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Programma NRLo-theuadag rtFeruentatLetechniekentt, L3 febr. L992.
Plaats: Eoofötantoor Divisie Melkunie va! CamPina ltelkunLe,

De Bleek 1, Ío€rden.

9.00 u Ontvangst

9.1"5 u Opening door Dr.Ir. J.ItÍ.P. Papenhuiizen

9.20 u Inleiding door Prof.Dr.Ir. C.T. Verrips

9.30 u BIok 1: Eo1id state feruentatie
Ir. J. BoI (TNo)

- Mevr. Drs. M.L.D. Hagemans (URL)

discussie

L0.30 u BIok 2: Ep1it strerrn processing
Ir. G. van den Berg (NIZO)

Ing. B.À.ItÍ. Hulshof (Campina-Melkunie)
dlscussie

l-l-. 30 u kof f ie

l-l-.45 u Blok 3! Geïnuobiliseerde micro-organismen

- Dr. !{.R. Smith, Prof.Dr. J.À.It{- de Bont (LUW)

- W. Swinkels (Bavaria)
discussie

L2.45 u lunch

L3.30 u Rondleiding door II{ONÀ produktiebedrijf

L5.00 u thee

15. L5 u BI"ok I I tlenbraan bioreactoren
- Prof .Dr.Ir. K.ch.A.It{. Luyben (TUD)
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Drs. F.À.M. Klaver (NIZO)

discussie

L6.L5 u Samenvatting door Dr. J'T'!'Í' I{outers

l-6.30 u Sluiting door Dr.Ir. J.It{' P' Papenhui)zen
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verslag NRIJO-thèmadag Itfementatietechniekenrr, 13 febr. 1992.

I{e1kom en Inleiding:
De themadag werd geopend door Dr.Ir. J.M.P. Papenhui)zen. Na een

woord van welkom werd nog eens kort het doel van de NRLO-

bijeenkomsten zoals deze uiteengezet, nl. het bij elkaar brengen
van participanten uit de industrie, instituten, universiteiten
en overheid.
Hierna werd het woord gegeven aan Prof.Dr.fr. C.T. Verrips die
het programma voor deze dag inleidde net een korte algemene

beschouwing van de vier onderwerpen welke aan de orde zouden
komen. De afzonderlijke onderwerpen (solid state fermentaties,
split stream processing, geimmobiliseerde micro-organismen en

membraan bioreactoren) werden belicht door de stand van zaken in
de trpast/present'r te vergelijken met hetgeen verwacht kon worden
voor de toekomst. De nadruk werd hiertoe gelegd op de

toepassingsgebieden (met name produktie van metabolieten, enzymen

en l-evensmiddelen, alsook verwijdering van toxische stoffen uit
bepaalde produkten). Na deze inteiding, waarbij de

fermentatietechnieken in een kader van ontwikkeling werden
geplaatst, werd begonnen met het wetenschappelijk gedeelte van
deze dag: de voordrachten.

SamenvattincÍ van de voordrachten:

Solid state fermentatie.

De heer BoI van TNo-voeding uit Zeist hield de eerste voordracht
van deze dag. Hij ging in op de hernieuwde belangstelling voor
de solid state fermentatie (SSF); waarop dit gebaseerd is, de

betekenis voor landbouw en industrie, de knelpunten.
Het toepassingsgebied van SSF is vrij breed: van compostering van
mest tot de produktie van fijnchemicaliën. Het zgn. Koji-proces
(zie bijlaqe 2) werd als voorbeeld gegeven van een SSF waarbij
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de overeenkomsten tussen andere SSF werd opgemerkt (bijv.
vermouting van gerst in de bierbereiding). De voor- en nadelen

van de SSF werden besproken. Specifieke voordelen zí1n o.a. de

Iage Àr (dus beperkte droogkosten en een geringere kans op

bacteriëIe contaminaties), eenvoudig verkrijgbaar medium, geen

afvalstroom en groei van micro-organismen onder natuurlijke
omstandigheden. Nadelen betreffen m.n. technologische problemen

(meet en regeltechniek, moeilijk te controleren warmteproduktie,
beperkte stofoverdracht) .

Nieuwe ontwikkelingen vinden plaats op het gebied van de

modeltering van SSF gebaseerd op laboratorium experimenten. Dit
Ievert vaak waardevolle informatie op die leidt tot meer inzicht
in de SSF. Vervolgens werden kort enkele toepassinlren van SSF

behandeld (in de milieusector, valorisatie, klassieke
toepassingen zoals champignon-kwekerijen en compostering,

agrificatie en de produktie van enzymen, farmaceutica etc' ) ' Tot

slot richtte de heer Bol de aandacht oP het grote knelpunt
waarmee het onderzoek SSF onderzoek de komende tijd mee te maken

zal- gaan krijgen, trI: het ontbreken van fundamenteel

technologische kennis van veel toepassingen van ssF.

Hij benadrukte het belang van een goede samenwerking en een

nultidisciplinaire aanpak door zowel de landbouwsector als de

industrie.

De tweede voordracht over het onderhrerp solid state fermentaties
werd gehouden door mevr. Hagemans van het Unilever Research

Laboratorium, Vlaardingen. De voordracht begon met een

beschrijving van de deegfermentatie en de specifieke eisen

waaraan zotn fermentatie moet voldoen voor de bepaalde produkten

(zacht luxe brood, stokbrood, hard klein brood).
De samenstelling van deeg en met name de suikerfractie in de

bloem werd besproken. De omzetting van deze suikers is bepalend

voor de fermentatie. Niet alleen COrr maar ook ethanol en andere

flavourverbindingen worden door de in het deeg aanhrezige gisten
geproduceerd.
De deegfermentatie begint met het kneden. Tijdens de kneding

worden S-bruggen tussen eiwitten (gluten) verbroken, wat
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resulteerd in een ltunfoldingtr, gevolgd door uiteindelijk hreer een

rrrefoldingrt. In feite wordt de structuur van het deeg zodanig

veranderd dat het geschikt is om gas (coz) vast te houden.

Tijdens het zgn rdoorslaanrt van het deeg wordt het aantal

gascellen vermeerderd, wat resulteerd in een beter rijsgedrag en

uiteindelijk in een veel betere structuur van het brood zelf'
Tot slot werd uitgebreid stilgestaan bij het feit dat bij
optimalisering van een broodproces sterk rekening gehouden moet

worden met de wensen van de bakkers zeLf! ÀIs voorbeeld werd een

dagplanning van een bakkerij getoond. Het bleek dat er eigenlijk
weinig ruimte over vras om een broodproces waarbij bijv' de

rijstijd sterk verkort is, in te passen in een bestaande

planning.

Discussie
Tijdens de discussie werd het probleem van uitdroging i.g.v. de

aerobe SSF gesignaleerd. Volgens Bol kunnen echter door gebruik

te maken van goede besproeiingstechnieken of door te aereren met

met HrO verzadigde lucht, de meeste problenen voorkomen worden'

De heer van den Berg van het NIZO hield een voordracht over de

boterbereiding volgens het zgn. NlZO-proces. Hij begon zí1n

voordracht net de bespreking van het traditionele boterproces,

waarbij als nevenproduct zure karnemelk werd verkregen' ÀIs

gevolg van oxidatieve processen IÀIas deze zure karnemelk slecht
houdbaar. Hierdoor ontstond de vraag naar een ander proces'

Gebonden aan een aantal voorríaarden waaraan voldaan moest worden

(zowel technologisch als (markt)politiek), werd het zgn. Booser

proces ontwikkeld. zoete melk werd gekarnd, ër er ontstond een

zoete boter waardoorheen een aromatische zuursel werd gekneed.

