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The Microflora of Sourdough

VII. Communication: Yeast Composition of Sourdough Starters

Summary. The yeasts which occur in sourdough
starters (,Reinzuchtsauer) were investigated. The
research was carried out with ,Reinzuchtsauer” of
two different producers. The microorganism content
of the ,Reinzuchtsauer” amounted to 1.7x 10° to
1.4 x 10° yeasts and 2.0x 107 to 2.0 x 10® bacteria/g.
44 yeast cultures were isolated from the ,Reinzucht-
sauer”. These could be subdivided into four groups
from their morphological and physiological charac-
teristics. As a result of the identification they could
be assigned to the species Candida krusei (27 strains),
Saccharomyces cerevisiae (11 strains), Pichia saitoi
(2 strains), and Torulopsis holmii (4 strains).

Zusammenfassung, Es wurde eine Untersuchung iiber
die in den zum Anstellen einer Sauerteiggirung
verwendeten ,,Reinzuchtsauer” vorkommenden Hefen
durchgefiihrt. Die Untersuchungen wurden an ,,Rein-
zuchtsauern® zwei verschiedener Hersteller vorge-
nommen. Der Keimgehalt der untersuchten ,Rein-
zuchtsauer® belief sich auf 1,7x10° bis 1,4x 10°
Hefen/g und 2,0 x 107 bis 2,0 x 10® Bakterien/g. Aus
den ,Reinzuchtsauern” wurden insgesamt 44 Hefe-
Stdmme isoliert. Diese konnten anhand ihrer morpho-
logischen und physiologischen Merkmale in vier
Gruppen untergliedert werden. Die Befunde der im
weiteren zu ihrer Identifizierung vorgenommenen
Untersuchungen erlaubten eine Zuordnung der in
Reinzuchtsauern® auftretenden Hefen zu den Arten
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Candida krusei (27 Staimme), Saccharomyces cerevisiae
(11 Stamme), Pichia saitoi (2 Stimme) und Torulopsis
holmii (4 Stimme).

Die Sauerteiggérung ist ein kompliziertes biologisches
System, in dem Mikroorganismen verschiedenster Art,
mit unterschiedlichen Anspriichen und unterschiedli-
chen biochemischen Leistungen zueinander in Wech-
selbezichung treten. Soweit es die im Sauerteig auftre-
tenden Milchsdurebakterien anbelangt, wurden bereits
vor Jahrzehnten Untersuchungen zur Aufklarung der
beteiligten Arten eingeleitet. Die Frage nach den im
Sauerteig vorkommenden Hefen und deren Identitit
hat hingegen bislang keine befriedigende Aussage er-
bracht. Nur von wenigen Autoren ist eine genaue Klas-
sifizierung vorgenommen worden. Zumeist beschrink-
ten sie sich auf die Beschreibung einiger morphologi-
scher und physiologischer Merkmale. Die Nachfor-
schungen nach den Hefen des Sauerteiges fiihrten da-
her zumeist nur zu einer Einteilung in zwei Gruppen,
die als ,,grofle, runde bis ovale Formen mit gutem Giér-
vermogen, starkem Wachstum und Siurefestigkeit”
und ,kleine, runde bis ovale Hefen mit geringem
Wachstum und fehlendem bis sehr schwachem Gérver-
mogen® umschrieben wurden. Die groBzelligen Hefen
wurden aufgrund des hdufigen Auftretens, der starken
Triebkraft (Vergirung von Saccharose, Glucose, Fruc-
tose, Maltose und Raffinose), des grolen Vermech-
rungsvermogens, der physiologischen Eigenschaften
und der Saurcfestigkeit als eigentliche ,,Sauverteighe-
fen* angesehen [1, 2]. Soweit eine weitergehende Iden-
tifizierung vorgenommen wurde, fithrte diese zu einer
Zuordnung zu den Gattungen Saccharomyces, Hanse-
nula, Torulopsis, Mycoderma und Candida. Dabei wer-
den als typisch fiir den Sauerteig die Arten Saccharo-
myces ellipsoideus [3], Saccharomyces exiguus bzw. To-
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rulopsis holmii [4-6], Saccharomyces turbidans [4] und
S. marchalianus {4] beschrieben. Zudem beschrinken
sich die bisherigen Untersuchungen fiber dic an der
Sauerteiggirung beteiligten Hefen auf Spontansauer-
teige und Sauerteige. Der vielfach zum Anfrischen der
Sauerteige verwendete ,,Reinzuchtsauer” fand bislang
keine Behandlung. Diese Feststellung gab letztlich den
AnlaB fiir die im vorliegenden Zusammenhange zu er-
orternden Untersuchungen.

