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Ausgangssituation:

Osmotolerante Hefen (OtH) kénnen bei Zucker-
konzentrationen von 40 - 70 % wachsen und
werden oft aus hoch zuckerhaltigen Lebensmit-
teln und Rohstoffen, wie z.B. Marmelade, Zu-
ckersirup, Fruchtsaftkonzentrate, Trockenfrich-
te, Melasse, Marzipan und Honig, isoliert. Auch
Produkte, wie Dressings, Ketchup, Mayonnaise,
Soja-Sauce und Kondensmilch, gelten als anféal-
lig fir eine Kontamination mit diesen Hefen. Die
Stabilitdt hoch zuckerhaltiger Produkte hangt vor
allem vom aw-Wert, dem pH-Wert, dem Vorhan-
densein von Konservierungsmitteln und der
Temperatur ab. Durch die Weiterverarbeitung
kontaminierter Rohstoffe kénnen auch Lebens-
mittel betroffen sein, in denen das Wachstum
osmotoleranter Hefen nicht durch einen hohen
osmotischen Druck eingeschrankt wird. Die Be-
deutung der Kontamination durch OtH liegt in
der langsamen, Uber lange Lagerzeiten betracht-
lichen CO:2-Bildung. Gasbildung fihrt zum Ver-
derb der Produkte, z.B. bricht Marzipan auf. Ge-
schlossene Verpackungen bldhen auf (Bomba-
genbildung), platzen oder werden undicht. Durch
Temperaturwechsel kann es zur Kondensierung
von Wasserdampf auf der Oberflache von Pro-
dukten kommen, der das Wachstum osmotole-
ranter Hefen beschleunigt. Zudem kommt es
haufig zu sensorischen Veranderungen durch die
Bildung von Stoffwechselprodukten, wie Essig-
saure, Acetaldehyd und Lactat.

Hefen der Gattung Zygosaccharomyces gehodren
zu den am haufigsten isolierten Schadorganis-
men aus stark zuckerhaltigen Rohstoffen und
Lebensmitteln und werden oftmals mit einem
Lebensmittelverderb assoziiert. OtH bevorzugen
meist hoéhere Wachstumstemperaturen (bis
40°C) und sind in der Regel auch gegenlber
S0O2, Essigsdure und Konservierungsmitteln, wie
Benzoesdure oder Sorbinsdure, widerstandsfa-
hig.

Zum Nachweis osmotoleranter Hefen werden in
der Industrie bisher (berwiegend individuelle
~Hausmethoden” der Unternehmen angewandt
mit nicht optimierten Kulturmedien, Detektions-
zeiten von 10 bis 21 Tagen, einer nicht zuver-
lassigen Anzeige der Gasbildung und somit mit
nicht vergleichbaren Ergebnissen.

Der Lebensmittelindustrie entstehen durch den
Verderb zuckerhaltiger Lebensmittel hohe finan-
zielle Schaden. Die zeitnahe Detektion osmotole-
ranter Hefen hat Einfluss auf die Freigabe oder
Sperrung von Rohstoffen und Produkten und
damit auf Lagerzeiten und -kosten. Besonders
kleine und mittelstdndische Unternehmen sind
durch Kontaminationen ihrer Produkte mit OtH
und etwaige Reklamationen ggf. sogar in ihrer
Existenz geféhrdet. Ein zuverlassiger Nachweis
von OtH muss niedrige Keimzahlen erfassen, das
Gasbildungsvermdgen direkt anzeigen sowie
schnell (< 10 Tage) und standardisiert fir mog-
lichst viele OtH anwendbar sein, damit die Un-
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tersuchungsergebnisse vergleichbar sind.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, ein stan-
dardisiertes, kulturelles Verfahren zum sensiti-
ven und schnellen (< 10 Tage) Nachweis osmo-
toleranter Hefen unter Berlcksichtigung des
Gasbildungsvermdgens zu entwickeln, das ver-
gleichbare, zuverlassige Ergebnisse in verschie-
denen Matrices liefert.

Forschungsergebnis:

Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag in der
Entwicklung eines optimierten Kulturmediums
zum Nachweis osmotoleranter Hefen (OtH) der
Gattungen Zygosaccharomyces, Torulaspora,
Schizosaccharomyces und Debaryomyces. Die
Optimierungsstrategie zielte darauf ab, niedrige
Keimzahlen von 10 - 100 KbE/g bei maximaler
Garaktivitat in Nachweiszeiten von 3 - 7 Tagen
zu detektieren. Grundlage flir die Entwicklung
des optimierten Mediums waren vergleichende
Untersuchungen beschriebener Kulturmedien fir
OtH im RAMOS®-Parallelfermenter, bei der das
geeignetste Medium in Bezug auf schnelles
Wachstum und hohe Gasbildung ermittelt wur-
de. Im Anschluss wurden, ausgehend von einem
Grundmedium aus Glucose und Hefeextrakt,
Substanzen zur Férderung des Wachstums und
der Gasbildung zudosiert und im Parallelfermen-
ter untersucht. Besonders die Zugabe von Am-
moniumsalzen, Pepton, Malzextrakt und Thiamin
fihrte zu einem schnelleren Einsetzen der Ga-
rung und einer deutlichen Steigerung der maxi-
malen Géraktivitdt im Vergleich zu beschriebe-
nen selektiven Kulturmedien. Beispielsweise
konnte fUr 7. delbrueckii eine Reduktion um
47 h bis zum Einsetzen der Garung erzielt wer-
den. Die maximale CO2-Transferrate, ein Malf3 fur
die Garaktivitat der Hefen, wurde z.B. bei Z.
rouxii und T. delbrueckii um das 2,9-fache im
Vergleich zu den beschriebenen Medien gestei-
gert.

In Challengetests wurden 9 hoch zuckerhaltige
Matrices unter Berlcksichtigung von 10 und
102 - 10° KbE/g von Z. rouxii und T. delbrueckii
in optimiertem Kulturmedium im Parallelfermen-
ter untersucht. Insgesamt filhrten nur Produkte,
wie Honiggranulat, mit sehr niedrigen aw-
Werten, zu geringerem Wachstum und Gasbil-
dung im optimierten Medium. Die Inokulations-
versuche mit Z. rouxii und T. delbrueckii zeigten,
dass beim Vorhandensein niedriger Keimzahlen
(10 KbE/g) in Rohstoffen und Produkten Nach-
weiszeiten von 3 Tagen in optimiertem Medium
im Parallelfermenter moglich sind.
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Das entwickelte Kulturmedium konnte in auto-
matisierten kulturellen Systemen, wie BioLumix™
(IUL Instruments GmbH) und BacTrac 4300 (SY-
Lab GmbH), zum OtH-Nachweis eingesetzt wer-
den. Bei der Untersuchung von 100 KbE/ml
wurden Nachweiszeiten von 20 h (Z. rouxii) bis
35 h (7. delbrueckii) realisiert. Somit wird den
Betriebslaboren zuckerproduzierender und -ver-
arbeitender Unternehmen die Madoglichkeit eines
schnellen Nachweises osmotoleranter Hefen in
Form eines routinetauglichen, optimierten
Nachweissystems an die Hand gegeben. Die Un-
tersuchungsergebnisse machen deutlich, dass
die Nachweiszeiten zur Detektion langsam
wachsender Hefen, wie 7. delbrueckii, unter
Einsatz des entwickelten Kulturmediums ver-
kirzt werden kénnen. Das im Forschungsantrag
angestrebte Ziel des Nachweises von OtH in 3 -
7 Tagen wurde erreicht.

Im Rahmen einer Feldstudie wurde das optimier-
te Kulturmedien im Vergleich zu den hausinter-
nen Kulturmedium fir OtH in 7 Betriebslaboren
von Unternehmen des Projektbegleitenden Aus-
schusses eingesetzt. Unter Einsatz des optimier-
ten Kulturmediums konnten in insgesamt 188
Untersuchungen 47 Kontaminationen mit OtH
nachgewiesen werden, wahrend mit den hausin-
ternen Methoden nur 39 detektiert wurden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Das Forschungsprojekt und die erzielten Ergeb-
nisse sind von branchenlUbergreifender Bedeu-
tung. Die Untersuchungen lieferten Daten und
Methoden, die kleine und mittelstandische Un-
ternehmen aus eigener Leistung aufgrund feh-
lender Forschungskompetenzen und -kapazitaten
selbst nicht generieren kénnen. Die Ergebnisse
sind relevant fur alle Unternehmen, die zucker-
haltige Lebensmittel herstellen oder verarbeiten,
besonders im Bereich der SiRBwaren- und Ge-
trankeindustrie (Fruchtsafthersteller). Der Einsatz
des optimierten Kulturmediums gewahrleistet
Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Befun-
den und hilft, Ruckrufaktionen, Rechtsstrei-
tigkeiten und Schadensersatzleistungen zu redu-
zieren. Vor allem in Hinblick auf eine Verkilirzung
der Lagerzeiten bis zur Freigabe ist der Einsatz
eines derartigen Verfahrens interessant. Dariber
hinaus profitieren auch Dienstleistungslaborato-
rien von den im Projekt entwickelten Methoden
und Verfahren, da sie hierdurch ihr Dienstleis-
tungsportfolio erweitern kdénnen. Entscheidend
ist, dass die Befunde unterschiedlicher Labore
vergleichbar werden.
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