De aldus geproduceerde boter (Zwitterbutter) bezat echter geen

aroma (diacetyl). Bij het NIZO-proces ging men uit van een zoete

boter waaraan naast een aromatisch zuursel ook een
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zuurselpermeaat werd toegevoegd. Het bleek dat de op deze manier
bereide boter het meeste aroma (diacetyl) bezat hlanneer de pH 5.3
bedroeg. Optimalisering van het proces werd verkregen door aan

de zoete boter een sterk aromatisch zuursel tesamen met een

zuurselpermeaat toe te voegen, €D dan het geheel te kneden met

nög een aromatisch zuursel. Het aldus ontwikkelde proces is het
NIZO procedé wat rrwereldwijd" gebruikt wordt voor de bereiding
van ECHTE BOTER.

De heer Hulshof van Campina-Melkunie ging in zijn voordracht
vooral in op de praktische kant van het NIzo boterbereidings-
procedé. Hij begon met een schematische weergave van het gehele
procedé en vervolgens werden de restricties die gelden voordat
het produkt rrbotertr mag heten, alsook het marktaandeel van de

volgens het NIZo procedé bereide boter behandeld. De technische
kant van het produktieproces werd rniddels schematische tekeningen
uiteengezet. Specifieke aandachtspunten (het karnen van de room,

de temperatuurscontrole in de karntank, d€ zuurselbereiding en

de dosering van het toe te voegen zuursel) werden extra belicht.
De voordracht werd besloten met een opsomming van voordelen van

het NIZO procedé t.o.v. het traditionele proces.

Geimmobil iseerde micro-organismen.

De voordracht van de heer Smith van de Landbouw Universiteit
Wageningen startte met een algemeen inleidend verhaal over
geÍnmobiliseerde micro-organismen. De vormen van irnmobilisatie
(door binding aan dragermateriaal, crosslinking, matrix
tfentrapmentrr en gebruik van semi-permeabele membranen (net a1s

doel: ce1 retentie) ) werden genoemd, waarbij de nadruk gelegd
werd op matrix trentrapmenttr. De voordelen van irnmobilisatie
(continu processen, hoge celdichtheid, eenvoudiger product
rrrecoveryrt etc. ) alsook de nadelen ervan (kosten, massa-transport
Iimitaties, aanwezigheid van vrije cellen (a.g.v. doorgroei)
controleerbaarheid v.h. proces etc. ) werden tegen elkaar afgezet.
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De beperkte toepassing van geimmobiliseerde cellen kan deels
verklaard worden door de eventuele nadelen, echter, in veel
gevallen zou het gebruik van deze techniek kunnen leiden tot
verbetering van bepaalde processen.
Smith vervolgde zijn verhaal met nogelijke toepassingen van
geimmobiliseerde melkzuurbacteriën in de produktie van melkzuur,
starter cultures, f lavour-verbindingen ( diacetyl ), proteolytische
enzymen en bacteriocines. Resultaten van de produktie van
melkzuur door melkzuurbacteriën geimnobiliseerd middels
rrentrapmentrr of adsorptie aan een drager, alsook middels membraan
rrconf inementrr werden gepresenteerd. Hieruit bleek dat t. o. v.
produktie in batch fermentaties duidelijk meer melkzuur
geproduceerd kon worden. I.g.v. de produktie van geconcentreerde
starter cultures werd met name de rrentrapmentrr van cellen a1s

rnogelijk alternatief voor de traditionele produktiewijze genoemd.

AIs voorbeeld voor de produktie van flavour verbindingen werd de

diacetyl produktie door L.Iactis ssp lactis biovar diacetylactis
welke geÍmmobiliseerd zijn door alginaat rrentrapmentrr, kort
behandeld. Ten slotte werd de toepassing van geinmobiliseerde
melkzuurbacteriën voor de produktie van proteolytische enzymen

en bacteriocines als mogelijk alternatief genoemd voor de huidige
produktie processen.

ÀIs tweede spreker over geimmobiliseerde micro-organismen gaf de

heer Swinkets van Bavaria bv een voordracht over het gebruik van
geii.mmobiliseerde gistcetlen (op een vaste drager) in de bereiding
van atcoholvrij bier. Door de aanhrezigheid van iemand van de

concurrent Heineken vertelde de heer Swinkels slechts een
gedeelte van het geplande verhaal. Eerst vertelde hij iets over
bier in het algemeen, gevolgd door een uitleg over de behandeling
van de wort (vlbr extract van de mout), waarbij de verschillen
in de behandelingswijze voor normaal- en alcoholvrij bier werden
belicht. Í{ort bevat behalve een heel scala aan gewenste rrbier-
flavours[ ook een aantal minder gewenste smaakcomponenten. Met

name aldehyden hebben een negatieve smaakbijdrage. f.g.v. normaal
bier worden deze aldehyden verwijderd door trwortboilingtt en/of
de fermentatie. Voor de bereiding van alcoholvrij bier worden de
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aldehydes verwijderd door een reductie door gistcellen' Tijdens

het contact tussen de wort en de gist treedt gèèn vergisting (dus

geen alcohol productie! ) op. Er zijn op dit gebied diverse
methoden in gebruik, zoals o.a. het bekende rrcold contactrl
procedé. Bij Bavaria wordt voor deze aldehyd reductie gebruik
gemaakt van een als monolayer geÍrnrnobiliseerde gist oP een niet
poreuze drager. Deze gist wordt aan de wort toegevoegd en het

hele proces verloopt anaeroob (!). Het op deze manier gebrouwen

alcoholvrije bier heeft een betere smaak dan wanneer het tijdens
de fermentatie geproduceerde alcohol achteraf verwijderd wordt

(rniddels membraansystemen of thermische systemen) '
Het laatste deel van de voordracht werd gereserveerd voor een

technische uiteenzetting van de voordelen van het door Bavaria

gebruikte imnobilisatie systeem.

Membraan bioreactoren.

De voordracht van de heer Luyben van de Technische Universiteit
Delft ging over de toepassi-ng van membraan bioreactoren in
fermentaties. Na een korte algemene inleiding over het gebruik

van membranen voor cel retentie (ultrafiltratie, microfiltratie),
product rrrecoverytr (pervaporatie, perstractie, electrodialyse)
en toevoeging van nutriénten (trbelvrijer aeratie), werden de

diverse aspecten van de membraan bioreactor belicht aan de hand

van het voorbeeld van ethanolproduktie met bakkersgist' De

fermentatie betreft een fermentor gekoppeld aan microfiltratie
voor celretentie en pervaporatie voor ethanolwinning. De

ethanolproduktie in verschillende systemen (a11een continu
cultuur (CC), CC + rnicrofiltratie (Ut.) en CC + UF + pervaporatie
(PV) ) zijn met elkaar vergeleken, Het gecombineerde CC + MF + PV

proces leverde het beste resultaat op. Problemen die een rol
spelen bij een dergelijk systeem (zoals verhoogde viscositeit
a.g.v. de toename van de biomassa en het effect van de

temperatuurshock die optreedt tijdens de pervaporatie) werden

besproken. Vervolgens werd dieper ingegaan op het gebruik van een
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capillaire viscositeitsmeter om de biomassa concentratie rron

Iinerr te meten. Tot slot werd iets verteld over de

procesconfiguratie, opschalingsaspecten en de economische

haalbaarheid van een dergelijk proces. Momenteel is een

fermentatiesysteen wat bestaat uit cc + MF wè} economisch

haalbaar, terwijl voor toepassing van Pervaporatie membranen deze

eerst verder verbeterd zouden moeten worden (betere

selectiviteit, betere flux).