Material und Methoden

Die Ermittlungen tiber die Zusammensetzung der Hefeflora von
Reinzuchtsauern® erfolgten an Erzeugnissen von zwei Herstellern.

Die Untersuchung der ,Reinzuchtsauer” erstreckt sich auf den
pH-Wert und den Séuregrad [7]. Des weiteren erfolgt eine Ermittlung
der Keimzahl an Hefen und Bakterien nach der Kochschen Platten-
methode [7], unter Verwendung von Wiirze-Agar (Oxoid) und Sa-
bouraud-Glucose-Agar (Merck), als auch nach der Zahlkammer-
Methode [8§].

Zur Isolierung von Reinkulturen aus den jeweiligen Verdiin-
nungsstufen der GuBplattenkultur Hefekolonien abimpfen und auf
Wiirze-Agar als auch auf Sabouraud-Glucose-Agar Reinigungsaus-
striche durchfithren. Nach Bebriitung und Anwachsen der ausgestri-
chenen Kultur abermals Kolonien in Bouillon iiberimpfen und fir
weitere fiinf Tage bebriiten. Eine mikroskopische Kontrolle entschei-

" det, ob weitere Reinigungsausstriche erforderlich sind. Di¢ Reinkul-
turen auf Schrigagarréhrchen ausstreichen.

Zur Differenzierung der isolierten Hefen das Schema nach Lod-
der [9] als auch nach Beech et al. [10] heranziehen.

Die ermittelten morphologischen Merkmale beziehen sich auf
Kulturen in Morphologie-Bouillon [11]. Zusammensetzung der Mor-
phologie-Bouillon (g/1): Pepton aus Fleisch, tryptisch 5,0, Malzex-
trakt 3,0, Hefeextrakt 3,0, Glucose 10,0 (pH 4; mittels einer 25%igen
Essigsdure einstellen).

Riesenkolonie durch Auftragen eines Impfpunktes in die Mitte
einer mit Wiirzeagar (Oxoid CM 247) gefiillten Kulturschale und
Kultur bei 10 °C gewinnen.

Nachweis der Fihigkeit zur Bildung von Pseudomycel nach [11]
an einer Objekttragerkultur (25 °C, 3-4 Tage) auf Kartoffel-Gluco-
se-Agar (Merck, Art.-Nr. 10130).

Zur Initiierang der Bildung von Askosporen eine Kultur auf Fo-
well-Acetat-Agar [9], Gorodkowa-Agar [11] als auch auf Gipsblok-
ken [12] ansetzen und bei 25 °C bebriiten: Nach 3 Tagen erste Uber-
priifung auf Sporenbildung. Tritt diese im Verlauf von 2-4 Wochen
nicht ein, die Hefe als asporogen bezeichnen. Fowell-Acetat-Agar (g/
1): wasserfreies Na-Acetat 5,0, Kaliumjodid 2,3, Agar-Agar 20,0 (pH
6,5; mit 0,1 n-NaOH einstellen); Gorodkowa-Agar (g/l: Pepton aus
Fleisch 10,0, Glucose 14,0, Kochsalz 5,0, Agar-Agar 20,0; Herstel-
lung der Gipsbldcke: CaSO, x % H,0 mit Wasser zu gleichen Teilen
mischen und in konische Alu-Formen gieBen, trocknen lassen und
fiir 2-3 Std bei 120 °C trockensterilisieren.

