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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aufgrund der wachsenden Weltbevdlkerung, des anhaltenden Klimawandels und der damit ein-
hergehenden Folgen wie Hungersnoten oder Naturkatastrophen steigt die Nachfrage nach nach-
haltig und zuverlassig produzierbaren alternativen Proteinquellen. Insekten, wie die Larven der
Schwarze Soldatenfliege (engl.: black soldier fly larvae (BSFL)), spielen hierbei besonders in der
Futtermittelindustrie eine grofie Rolle. Aber auch die Forschung an Alternativen fiir die Huma-
nerndhrung ist weit verbreitet. In diesem Zusammenhang konnten Pilze der Abteilung Basidio-
mycota in der Zukunft eine tragende Rolle einnehmen. Die Fruchtkorper verschiedenster Speise-
pilze werden weltweit in grofen Mengen verzehrt und aufgrund ihres einzigartigen Geschmacks
geschatzt, doch auch das Myzel erfahrt ein immer grofier werdendes Interesse in der Lebensmit-
telindustrie. Durch ihr einzigartiges Enzymportfolio sind die Pilze im Stande, lignocellulosehaltige
Biomasse, zu der eine Vielzahl der Seitenstrome der Lebensmittelindustrie gehoren, zu verwerten

und in proteinreiche Lebensmittel umzuwandeln.

Die Seitenstrome der Palmolindustrie, empty fruit bunches (EFB) und Palmkernmehl (PKM) sind
reich an lignocellulosehaltigen Fasern und sollten als Futtersubstrat fiir die BSFL eingesetzt wer-
den. Diese konnen nachfolgend als Futtermittel verwendet werden. Es wurde eine Fermentation
mit den Weifd3faulepilzen Bjerkandera adusta, Marasmius palmivorus und Irpex consors auf einer
Mischung dieser Seitenstrome in Festbettkultivierung durchgefiihrt, um die Verdaulichkeit fiir die

BSFL zu steigern.

Zur Optimierung der Fermentation wurden das Pilzwachstum, der Lignin- sowie der Proteingeh-
alt der Substrate und Fermentationsprodukte analysiert. Im Zuge dessen zeigte sich, dass lediglich
eine Fermentation der EFB zielfithrend war. Durch nachtragliche Beimischung des PKM wurde
verhindert, dass die Pilze wertvolle Nahrstoffe aus dem PKM metabolisierten und das Lignin der
EFB zum Biomasseaufbau nutzten. Der Gesamtligningehalt wurde durch die Pilze nicht verringert.
Allerdings wurde ein Teil des sdureunléslichen Lignins in sdurelosliches Lignin abgebaut. In Fiit-
terungsversuchen stellte sich heraus, dass die BSFL das mit B. adusta fermentierte Futtersubstrat

bevorzugten und sich signifikant schneller entwickelten.

Das Myzel von Pilzen der Abteilung Basidiomycota kénnte allerdings aufgrund der erhéhten
Nachfrage nach alternativen Proteinquellen in der Humanernahrung auch als Lebensmittel einge-
setzt werden. Auch hierbei kénnen lignocellulosehaltige Seitenstrome als Wachstumssubstrat

dienen.

Nach einem Screening mit 22 Speisepilzen auf Agarmedien aus unterschiedlichen Biertrebersor-
ten als alleiniger Nahrstoffquelle wurden Pleurotus eryngii und Pholiota nameko auf Grundlage

ihrer Wachstumsgeschwindigkeit und Geruchseindriicke ausgewahlt und submers in unter-



Zusammenfassung

schiedlichen Pilsener-Treber- und Weizenbiertreber-Medien kultiviert. Die Fermentationen wur-
den teils optimiert und die erhaltenen Produkte unter Beriicksichtigung unterschiedlicher As-

pekte naher charakterisiert:

Flir den Pilz P. eryngii wurde das Kulturmedium optimiert, um einen moglichst hohen Pilzgehalt
und eine gute Proteinqualitdt im Fermentat zu erhalten. Der hochste Pilzgehalt mit iiber 65%
wurde bei einem Substrateinsatz von 2,5 g Biertreber pro Liter erreicht. Bei einer so geringen
verwendeten Menge ist allerdings der Recyclingaspekt von in Tonnen anfallenden Nebenstromen
zu hinterfragen. Die biologische Wertigkeit unterschied sich in Abhédngigkeit der Substratkonzent-
ration dagegen kaum und lag bei 88 bis 89.