De laatste voordracht werd gehouden door de heer Klaver van het

NIZO. In deze voordracht werden een aantal toepassingen van

membraan bioreactoren (celrecirculatiereactor, dialysereactor)
in de zuivelindustrie besproken. Àchtereenvolgens werd de

produktie van melkzuur en van biomassa (zuurselconcentraat) in
een celrecirculatiefermentatie (cRF) besproken. De produktie van

melkzuur door Lactobacillus helveticus is in een CRF een factor
l-O hoger dan in een batchfermentatie (BF). Echter, d€ conc' in
de produktstroom is minstens een factor 2 lager. Dit leidt ertoe

dat bulk-productie van melkzuur met CRF geen economisch voordeel

biedt t.o.v. de BF. Voor de produktie van biomassa getdt dit
economische voordeel wel. Door het gevormde melkzuur, dat
groeiremmend werkt, continu te verwijderen, kon men in een CRF

een 6 maal hogere biomassa van Lactococcus lactis ssp cremoris

(zuurselconcentraat) krijgen dan in een BF.

De membraandialysefermentatie (MDf.) hlerd toegepast in de

bereiding van yoghurt en karnemelk. I.g.v. yoghurtbereiding werd

in twee compartimenten, gescheiden door een membraan dat

uitwisseling van laagmoleculaire verbindingen bewerkstelligt,
afzonderlijk L. delbrÈckii ssp bulgaricus en streptococcus

thermophilus gekweekt. Deze interactieve vorm van fermentatie
Ieidde tot een synergisne dat normaal ook optreedt indien beide

soorten gezamenlijk in melk worden gekweekt. Op deze manier kon

yoghurt gemaakt worden dat een geringere nazuring tijdens opslag

vertoonde. I. g.v. karnemelkbereiding trad eenzelfde synergistisch
effect op wanneer men in twee afzonderlijke compartimenten resp'

citraatvergistende- (t. diacetylactis of Leuconostoc) en niet
citraatvergistende (L.Iactis of L.crernoris) melkzuurbacterièn
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citraat gevormde
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deze manier kon een stabilisering van het uit
diacetyl bewerkstelligd worden.

Discussie
Tijdens de discussie over het blok rrmembraan bioreactorenrr kwam

het probleem van de verrruiling van de membranen nog eens naar

voren. Met name in de celretentie toepassing speelt dit. Echter,

volgens Luyben is het probleem niet zo heel groot. Reverse flow
kan in veel gevallen aI volstaan om verstopping van de membraan

te voorkomen. Verder werd gesproken over de toekomstverwachtingen
van verdere toepassing van membranen. Technisch moet het mogelijk
zijn om membranen te maken met een hogere specifieke
doorlaatbaarheid en/of net een verbeterd fluxpotentieel. Zulke

verbeteringen zullen de toepasbaarheid van membraan bioreactoren
zeker ten goede komen.

Sanenvatting.
In het samenvattend betoog van Dr. J.T.M. tíouters werden de deze

dag besproken onderwerpen als één geheel nogrmaals tegen het licht
gehouden. Hij greep terug naar de historie van de fermentatie en

vergeleek deze met de huidige stand van zaken. De heer Wouters

merkte op dat hoe complexer het fermentatie-produkt, hoe minder

kennis er bestaat over de technologie en de fysiologie van die
fermentatie. Hij onderstreepte dit door de op deze dag besproken

(praktijk)voorbeelden van fermentaties nog eens op een rijtje te
zetten. Naar oplopende complexiteit noende hij fermentaties ter
verkrijging van zltn. enkelvoudige produkten (ethanol, melkzuur,

aroma (diacetyl), biomassa voor zuursels), de gefermenteerde

voedingsniddelen (bier, yoghurt, worst, brood, Koji) en als
laatste de zeer complexe fermentaties zoals compostering en

grondreiniging. Het blijkt zo te zijn dat de meest complexe

processen vaak tot de oudsten behoren, terwijl tot voor kort
juist veel effort gestopt is in de ontwikkeling van nieuwe,

simpeler, fermentaties. Voor de ontwikkeling en begripvorming van

zowel oude als nieuwe fermentatietechnieken onderstreepte Wouters



het belang van:
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kennis over het uitgangsmateriaal
kennis van het biologisch agens

(bacterién, gisten, schimmels)
kennis over de produkteisen

Tot slot werd er nog gesproken over het gebruik van genetisch
gemodificeerde micro-organismen in met name de voedingsniddelen-
industrie en de comotie die dit onder de consument teweeg brengt.
Zonder het belang en de enorme mogelijkheden die de moleculaire
biotogie ons biedt uit het oog te verliezen, stelde Wouters dat
het zinnig is om vooral ook te blijven zoeken naar van nature
voorkomende gunstige eigenschappen van micro-organismen. Hij
refereerde daarbij naar een uitspraak van Kluyver die zeít

ItDe natuur biedt ons van alles, het is voor ons mensen

slechts zaak dit op te sporen. . . ! rr

Afsluiting.
Rond half vijf werd de NRLO themadag |tfermentatietechniekenrl

afgesloten door Dr.Ir. J.M.P. Papenhui)zen. Hij sprak van een

zeer nuttige bijeenkomst en onderstreepte nog eens het belang van

dit soort NRlo-themadagen.
De heer papenhui)zen bedankte iedereen die een bijdrage aan deze

dag had geleverd en de aanwezigen voor hun aandacht.

*
*

VIaardingetr,
24 februari L992.

Drs. D.J.c. van den Berg,
URL.
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Solid state fermentations:

Past/Present:

PresenUFuture:

Removal of
toxic or anti-
nutritional compounds

Incal Raw Matoriell

I

I

I
Indigenous Fermontod Foods

Incal Raw Materials

Enzymes
Metabolites

Healthy Foods
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Split stresm processing:

Past/Present: §ubstrate PruscntlWn

Composltc prv/lttct +- (Iuldal) fttt;trt/rdlotlr,
Aomu or hetcrcgenous)

Ferniented product SePatudla eÍ
(homogenous produc{) wbtra\ l; curtpottttdt



hmobilizod eells
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/"
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/
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Product

InmoHltrpd calls

I

+
Prduct

(morr purv; N3hrl. yíe@
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Membrane bioreactors:

Presentlhtture: (Liquid) substrate

I

I PnysuA separotion

I oÍ cells and substratc

I o, products
I

J
Product

(moro Purc; hlghor Ytclils)
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fr. J. BoI, Ing. w. KnoI (TNo-Voeding, Zeist)

tfEr i-s niets nieuws onder de zontt, aldus een veel gebruikt
gezegd,e. Dit kan ook gezegd worden met betrekking tot de

hernieuwde belangstelling voor vast-bed fermentatie (veelal
solid-state fermentatie, SSF genoemd). Het is inderdaad een
van de eerste vormen van fermentatie.
Waarop is deze nieuwe belangstelling gebaseerd ? Welke
betekenis heeft of kan SSF hebben voor landbouw en industrie
in de komende jaren ? Wat zí1n de knelpunten ?