Priifung der Vergdrung verschiedener Zucker in einem Grundme-
dium folgender Zusammensetzung vornehmen: 0,45% Hefeextrakt
(Oxoid), 0,75%, Pepton (Oxoid). Das Medium auf pH 6,4 einstellen.
Zu 5 ml in Reagenzréhrchen abfiillen und jeweils 2 m] sterilfiltrierte
Zuckerlosungen zusetzen: 6%ige Losung Glucose, Galactose, Sac-
charose, Maltose und Lactose, 8%ige Losung Melibiose, 12%ige L.6-
sung Raffinose. Beimpfen mit 1-2 Tropfen einer 24-48 Std altenKul-
tur in Morphologie-Bouillon. Im Verlauf von 10 Tagen (25 °C) tég-
lich auf Gasbildung priifen [10].

Uberpriifung der Assimilation von C-Verbindungen in einer ste-
rilfiltrierten. 0,67%igen Yeast-Nitrogen-Base-Losung (BBL Nr.
12101) unter Zusatz von 0,5% des zu testenden Substrates vorneh-
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men [10]. Beimpfen mit 0,1 ml einer gewaschenen Hefesuspension
und 24 Tage bei 25 °C bebriiten. Wochentlich auf Tritbung tiberprii-
fen [11].

Nachwels der Stirkebildung: Zu 9 ml einer 3%igen Glucoseldsung
1 ml einer 6,7%igen Yeast-Nitrogen-Base-Losung (BBL) geben. Me-
dium mit einer Ose voll Hefekultur beimpfen, Doppelversuch anset-
zen und nach 7 als auch 14 Tagen mit Lugolscher Losung (Merck,
Nr. 9261) auf Stérkebildung (= Blaufdrbung) priifen [10].

Nachweis der Sdurebildung: Glucose-Hefecxtrakt-Agar verwenden,
als Schriagagarréhrchen abzufiillen. Hefekultur ausstreichen und bei
25 °C bebriiten. Im Verlaufe von 10 bis 15 Tagen prifen, ob das trii-
be Medium sich klirt [11]. Glucose-Hefeextrakt-Agar (g/1): Glucose
50,0, Hefeextrakt 20,0, Schlammkreide (CaCO,) 5,0, Agar-Agar
20,0.

Nachweis der Assimilation von Nitrat: zu 0,5 ml einer 11,7%igen
Yeast-Carbon-Lésung (BBL, Nr. 11839) 4,5ml einer 0,78%;igen
KNO,-Losung geben. Beimpfen mit 0,1 ml einer 24-48 Std alten,
zweimal gewaschenen und mit 2 ml physiol. Kochsalzidsung aufge-
nommenen Kultur. 7 Tage bei 25 °C bebriiten, danach erneut 0,1 ml
iiberimpfen in 5,0 ml frisches Mediuvm und 7 Tage bebriiten. Starke
Triibung = Nitratassimilation [10}.

Ergebnisse

Die untersuchten ,,Reinzuchtsauer” waren durch einen
pH-Wert von 3,8 und einen Sduregrad bis zu 28,5 (Rz-
Sauer B) gekennzeichnet. Sie besaBen einen sduerlichen
bis stechend sauren Geruch. Entsprechend des nach
dem Kulturplattenverfahren ermittelten Keimgehaltes
stand die Keimzahl der Hefen zur Keimzah! der Sauer-
teigbakterien im Verhéltnis von 1:120 (Rz-Sauer A) bis
1:140 (Rz-Sauer B).

Aus den ,,Reinzuchtsauern® wurden insgesamt 44
Hefe-Reinkulturen isoliert. Diese konnten anhand ih-
rer morphologischen Merkmale und ihres physiologi-
schen Verhaltens in vier Gruppen einander &hnlicher
Stimme untergliedert werden. Eine dieser Gruppen
war in beiden Herkiinften nachzuweisen. Die Hefen der
drei anderen Gruppen traten jeweils nur in einem der
beiden Produkte auf (Tabelle 2).

