt beson-
ders bei hohen Zellzahlen mit
entsprechenden Sauerstoffver-
brauchsraten zum Tragen.
Experimentelle Untersu-
chungen

Abbildung 1 zeigt schematisch
das
und den Versuchsaufbau. Durch
die Verwendung eines Membran-
filters (Krinner Drucklufttech-
nik GmbH, Hohenbrunn bei
Minchen) zur Erhéhung der
Sauerstoffkonzentration fallen
deutlich geringere Kosten an, als
bei der Verwendung des tech-
nischen Gases. Weiterhin sind
neben dem Einbau der Filteran-
lage keine Anderungen an beste-
henden Gasleitungen und son-
stigen Versorgungsleitungen no-
tig.

Ziel war die Untersuchung des
Einflusses verschiedener Volu-
menstréme und Sauerstoffkon-
zentrationen der Beluftung auf
die Hefepropagation der Hefe
TUM 34/70. Es wurden unter
standardisierten  Anstellbedin-
gungen feste Puls-Pause-Zyklen
gefahren und unter anderem die
Substratkonzentrationen
Medium, das gebildete Schaum-
volumen, die Alkoholkonzentra-
tion sowie Viabilitit und Vitali-
tit der Hefe erfasst. Die Schaum-
héhe wurde mit einem Lasersen-
sor gemessen und das Schaum-
volumen tber die Geometrie des
Tanks bestimmt.
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4 Abb. 2 Relatives Schaumvolumen V , iiber die Prozesszeit. Das relative
Schaumvolumen entspricht dem Verhiltnis von Schaumvolumen zu Fliissigkeits-

volumen
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4 Abb. 3 Anteil der Propagation unter aeroben Bedingungen (Aerober Anteil)

iiber die Prozesszeit

Die Schaumbildung wurde als
Verhiltnis V,,; des Schaumvolu-
mens Vg, zum Flissigkeits-
volumen Vi im Propagator
ausgedriickt, wobei ein Wert von
Null einem schaumfreien Zu-
stand entspricht.

Diese Darstellung ermdéglicht die
Betrachtung der Schaumbildung
unabhingig von absoluten Wer-
ten und charakterisiert den be-
notigen Steigraum. Abbildung 2
zeigt den Zusammenhang zwi-
schen der Schaumbildung und
den Parametern Volumenstrom
und
der zugefithrten Luft. Die Sauer-
stoffkonzentration wurde zwi-
schen 21 % (normale Druckluft,
O, |) und 32 % Sauerstoff (sau-
erstoffangereicherte Druckluft,
O, 1) variiert. Einen wesent-
lichen Einfluss auf die Schaum-

Sauerstoffkonzentration

bildung hatte der Volumen-
strom, der in den dargestellten
Experimenten zwischen 0,5 NL/
min (niedriger Volumenstrom,
V'|) und 1,5 NL/min (hoher Vo-
lumenstrom, V 1) variiert wurde.
Bereits nach 12 Stunden war ein
deutlicher Unterschied zu den
Propagationen mit geringem Vo-
lumenstrom festzustellen. Bei
gleichem Volumenstrom fithrte
der Einsatz von sauerstoffange-
reicherter Luft zu einer gerin-
geren Schaumbildung bei unver-
anderter Pulsdauer.

Einfluss auf den metabo-
lischen Zustand der Hefe

In Abbildung 3 ist der aerobe An-
teil der Propagationen darge-
stellt. Der aerobe Anteil gibt als
dimensionslose Kennzahl den
Anteil der gesamten Prozessdau-
er an, in dem der Metabolismus
der Hefe nach Annemiiller [5] im
aeroben Bereich ablauft. Bis
Stunde 31 laufen alle Propagati-
onen aerob ab, was bedeutet,
dass die Puls-Phasen der ge-
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A Abb. 4 Sauerstoffgehalt als Leitgrofie zur Prozessfithrung.

pulsten Beluftung das Niveau
des Geldstsauerstoffs derart an-
heben, dass der Sauerstoffgehalt
des Propagationsmediums selbst
in den Pause-Phasen nicht unter
die Grenze zum anaeroben Be-
reich fallt. Mit steigender Zell-
zahl nimmt jedoch auch die Sau-
erstoffaufnahmerate derart zu,
dass eine Sauerstofflimitierung
in den Pause-Phasen auftritt. So-
wohl eine Erhéhung des Volu-
menstroms als auch der Sauer-
stoffkonzentration der Druck-
luft verzoégern die Sauerstoffli-
mitierungen wihrend der Pau-
se-Phasen durch eine stirkere
Sauerstoffanreicherung in den
Beliftungsphasen und ermégli-
chen so eine lingere Phase des
aeroben Metabolismus.
sondere bei geringen Volumen-
stromen, die zur Reduzierung

Insbe-

der Schaumbildung eingesetzt
werden, wird der Effekt der sau-
erstoffangereicherten Luft sicht-
bar. Hier ist ein deutlicher Un-
terschied des aeroben Anteils im
Vergleich zur Propagation mit
normaler Druckluft sichtbar. So-
mit verlingert die Verwendung
von  sauerstoffangereicherter
Luft die aerobe Phase der Propa-
gation und ein verbessertes
Wachstum kann erreicht wer-
den.

Einsatz von Regelungssyste-
men

Neben den gezeigten Untersu-
chungen mit  konstantem
Puls-Pause-Verhiltnis,
derzeit Propagationen durchge-
fithrt, bei denen ein konstanter
Sauerstoffgehalt im Medium ein-
gestellt und geregelt wird. Da-
durch wird der Einfluss der Sau-

werden

erstoffkonzentration auf die Vi-
talitat, Viabilitit und Hefezell-
zahl untersucht. Durch die Ent-
wicklung adaptiven
Regelungskonzepten  soll
schlieffend das Beluftungsregi-
me hinsichtlich Pulsfrequenz
und -dauer, Volumenstrom und
Sauerstoffkonzentration des
Gasgemisches, welches zur Be-
laftung eingesetzt wird, ange-
passt (sieche  Abbil-
dung4). Weiterhin wird unter-
sucht, inwiefern die Puls-Phasen
insbesondere gegen Ende des
Prozesses mit ansteigender Sau-
erstoffkonzentration der Zuluft
verkiirzt und dadurch die
Schaumbildung reduziert wer-
den kénnen. 4
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