DeZe vragen vormen het centrale thema van deze lezing.

Wanneer we de diverse vormen van SSF indelen, zaJ- blijken dat
de verschillende applicaties (te karakteriseren op basis van
vochtgehalte, selectiviteit, beheersbaarheid, e.d. ) een breed
toepassingsgebied bestrijken: van compostering van mest tot
productie van fijnchenicaliën.
Oe betekenis van de voor- en nadelen van SSF hangt in sterke
mate samen met de beoogde toepassing. Zo kunnen bijvoorbeeld
specifieke ecologische omstandigheden verantwoordelijk zí1n
vàor de inductie van een gelilenst enzym of voor de vorming van
speciale aromars. Economische voordelen kunnen voortkomen uit
het lage vochtgehgalte (geringe droogkosten) .

Technologisch gezien zijn de overeenkomsten bij de
uiteenlopende toepassingen soms opvallend groot; in dit
verband kan gedacht worden aan het vermouting van gerst en
productie van enzymen (koji).

Àfgaand op recent literatuuronderzoek zijn enkele nieuwe
ontwikkelingen waarneembaar. Eigen SSF-onderzoek van TNO

richtte zich tot voor kort eliminatie van 1) mycotoxinen en 2)

Ànti Nutritionele Factoren in veevoeder-grondstoffen. In
hetzelfde kader (valorisatie van landbouwgrondstoffen of
restst.romen) zijn er potentieel meer mogelijkheden:
delignificatie, stabilisatie, eiwitverrijking, ontsluiting
(verhoging verteerbaarheid, verhoogd rendement oliewinning),
etc. Het belang van SSF. bij agrificatie lijkt voor de hand te
liggen. Nader onderzoek lijkt gewenst.
In de milieusector vormen compostering (huishoudelijk en GFT

afval, champignons) en gebruik van compostfilters
toepassingen, die meer en meer aandacht krijgen. Grond-
reiniging is tevens een goed voorbeeld.
ontwiikeiing"., zijn gaande (o.a. bij TNo) om het SSF-principe
te benutten als alternatief productiesyteem (enzymen,
fijnchemicaliën). ,.

IFJFF
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Een belangrijk knelpunt, lraarmee het onderzoek op dit terrein
in toenemende mate mee te kampen zal- krijgen is het ontbreken
van fundamenteel technologisch inzicht en semi-technologische
faciliteiten. Afgezien van veel empirische know-how m.b.t.
compostering en vermouting, ontbreekt de technologische kennis
voor veel toepassingen (procesbeschrijving, meet- en
regelsystemen) .

Een goede samenwerking en een multidisciplinaire aanpak zullen
nodig zijn om de rnogelijkheden van SSF (voor de landbouwsector
en de industrie) goed te benutten. De afdeling Biotechnologie
van IBC-TNO heeft voor de komende jaren ruimte in het
onderzoekprogramma gecreëerd voor bovengenoemde aspecten van
SSF. Er zal daarbij worden getracht gemeenschappelijke
problematiek aan te pakken, dit in samenwerking met de
industrie en de universiteiten. Initiatieven zí1n genomen om
belangrijke (maar zeer kostbare) semi-technische apparatuur
voor het onderzoek beschikbaar te krijgen.

-2-
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Nieuwe mooeliikheden met solid-state fermentatie?

J. Bol & W. Knol (TNO-Voeding, Zeist)

* achtergronden

* huidige toepassingen

* nieuwe toepassingen
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DEFINITIE

.... microbiële groei en produktvorming op
of in een vaste matrix in afuezigheid (of

bijna afwezigheid) van vrij water
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GUNSTIGE ASPECTEN

- eenvoudig medium

- geringe kans op bacteriële contaminatie vanwege selectieve
wateractiviteit (Aw)

- reactorvolume gering

- organisme groeit onder natuurlijke omstandigheden

- geen afualstroom

- laag solvent verbruik bij extractie
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NADELIGE ASPECTEN

- meten en regelen is gecompliceerd

- warmteproduktie is moeilijk hanteerbaar

- stofoverdracht is beperkt

- sterke mechanisatie maakt proces duur

- weinig gegevens beschikbaar m.b.t. technologie



- 1-

\ we: (1)



-to-

Qo lr - ",\{i I '' l ooyopXo o/r - hA(T, - Tr)
Ws: (0)



-u-

SoeciÍtc oxvoen conzumplion role' (m mob-q/q-cell/h)
l§ut§aooö

ó
rO
o
{
:'
o.-ao
x
oo

=j

o

§

N

o)



E
H
e
a)
§
'Ë
o(n
oÍJ3
(9

? d ^./n

M*^-u

- ll'

20 40 60
ïme h)

a -a-o-r/r*



- t3-

^70D
ïeo

I

§so
3oo
à30
Ezo

Ëro:
8o

tol
40

30

20

lo

o

p
o
U)
I

E
tn
.=
L
:,

=.z
(,
o
o)
UII:
c,o

20 40
Time (h)40 80

Time (h)

Figure 6. ProÍile of cellulase activity during the solid state cultivation

of T. reesei QM9414 (lett panet) and S. celltilophi/run (right panel)

atvaryingwatercontents.Symbolsrepresenttheexperimentaldata
ancl solid lines the estimatecl values based on the mathematical

model. The symbols used for water content are the same as those

used in Figure 3.



milieu
compostering
biofilters
grondreiniging

va!órisatie
ontsluiting
verrijking
detoxificatie
mestverwerking

- l.r^

fermented foods
champignons
compost

agrificatie
oliezaden
ethanol

produktie
enzymen
farmaceutica
food/feed additives
fine chemicals
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ONTWIKKELINGEN VAN NIEUWE SSF.PROCESSEN

Biomassa Enzymen Metabolieten

bietenpulp cellulase(n) gibberellinezuur
koffiepulp B-glucosidase aflatoxine
aardappelschillen c-amylase 2-heptanon
banaanafual glucoamylase methylketon
citrusafual xylanase gluconzuur
tarwezemelen pectinase ethanol
roggestro fytase
sorgum rennet
CASSAVC

bagasse
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SOLID.STATE FERM ENTATIE

- intrigerende fermentatie-techniek

- interessante mogelijkheden voor nieuwe en bestaande
processen (natuurlijke additieven, agrificatie,
schone technologie)

- veel (technologisch) onderzoek nodig

- gebruik maken van bestaande kennis
(technologie vermotrting, koji-processen)
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bijlage 3

M.L.D. Hagemans. Unilever Research Laboratorium

Titel : FermenEaÈle van brooddeeg

Tijdens het broodbereidingsProces verandert het deeg van een comPacce

viico-elastische stof naar een sEof met schuimstrucEuur die cijdens hec bakken

overgaaE in een stof met een sPonssËructuur.
efhanketijk van her type (brood) deeg kan het 6 toE 13 keer in volume toenemen.