Der Gattung Saccharomyces (Meyen) Rees zugeordne-
te Hefen des Reinzuchtsauers

Bei den Hefen, die nur in Reinzuchtsauern der Her-
kunft ,A“ auftreten, handelt es sich um Formen mit
groBen, runden bis ovalen Zellen, die multilateral
sprossen (Abb. 1). Diese licgen zumeist einzeln oder in
kurzen SproBketten vor; diploide Zellen wandeln sich

in Asken.mit 1 bis 4 runde,. glatte Sporen um.. Bei

Wachstum in Bouillon-Kulturen ist eine Triibung,
nach 24 Std auch ein Bodensatz, zu beobachten. Auf
der Oberfliche von Agarmedien bilden diese Hefen
gelbliche bis briunliche, schwach glinzende Kolonien
aus.

Die der Gattung Saccharomyces zugeordneten He-
fen vermdgen Glucose, Galactose, Saccharose, Malto-
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Tabelle 1. Mikrobieller Keimgehalt der untersuchten ,Reinzucht-
sauer”

Verfahren der Durchschnittlicher Keimgehalt/g

Keimgehalts-
ermittlung Hefen Bakterien
bei Reinzuchtsauer bei Reinzuchtsauer
A B A B
Kulturplatte 1,7x105  14x10°  20x107 20x10®
Thomakammer < 1,0x 10° 1,5% 108  39x10° 52x10°

Tabelle 2. Aus ,Reinzuchtsauern” isolierte Hefen und ihre systema-
tische Zuordnung
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Abb. 1. Morphologie einer der Gattung Saccharomyces zugeordneten
Hefe (400fache VergroBerung)

se und zu '/, auch Raffinose zu vergéiren. Eine Stérke-
bildung wurde nicht beobachtet. Werden die nachge-
wiesenen Merkmale (Tabelle 3) in Vergleich zu der von
Lodder [9] gegebenen Beschreibung gesetzt, dann er-
gibt sich eine Identifizierung als Saccharomyces cerevi-

Nachgewiesene Hefe sp. Anzahl Nachweis in
der Staimme Reinzuchtsauer
A B
Saccharomyces cerevisiae 11 X
Pichia saitoi 2 X X
Candida krusei 27 X
Torulopsis holmii 4 X

siae.

Tabelle 3. Die morphologischen und physiologischen Merkmale der aus ,,Reinzuchtsauern® isolierten Hefen

Merkmale

Saccharomyces cerevisiae

Pichia saitoi

Candida krusei

Torulbpsis holmii

Morphol. Merkmale

Zellform

Kolonie

Pseudomycel

Sporen

Biochem. Merkmale

Nitratassimilation
Saurebildung

Glucose
Galactose
Saccharose
Maltose
Lactose
Raffinose
Melibiose
Athanol

Rund bis oval

Gelblich-weif}, cremfarben
bis braunlich, schwach
gldnzend bis feucht

Sprofketten

Kugelig bis oval, glatt;
1-4 Sporen je Askus

Negativ
Positiv

Fermentation/Assimilation

+ +
+ +
+ +
+ +
© ©
1/3 +
S ©
© +

Klein, oval bis elliptisch

Briunlich mit weiller
matter Oberfliche,
gewellter Rand, z. T.
rhizoide Ausldufer
SproBverbinde mit
langgestreckten Zellen
am Rand

Kugelig bis oval, glatt;
2-4 Sporen je Askus

Negativ
Negativ

Fermentation/Assimilation

COODPOOD+
LR ONOROROJORORE

GroB, elliptisch bis
langgestreckt

Grau-weiB mit flachen
rhizoiden Ausldufern

Uppig, mit Blastosporen

Asporogen

Negativ

Variabel

Fermentation/Assimilation

(OJORORORONORORES
SR ONONOROXOXORES

Rund bis kurzoval

Bréunlich, erhaben glatt
mit gefurchtem Rand

Asporogen

Negativ
Positiy

Fermentation/Assimilation

DOZOD+ + +
+0+00+++
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Abb. 2. Morphologie einer der Gattung Pichia zugeordneten Hefe
(400fache VergroBerung)

Abb. 3. Morphologie einer der Gattung Candida zugeordneten Hefe
(400fache VergroBerung)

Abb. 4. Morphologie einer der Gattung Torulopsis zugeordneten He-
fe (400fache VergroBerung)

Der Gattung Pichia (Hansen) zugeordnete Hefen des
Reinzuchtsauers

Dieser Gruppe sind Hefen zugeordnet worden, die klei-
ne, ovale bis elliptische Zellen ausbilden (Abb.2). Sie
sprossen unregelmiBig, multilateral. Bouillon-Kultu-
ren zeigen eine Trilbung, nach 2-3 Tagen tritt eine
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schleimige Haut auf. Ebenfalls ist ein schleimiger Bo-
densatz zu beobachten. Die Kolonie auf der Oberfléche
fester Kultursubstrate ist von gelblich-brauner Farbe
mit matt-weiBer Oberfliche und stark gewelltem Rand,
z.T. treten rhizoide Ausldufer auf. .

Das Gérvermd&gen dieser Hefen ist sechr begrenzt.
Von den angebotenen C-Verbindungen vermochten sie
nur Glucose schwach zu vergéren. Die Assimilation be-
schriinkte sich auf Glucose und Athanol. Stirke wird
nicht gebildet (Tabelle 3). Den Angaben von Lodder [9]
zufolge sprechen diese Merkmale weitgehend fiir die
Art Pichia saitoi Kodama, Kyono Kodama.

Der Gattung Candida (Berkhout) zugeordnete Hefen
des Reinzuchtsauers

Diese Hefen geben sich durch ihre groBen, elliptischen
bis langgestreckten Zellen, die rundum sprossen und
verzweigte SproBverbdnde bilden, zu erkennen
(Abb. 3). Bei Kultur in Bouillon tritt eine Triibung mit
Ringbildung und eine schwach ausgeprigte Kahmhaut
auf. Es entsteht nur ein spéarlicher Bodensatz. Die Bil-
dung von Pseudomycel mit Blastosporen ist bei Hefen
dieser Art stark ausgeprigt. Die Kolonie auf der Agar-
oberfldche ist grau-weil} gefédrbt und besitzt eine matte
bis schwach glinzende Oberfliche mit rhizoiden Aus-
laufern.

Die der Gattung Candida nahestehenden Hefen
vergiren nur Glucose und vermdgen Glucose und At-
hanol oxidativ zu verwerten. Die Priifung auf Stirke-
bildung fallt negativ aus (Tabelle 3). Nach Angaben
von Lodder [9] treffen die ermittelten Merkmale fiir ei-
ne Hefe der Art Candida krusei (Cast.) Berkhout zu.

Der Gattung Torulopsis (Berlese) zugeordnete Hefen
des Reinzuchtsauers

Die sich als Vertreter der Gattung Torulopsis auswei-
senden Hefen sind kleinzellig (kleiner als S. cerevisiae)
und von runder bis kurz-ovaler Form (Abb.4). Eine
Sprossung erfolgt multilateral. In Bouillon-Kultur ist
dhnlich wic bei den aus Sauerteigen isolierten Hefen
der Art Saccharomyces cerevisiae anfinglich eine
Tritbung des Kulturmediums zu beobachten. Mit an-
dauernder Kultur bildet sich ein Bodensatz. Auf der
Oberfliache fester Kultursubstrate lassen sich diese He-
fen an einer cremefarbenen bis braunlichen Kolonie
mit glatter, glinzender Oberfliche erkennen.

Die Fermentation dieser Gruppe von Hefen be-
schrinkt sich auf Glucose, Galactose, Saccharose und
Raffinose. Gleichfalls vermdgen sie C-Quellen oxidativ
zu verwerten. Im Gegensatz zu S. cerevisiae tritt keine
Maltose-Fermentation und -Assimilation auf. Eine
Stirkebildung war nicht zu beobachten (Tabelle 3). Ei-
ne Hefe mit den beschricbenen Merkmalen ist nach
Lodder [9] als Torulopsis holmii anzusprechen.
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Diskussion