Tijdens dit hele proces is het deeg onderhevig aan tal van (bio)chemische en

fysische processen. Eén daarvan, de deegfermentatie, beginÈ Cijdens het kneden'
gaat door tijdens de deegopmaak en hec rijzen en eindigt in de laatste fase van

het bakken.

De CO2 produktle van de gist, oftewel de rijskracht, is heÈ gevolg van de

fernentatie van de in het deeg aanwezige vrije suikers. Daarnaast zorgË de

gist voor de evenzo belangrijke geur- en smaakstoffen of precursors hiervan-
in zuurdegen draagt voorai de fermenÈatie door melkzuurbacterién in belangrijke
mate bij aan de vorming van aromastoffen.

Het deeg is in staat het door de gist geproduceerde gas vast te houden en

daardooi in volume toe Èe nemen. Dit gashoudend vermogen is onder andere
afhankelijk van de bloemkwaliteit en toegevoegde hulpstoffen als oxidaÈoren,
emulgaËoràt "., enz)rmen. Ook ge manier van kneden en bewerken speelt een

belangrijke rol.

In deze presentatíe zaL de invloed van aL deze variabelen op het gehele
fermentatieproces kort bespoken worden.
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Kompacte massa

Schulm

Spong

rro !,'
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S.V.

0,9

3- 4

4 - 12
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Brood : lndeling naar specifiek volume,

Busbrood

Zacht luxe

Stokbrood

Hard klein

S.V,

brood l 
4 - 6

brood

7 r 10

9r 12
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ZETMEEL

BESCHADIGD ZETMEEL

SUIKERSKOOLHYDRATEN

EIWITTEN

LIPIDEN

MINERALEN

WATER

ENUYMEN

/

\

BLOEM

WATER

GI§T

ZOUT

GLUTEN

GLOBULINE/ALBI,IMINE

d-, ÍI-aMYLASES
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SAMENSTELLINO VAN DE SUIKERFRACTIE IN BLOEM

GLUCOSE

FRUCTOSE

SUCROSE

MALTOSE

OLIGO§ACCHARTDEN

0.0I

o.o2

0.ï9

o.o7

1.24

T

- 0.09

- O.OB

- 0.26

- 0.10

- ï.31
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SUIKERS IN BLOEM

ZETMEEL
DEXTRINEN
GLUCOFRUCTOSANEN

GLUCOSE
FRUCTOSE
SUCROSE
MALTOSE

0 ,p - AltyLAgEg

GLUCOSE
FRUCTOSE
MALTOSE

TOEGEVOEGDE
SUIKERS

MOUT
SUCROSE

A ,P - AMyLAgEg

NIEUW
CEL MATERIAAL

co2
ALKOHOL
etc.
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protein network (dough)
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Volume toename tUdene het broodbereldlngsproceg

Ovenkrlmp

Ovencprlng

Bulk TUcren

Rllc Rllc

NarUc Bakkcn
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vermeerdering van gascel Ien tijdens doorsl aan

A

c

A

B

C

: Gascel

: Deling
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doors J aan

gasceï
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Aktiviteit van gist in diepvries degen.

Opslag tild (dagen)

'stablele glet'Nlet stablele elat
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Split stream processing

Boterbereiding volgens het NfZO-proces
Àchtergronden en condities voor de ontwikkeling van dit proces

In het continentale deel van Europa werd vanouds zure boter
bereid door het karnen van gezuurde rcom. De karnemelk, die
daarbij ontstaat, is, aIs gevolg van oxydatieve processen,
slechts zeer kort houdbaar en \das daarom vaak moeilijk te
verkopen. Door het karnen van zoete room wordt zoete karnemelk
vrijgemaakt, die bijzondere toepassingsmogelijkheden heeft,
ook ten opzichte van ondernelk. Dit. wordt vooral veroorzaakt
door het karnproces, waarbij de vetbolletjes worden

beschadigd.
Bij het karnen van zoete room ontstaat ook zoete boter, welke
omgezet moet worden in zure. Dat betekent dat er
geconcentreerde preparaten moeten worden ingekneed om

voldoende verlaging van de pH van het serum in de boter en om

voldoende aroma van zure boter in het product te verkrijgen.
Een belangrijke aromacomponent, is het diacetyl, dat gevormd

wordt door bepaalde melkzuurbacteriën. Deze kunnen echter niet
groeien in de boter vanwege cie fysische structuur van hec
product, die nodig is om de groei van ongewenste bacteriën te
voorkomen. Er mag slechts een beperkte hoeveelheid van de

hierna genoemde hulpst.offen worden toegevoegd in verband met
de eisen, die aan de samenstelling van het product worden
gesteld.
Na een bepeelde ontwikkelingsfase is uiteindefijk een flexibel
proces ontstaan dat op brede schaal wordt toegepast. Hiervoor
zLln preparaten nodig in de vorm van zuurselpermeaat
(concentraat van het product van ae melkzuurbacteriën) en

aromatisch zuursel, bereid met behulp van zuurselconcentraat
(concentraat van de cellen van melkzuurbacteriën).

G. van den Berg
NIZO, afd. Technologie



-L-

NIZO-PROCES VOOR BOTERBEREIDING

(Achtergronden)

Traditionele zure boter

Probleem

Yoorwaarden voor oplossing

h[IZO-proces

Hulpstoffen
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Iraditionele bereiding
melk-t-

r00Ínm
I

pasteu nseren

(vet. melkzuut",
aromastoÍÍen,

zure, arsmaltsche
boter

lvet, ïi-elkzuur,
a romastoÍÍen,

bacteriën)

zu re
karnemelk

Ísp. vel. melk- :

zuur. aroma- 
i

stoíÍen. bacteriënl

gnten lzuursell

zuu rvorm ing.

vorming van

aromastoÍlen

zure r00m

xarne/
/knden
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TECHNOLOGISCIIE VOORWAARDEN

Bestaand Proces handhaven
Laog basisvochtgehalte
Conóentraat aromatische bestanddelen (diacetyt) of

aromavorming in Product
Levende mell«zuurbacteriën in product
concentraat zure bestanddelen (melhzuur)

pH in boterserum < 5.3
F[ine vochtverdeling

(MARKT) POLITIEKE VOORWAARDEN

Boter van tenminste gel[ike kwaliteit
Geen melkweemde stoffen
Gewenste omzettingen alleen m.b.v. onschadelijke

melkzuurbacteriën
Alleen in de zuivelindustrie aanvaarde fysische

processen
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Diacetylgehalte van boter (na 14 dagen bii 14'C);
indirect bereid met L.SVo mengsel van de zuursels 4125

en Fr19 Q:l) en verschillende hoeveelheden
zuurselpermeaat. Gemiddelde van 4 proeven.

diacetylgehalte (mg/kg)

pH 6.2 pH 5.7 pH 5.3 pH 4.7

L.0 1.6 2.4 L.8
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BEREIDING (GECONCENTREERD)
ZUT]RSELPER]VTEAAT

Lactosearme wei
U

Pasteuriseren
ll

Zuren (Lb. helveticus)
u

Weicultuur
u

Ultrafiltratie
lt

Permeaat
lt

IndamPen
u

Zuurselpermeaat (concentraat)
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bijlaqe s

Sanenvatting inleiding: split strean processing door ing. B.A.M.Hulshof

- Bij de bereiding van gezuurde boter wordt traditioneel een zuurselcultuur

gebruikt on de boter haar specifieke smaak te geven. Aan de hand van een

aantal sheets wordt een overzicht gegeven van deze vorn van traditionele
boterbereiding en een i.n de loop der jaren ontwikkelde nethode, bekend

onder de naao NIZO procédé. De voor- en nadelen van beide processen worden

besproken.