Dem biologischen Geschehen im Sauerteig liegen eine
Hefegdrung und eine Milchsiuregirung zugrunde. Ur-
sprilnglich war vornehmlich die von der Hefegirung
ausgehende Gasbildung und die daraus resultierende
Teiglockerung Zweck der Anwendung des Sauerteiges.
Seit der Jahrhundertwende wird der Sauerteig mehr
und mehr als Sduerungsmittel genutzt. Jedoch hat die
Frage nach den fiir die Sduerung ursiichlichen Bakte-
rien weitaus hiufiger eine Behandlung erfahren — und
die Kenntnisse tiber die in Sauerteig auftretenden
Milchsdurebakterien sind weitaus umfassender — als
die Frage nach den im Sauerteig vorkommenden He-
fen. Dies gilt insbesondere fiir den zum Anstellen der
Sauerteige verwendeten ,,Reinzuchtsauer®, iiber dessen
Hefeflora bislang noch keine Aussagen vorliegen. Wur-
de einmal die Frage nach den Hefen des Sauerteiges ge-
stellt, dann stand weniger der Nachweis der Hefearten
bzw. deren Klassifizierung im Vordergrund des Inter-
esses als das Auffinden einer girintensiven Heferasse.
Letztlich ist daher ein Vergleich der vorliegenden Be-
funde mit den Beschreibungen dlterer Autoren kaum
moglich.

Die beiden ,,Reinzuchtsauer®, die in die beschriebe-
nen Untersuchungen einbezogen wurden, finden in den
Béckereien der Bundesrepublik Deutschland verbreitet
Anwendung als Starter zum Ansetzen eines Sauerteiges
bzw. zur Einleitung der Sauerteiggirung. In einem vor-
angegangenen Zusammenhange konnte aufgezeigt
werden, dal} sich beide Produkte hinsichtlich ihrer Bak-
terienflora unterscheiden [13]. Wihrend die Reinzucht-
sauer der Herkunft B ein breites Spektrum homo- und
heterofermentativer Milchsdurebakterien enthilt, sind
in Reinzuchtsauern der Herkunft A nur zwei Arten he-
terofermentativer Milchséurebakterien vertreten. Zu-
dem findet sich eine der beiden Arten nur in den Rein-
zuchtsauern A vor. Wie nunmehr zuy erkennen, beste-
hen auch Unterschiede in der Zusammensetzung der
Hefeflora der von den beiden Produzenten angebote-
nen Starterkulturen. Zudem nehmen die nachgewiese-
nen Hefe-Arten einen unterschiedlichen Anteil an der
Population des jeweiligen ,,Reinzuchtsauers® ein. Bei
den im Reinzuchtsauer der Herkunft A vorherrschen-
den groBen, runden bis ovalen girfahigen Hefen (Sac-
charomyces cerevisiae ) handelt es sich um Formen, die
gleichfalls in sog. Spontansauerteigen nachzuweisen
waren [4]. Ebenfalls liegen fiir das Auftreten von Toru-
lopsis holmii (imperfecte Form von Saccharomyces exi-
guus) in Spontansauerteigen, in Sauerteigen von Biicke-
reibetrieben in Béhmen und Méhren als auch im ,,San
Francisco-Sauerteig®, der in den USA zur Herstellung
von “French bread” Verwendung findet, Hinweise vor
[4, 6]. Demgegentiber ist die Hefeflora des Reinzucht-
sauers B durch eine Hefe geprigt, die der Art Candida
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krusei zugeordnet werden konnte. Fiir das Vorkom-
men dieser Hefe in Sauerteigen gab es bislang keinen
Hinweis. Diese Aussage trifft auch fiir die in den Rein-
zuchtsauern beider Produzenten auftretenden kleinen,
ovalen bis langlichen Hefen der Art Pichia saitoi zu. Je-
doch sind sowohl Pichia sp. — und ebenso Candida sp.
— als Vertreter der Hefeflora des Getreidekornes und
des Mehles beschrieben worden [14-17].

Weiterfiihrenden Untersuchungen ist es vorbehal-
ten, eine Aussage iiber die Bedeutung dieser Hefen fiir
die Okologie des Sauerteiges und ihren Einflufl auf die
Sauerteiggirung, resp. auf die backtechnischen Eigen-
schaften der unter Verwendung dieser Sauerteige berei-
teten Brote zu finden.
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