Bij de huidige stand van de wetenschap en techniek wordt het

boterbereidingsproces opgesplitst in een aantal separate deelprocessen. Het

doel van deze werkwijze is een vergelijkbare en zo oogelijk betere

kwaliteit, boter te verkrijgen in relatie tot de traditionele bereiding. De

deelprocessen omvatten: de bereiding van zuurselculturen, boter en

karnemelk. De praktische bereiding van de verschillende culturen, de

voorzorgen en controles welke gedaan kunnen worden, zullen besproken

worden, alsnede de wijze Haarop de dosering van de zuurselcult,uren in het

boterbereidingsproces plaats vindt.
gndat als gevolg van overschotten op de wereldmarkt, de,produktiekosten

enerzijds laag moeten blijven en anderszijds aan de kwaliteit steeds hogere

eisen worden gesteld, werd ook uede door de zuivelindustrie zelf gezocht

naar betere en efficiëntere produktienethoden.

Het beeld wordt gecoupleteerd door een schets van de ontwikkeling van

noodzakelijke en voor dit doel betrouwbare randapparatuur. AIs nevenprodukt

van de boterbereiding blijkt de zoete karnemelk door zijn sanenstelling

veel toepassingsnogelijkheden te hebben als grondstof voor verwerking in

andere zuivelprodukten

Tenslotte wordt de beheersing van de sanenstellingseisen van boter, de

kwaliteit van het produktieproces en de evaluatie van de bereikte

eindkwaliteit uit het split streauproces nader belicht.
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Overzicht inleidin8:

1. Proces: flowstresm nelh --) boter

2, Ssnenstelling en beoordeling gezuurde boter

3. §tatus in de landen vtn de EG

4. Zuurselbereiding: Bpparatuur en wer},wiize

5. Boterbereiding:
- beschriiving mechine en proces lncl.

zuurseldosering
ontwikleling randapparatuur

6, Yoorwssrden voor beheercing van: :

- samenstelling
r proceskwaliteit
- bgcteriologische especten

7 . Yoordelen NlZ0-proces (karnenetk)

8. Eveluetie einilproduttLwsliteit
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SAMENSTETTING GEZUURDE ONGEZOUTEN BOTER

vetgehalte min.' t2%
watergehalte Inax. | 6lo
vetvrije droge stof max. 2%

BEOORDETING OP:

consistentie (temp. behanrleling room)

geur en smaah (diacetyl > I nglkg)
uiterliik

nicrobiologische hoeilanigheitl
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I aanzuiging buitenlucht
2 voorÍilter
3 venlllotor
{ HEPA-Illter
5 stoomtoevoer
6 koelwatertoevoer
7 dampafuoer
I echakelpaneel

I
b

b

koetwateraíslulters (na handbedlende aÍslurter)

af sluiters beluchtingssysteem
openen vÖor a
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FR 19 ZUURSETBEREIDING 4/25

PASTEURISEREN
90'c 15'

ENTEN FB 19

NI ZO-cultuur

RIJPEN
18 uur, pH 4.8

PASTEURISEBEN
90' c t5'

ENTEN 4/25
NI ZO-cultuur

RIJPEN
18 uur, pH 4.8
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HEINZ WOLBERN
Feinwerk- und Messtechnik

WOLBERN
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I
\
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,
MESSTECHN K

Dosierstationen
dosing systems
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AI\DERE VOORDELEN MZO.PROCES:

l. Minder oxydatiegevaar

2. Minder kans op rrransrt

3. Consistentiebeheersing onafhankeliik van
aromavorming

4. Vr[iere zuurselkeuze

5. Meer flexibiliteit

6. Betere procesbeheersing

7. Minder kans op te dikke karnrijpe room

8. Betere beheersing samenstelling

9. Minder zuursel per kg boter nodig

N[Z@-
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THE APPLICATIONS OF IMMOBILIZED IACTIC ACID BACTERIA IN FERMENTATION
PRóCESsES.

Mark R. Snith and Jan A.M. de Bonc
Di.vision of InduscrÍal Microbiology, DeparEuenc of Food Science, AgriculÈural
University, PO Box 8L29, 6700 EV l.Iageningen.

FermenEacion processes are currencly based on the exploÍcacion of free,
growing microbial cells. For more Èhan a decade, however, ic has been
recognized chac che use of iunobilized nicrobial cells in chese processes tray
be advantageous. IunobilizaEion of cells involves che fixing on or in an inerÈ
carrier by one of three principal methods: encrapmenE, adsorpcion co a solid
supporÈ or physical restraint (by rnembranes or fibres). The advancages of
innobilized cells over free cells are:

* Ttreï can be used in conÈinuous processes in which che cells, also ac
high diluÈ1on raÈes, are reÈained in che bioreaccor

't High ceII densities can be enployed
* ProducÈs can be recovered more easily as Èhey are noc conErminaÈed by

biomass
* ltreir use generaËes less bionass and hence, processes involving

inrnobilized cells are more environnencally friendly

In spite of these advantages innobilized cells have been commercialized in
only a few lnsÈances. ïttis linlced use of iumobilized cells oay be parÈially,
buc by no treans enËirely, explained by inherenc disadvancages such as cost, of
imnobillzation and uass-cransfer linications creaced by rhe innobilization
macrix and by chè use of high cell densicies.

This presentation wilL provlde an inuroducclon Eo Ëhe use of innobilized cells
in fermencacion processes, highlighcing che Eypes of idnobilizacion and the
advant,ages and disadvanÈages Èhese offer. Ihe remainder of Ehe calk will
concenErace specifically on Èhe uses and poEenÈial uses of imnobilized lacÈic
acid bacceria.

I-actic acid bacceria are extensively ennployed in che nnanufacEure of fermented
foods from raw agricultural produccs (nilk, treac, vegecables, cereals).
AtEenpÈs co improve Èhese processes ere conscanEly being made. It may be
predicced, fron our currenÈ knowledge, ÈhaE Èhe use of innobilized cell
cechnology has a role Èo play in lnprovÍng laccic acid bacceria fermencacions.
In chis conEext aspect,s such as, Èhe generaEion of scable ruixed culEures, Ehe
use of continuous processes and Èhe specific produccion of food addiÈives
(proceolycic eÍrzymes, flavours, natural presenaÈives) from agriculcural
tracerials will be discussed.
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* Lactic acid production
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* Starter cultures
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* Flavour production
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-t0-

ocetyl-CoA

CoASH

TPPc ocid
àà.rràö

Diacetyl (2,3 - butanedione):

CHg- -CHg

Citric ocid

Acetic ocid

Oxoloocetic ocid

2 [=*.o,
eyrulri. o.ia

Iocetoldehyde-T PPJ

c
lr

o
c
lt
o

ct- ocetolocti

Diocetyl

NADH+H*

NAD +

NADH+H+

NAD f

2,3- Butylene glycol

FICURE l. Citrate fermentation pathway occurring in
Streptococcus lactissubsp. diacetylactis. Enzymes catalyz-
ing the numbered reactions are l, citrate lyase; 2, oxalace-
tate decarboxylase; 3, a-acetolactate synthase; 4, pyruvate
decarboxylase; 5, diacetyl synthase; 6, a-acetolactate decar-
boxylase; 7, diacetyl reductase; 8, acetoin reductase.

ocetoin
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* Bacteriocins
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W. Swinkels (Bavaria bv)

TÍtel : De produktÍe van alcoholwriJ bter

Er wordt een beschriJving gegeven van de worEbehandellng vroegèr en nu.

lJort is het vloeibare extract uÍt de mout.

Vervolgens wordt de huldlge worÈbehandeLing voor de produktie vàn nornaal bier

vergeleken met de wortbehandeling zoals die gebruikt wordt voor de produkcie

van alcoholvrlj bier. De wortbehandeling is essencieel voor het gebrulk van de

bioreactor r.raari.n geirnmobiliseerde gist is vast.gezet op een drager.

De voordelen van deze niet poréusè drager worden belicht.

Tevens worden de achtergronden en het gebrulk van de innobilisaÈietechniek

besproken en toegelicht waarom dit systeem zo geschikc is voor de produkÈie van

alcohofvrij bier.



Hi tte draf
Koude draf

Koel i ng

Temp. begin gi
Aantal gi stcel
Generati es

Gi stsoort
Convecti estromen
Gi sti ngsti j d
Processi tuati e

Procesbeheers i ng

Biologische zekerheid

GISTING

0ud

Koel schi p

Aanstel kui p

Langzaam

6à7
Stofgi st
Nauwel i j ks

L2-L4 dagen

0pen

l.lhi rpooï
Evt. cros-flow
centri fuges
Snel

3a4
Vl okgi st
Aanzi enl ij ke

7 dagen

Gesl oten
+

+

sti ng

I en/ml .

Ni euw



Worty fl avour comes from hi ghl Y

fl avour acti ve components

For the producti on of al cohol -free beer

i t shoul d be Possi bl e to i nfl uence

these components

A1 dehydes i n normal wort are reduced by:

Wortboi I i ng

Fermentati on



THE I-IOST IMPORTANT PAT}fi{AYS FOR

FLAVOUR ACTIVE COI.IPO}TE}ITS ARE :

strecker degradati on of ami no-aci ds:
branched carbonyl es such as i sobutanal ,
3-methyl -butanal , Z-Ínethyï -butanal
0xi dati ve degradati on of i sohumul ons
0xi dati ons of a] cohol s to al dehydes
Autoxydati on of fatty aci ds:
. Linear carbonyls such as pentanal

hexanal, heptanal, nonenal
Enzymatic degradation of lipids



REDUCING I.IORT ALDEHYDES BY YEAST

The yeast slurry cold contact
Anaerobi c procedure (patent Fel dschl osschen)

Aerobi c procedure (patent Mul I er)

The i mmobi I i zed yeast contact
Monol ayerimmobi I i zation (patent Cul tor-Bavari a)

Entrapped i n porous materi al (Ki ri r, Jijl i ch)



CARBONYLS

STRECKER DEGRADATION

3-Methyl -butanal 2-Methyl -butanal

Itntt o*

LIPID ROUTE

Heptanal

0utfl ow

(ppb)
Red.

(r)

74.2
91.7
63. 1

82.4
78. 0

Infl ow

(ppb)
0utfl ow

(ppu)
Red.
(%)

0utfl ow Red.
(ppu) (%)

I

llnflow
I

I (ppb)
i

16/ 10

19/ 10

22/10
zslL0
26/ L0

mean

Norma I

bear

(ppb)

90. 4
106. 5

93 .7
79. 5
66.9
87 .4

Rgd. =

23 .4
8.8

34.6
14.0
L4.7

372.
432.
358.
302.
258.
344.

113 .8
39.4

L96.2
75.4
81.4

101.2

60

69.4
90.0
45.3
75.1
68.5
70.0

7.9
6.7
8.6
8.2
6.8
7.619. 1 77 .9

1

2

5

6

4

0

2.8 64.6
3.4 49.3
4. 3 50.0
4. 1 50.0
4.7 30.9
3.9 49.0

20

Reducti on

4



TECHNICAL OR PHYSICAL METHODS

A. The membranesystems : - D'i al ys i s
Reverse 0smos i s

B. Thermi cal systems : - Centri therm
Fal I stream evaporati on



THE MONO LAYER IMMOBILIZED
YEAST SYSTEM VERSUS THE ENTRAPPED

IM},IOBILIZED YEAST SYSTEI-I

Mai ntai ni ng steri I i ty
Loading the reactor
Wash'i ng the carrier
Neutral i si ng the carrier
Yeast leaching
Downstream versus upstream
Al cohol producti on

Bi ndi ng of yeastcel I s
Bi omass producti on

Producti on steps



-9-
F}IGI{ $nAR @. LTD.
r-INNI'J'i{Ë

0pen structure
good accessibilitY

diffusion not limiting
fast adsorPtion

short cycle times



FT$G*{ SJqAN @. LTD.
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DEAE_
cellulose
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I

protein



Itr' FIi{rI3'J'i Aà
\ rl-

Rigid particle
not tompressible
Iow pressure droP

high flow rate
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TECHNOLOGICAL OR BIOLOGICAL METHODS

A. Immobi I i zed yeast systems
Cultor-Bavaria downflow packed bed reactor
Jill i ch, r€search center: fl ui di zed bed reacti on

upstream

B. Col d-contact system

C. Stopped fermentati ons
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T{E}ERAAIÍBIOREACTORBI VOOR FERI{ENTATIES

K.Ch.A.M. LuYben
vakgroep Bioprocesrechnologie, Technische universiceic Delft

Membranen kunnen op verschillende manieren worden geintegreerd met fermencaEies

ten einde de efficiency van het proces Ëe verhogen. Bekende CoePassingen van

membranen betreffen: celretentie voor produktiviteicsverhoging en de selektieve
produktverwijdering om de Processtrotren ce reduceren. Bii her kweken van dier-
ii3t" cellen kunnen membranen ook gebruikt worden voor de addicie van nuErien-

cen, bijv. voor bellenvrije beluchting'
In deze voordracht zullen de diverse aspekten van een oembraanbioreakcor worden

belicht. De fermenEatie betreft ethanolproduktie treE bakkersgist. Het sysEeeI[

beEreft een fermentor gekoppeld aan microfilUraUie voor celretentie en

pervaporaEie voor ethanolwinning. AchCereenvolgens kooen aan de orde:
* FermenÈacieresul Eaten :

- Verhoging van de produktiviteiÈ door celreÈentie'
- verhogirrg ,an de substraatomzec door produkrwinning.
- Modellering van hec geintegreerde Proces '

* Praktijk:
- vervtriling microfiltratie- en pervaPoratietrembranen.
- verhoging viscositeit door de hoge celdichcheid: problenen en toepassing in

de procesregeling.
- Recirculatie van microorganisoen: effect van een temPeratuurschok Cijdens

PervaPoratie.* ProcesontwerP:
- Procesconfiguratie en opschalingsasPecten'
- Intern volume van de oembraanseccie: mogelijkheden voor

de fermenÈaËie.
Toc sloc zaL de economie van een echanolprodukti-eproces met

geevalueerd.

bijTage B

optinalisacie van

membranen worden
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MEMBRANE BIOREACTORS

FOR FERMENTATIONS

K.Ch.A.M. Luyben
Dept. Biochem. Eng.
Delf t University of Technology
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MEMBRANE BIOREACTOR

Feed

Product stream

Cell bleed

Cell retention: UF, M['

+> iaerease in productiritY

Product recovery: PervaPoration, perstraetion
electrodialYsis

--* relatirely cheaP ÍecoYer7

-+> iaerease ia Íeed eoace.atratioa

--+ reduetioa oÍ proee§s flors

Addition of nutrients

e,g, bubble Íree aeÍatioa
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FERMENTATION RESUTTS

Summary of morima in the fermentations

Process scheme CC CC+MF CC+MF+P\I

Biomass concentation (ke/m31

Ethanoi in fermentor ftg/mo)

Ethanoi in pervaporate (ke/m3;

Glucose conversion (kg/ms)

Productivity (kg/mstr;

Fermentation interval (days) > I40

Selectivity pervaporation

Flux pervaporation (Vm2n1

Flux microÍiltation (Vm'h)

129

53

123

55

5.3

49

tI8

4.5

>56

>15

142

66

23r

358

32

>30

4.3

1.5

>15

Pervaporation module: hollow fibre, active layer: silicone (- I /zm).

MicroÍilfation module: hollow fibre, hydrophylic membranes,

pore diameter * 0.2 pm.
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EFFECT OF REPEATED TEMPERATURE SHOCK

60

' C etn"not
r-! \-' B iomass

l̂+o
I

I

I

80
kg/m3

20

T
T
J.

:[ I

t
:Ë I:E

5 0 5 10 15 20
"C

-r

'Loop 'Fermentor

i
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Biomass concentration

E Calibration with pressed yeast

o Fermentation data
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CONCTUSIONS

Membrane separations are flexible and sEaigh$orward unit-operations for use

in a fermentation.

Membrane bioreactors offer new prospects for process optimization.

The repeated exposure of cells to a new environment in the membrane
section can lead to undesirable effects.

A capillary viscositymeter is a usefuI tool for control of the biomass
concentration.

Ethanol fermentation

Cell retention by microfrltration leads to a lZ-fold increase in the productivity.

Product recovery by penraporation leads to a 3-fold increase of the substrate

conversion.

Biokinetic models also apply to membrane bioreactors.

Fouling problems occur with microfiltration membranes; no prolems with
peryaporation membranes.

Microfrltration is economically feasible; for an economic use of pervaporation

high-selective, high-flux membranes are needed.





TOEPASSING VAN MEMBRAANEIOREACTOREN IN DE ZUIVELINDUSTRIE

F.A.M. Klaver en J.M.K. Timmer,

Afdeling Microbiologie en Technologie, NIZO, Postbus 20, 6710 BA Ede.

Het gebruik van membraanbioreactor-technieken in de zuivel wordt besproken aan de

hand van enkele voorbeelden die op NIZO zijn onderzocht. Het betreft hierbij enerzijds

toepassingen van celrecirculatiefermentatie en anderzijds van interactieve Íermentatie (met

behulp van dialysefermentatiel.

Celrecirculatiefermentatie werd onderzocht om respectievelijk zuurselconcentraten
(geconcentreerde melkzuurbacterieculturen) en organische zuren (m.n. melkzuur) te produceren.

ln het eerste geval is het voordeel van celrecirculatiefermentatie ten opzichte van batchgewijze

dat tijdens het kweekproces lactaat, dat groeiremmend werkt, continu wordt verwijderd. Met

deze kweektechniek bleek het mogelijk culturen van lactococcen te produceren met een

5 à 6 keer hogere biomassaconcentratie dan de conventionele concentraten (ref . 1).

Het voordeel van celrecirculatiefermentatie ten opzichte van batchgewijze fermentatie voor de

produktie van melkzuur uit weipermeaat is dat melkzuurproduktiviteiten van tenminste een

factor 10 hoger kunnen worden bereikt. Bij experimenten met Lactobacillus helveticus bleek

echter dat de melkzuurconcentratie in de produktstroom minstens een factor twee lager is dan

bij batchfermentatie. Als gevolg hiervan is toepassing van celrecirculatiefermentatie voor

melkzuurproduktie slechts in een aantal gevallen economisch interessant lreÍ. 2l..

Bij de toepassing van de interactieve fermentatie-technieken (ref. 3 en 4l is uitgegaan

van een dialysemembraan dat uitwisseling van laagmoleculaire verbindingen (< 10 kD) tussen

rwee afzonderlijke kweekcompanimenten bewerkstelligt. Met dit systeem werden enkele

principevoordelen voor bereiding van gefermenteerde melkprodukten, met name yoghurt en

karnemelk, verkregen.

Bij gescheiden kweken van de yoghunbacteriën Streptococcus thermaphilus en Lauobacitlus

debr]ckiisubsp. bulgaricus in een dialysefermentatie systeem werd een volledig wederzijds

gestimuleerde groei van deze soorten geconstateerd, die normaal ook optreedt indien beide

soorten gezamenlijk in melk worden bebroed. Het voordeel van deze werkwijze is dat aldus

bereide yoghurt een geringere nazuring tiidens opslag vertoont dan het op conventionele wijze

bereide produkt.

Ten behoeve van karnemelkbereiding werden citraatvergistende lactoccoccen gescheiden van

niet-citraatvergistende lactococcen gekweekt. Een goede vorming van de aromastof diacetyl uit

citraat en uitwisseling ervan naar het produktcompartiment kon worden verkregen bij deze

kweekwijze. lndien het eindprodukt werd begast met zuuÍstof, was het diacetylgehalte van het

produkt langer stabiel tijdens opslag dan in een volgens conventionele wijze bereid produkt.

REFERENTIES

l. J.M.K. Timmer and H. Stegink. 'Use of membrane bioreactors for the production of

starter concentrates.' Membraantechnologie (nov/dec 1 988)3:24.

2. J.M.K. Timmer and J. Kromkamp. 'ProduC.tion of lactic acid in a membrane cell recycle

fermentor.' Proceedings of the EFB-Symposium 'Physiology of microorganisms grown at

high cell densities.'(Toulouse,F, 13-14 October, 1991;to be published by the French

Society of Microbiology, 1992).

3. F.A.M. Klaver et al.'lnteractive fermentation of milk by means of a membrane dialysis

fermentor: buttermilk.' Netherlands Milk and Dairy Journal (1992) in press.

4. F.A.M. Klaver et al, 'lnleractive fermentation of milk by means of a membrane dialysis

fermentor: yoghurt.' Netherlands Milk and Dairy Journal (19921 in press.
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