Die Medienoptimierung fiir P. nameko wurde analog zu den Experimenten mit P. eryngii durchge-
fiihrt. Dariiber hinaus wurde das Aroma der Kulturen mit ansprechenden Geruchseindriicken mit-
tels GC-MS-O analysiert. Im Anschluss wurde der Glutengehalt analysiert, welcher innerhalb von
14 Kulturtagen um 99,55% abnahm. Dies senkt das allergene Potential der Fermentationspro-

dukte und erhoht somit ihr Anwendungsspektrum.

Aufgrund des geringen allergenen Potentials von Speisepilzen und der nachgewiesenen hohen
Proteinqualitdt der Fermentate eignet sich neben den Fruchtkdrpern auch das ressourcenscho-
nend produzierbare Myzel als alternative Proteinquelle. Bei der Produktion von Myzel ist, wie bei
der BSFL ein vertikales, platzsparendes System denkbar, jedoch steht die Zulassung der Mycelien
als Novel Food durch die Europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) noch aus. Mit
der Zulassung der BSFL als Futtermittel in der Européischen Union wurden die rechtlichen Vo-
raussetzungen der Umsetzung des Projekts zum Recycling der Palmdlseitenstrome geschaffen.
Das Upscaling der Fermentation in Metallcontainern konnte erfolgreich durchgefiihrt werden.
Fermentation und Insektenzucht konnten direkt in den Palmol-produzierenden Landern erfolgen,
um eine Wertschopfung vor Ort zu erzielen und Transportkosten der Rohstoffe EFB und PKM zu
vermeiden. Die Insektenzucht ist durch ein vertikales Zuchtsystem platzsparender als der Anbau
pflanzlicher Futtermittel fiir die Nutztierhaltung. Auf diese Weise lief3e sich auch die Konkurrenz

um die Nutzung von Agrarflichen (Nutztier- vs. Humanerndhrung) minimieren.
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Abstract

Abstract

With a growing world population, the climate change and its consequences such as famine and
natural disasters, there is an increasing demand for sustainable and reliable alternative protein
sources. Insects, such as the larvae of the black soldier fly (BSFL), play an important role in the
feed industry. But research addressing alternatives for human nutrition is also widespread. Fungi
from the division Basidiomycota could play a leading role in the future. The fruiting bodies of
various edible mushrooms are consumed in large quantities worldwide and appreciated for their
unique taste. But the mycelium is also attracting increasing interest from the food industry. Due
to their unique enzyme portfolio, fungi are able to utilise lignocellulosic biomass, including many

side streams of the food industry, and convert it into protein-rich food.

The palm oil industry side streams, empty fruit bunches (EFB) and palm kernel meal (PKM), are
rich in lignocellulosic fibre and should be used as a rearing substrate for BSFL. These may
subsequently be used as feed. Solid state fermentation with the white rot fungi Bjerkandera
adusta, Marasmius palmivorus and Irpex consors was carried out on a mixture of these side streams

to increase the digestibility for BSFL.

To optimize the fermentation process, fungal growth, lignin and protein contents of the substrates
and fermentation products were analyzed. It was found that only fermentation of the EFB was
effective. The subsequent addition of PKM prevented the fungi from metabolizing valuable nutri-
ents from the PKM and ensured that the lignin from the EFB was used to build biomass. The total
lignin content was not reduced by the fungi. However, some of the acid-insoluble lignin was con-
verted to acid-soluble lignin. Feeding trials showed that BSFL preferred the fermented substrate

with B. adusta and developed significantly faster.

Apart from that, the mycelia of fungi from the division Basidiomycota could also be used as food
due to the increasing demand for alternative protein sources in human nutrition. Again, agro-in-

dustrial lignocellulosic side streams can be used as growth substrates.

After screening 22 edible fungi on agar media prepared from different brewer’s spent grains as
sole nutrient source, Pleurotus eryngii and Pholiota nameko were selected on the basis of their fast
growth and attractive odour impressions and cultivated submerged in different pilsner and wheat
beer spent grain media. The media were optimized and the products obtained were characterized

in more detail, taking into account various aspects:

For the fungus P. eryngii, the culture medium was optimized to achieve the highest fungal content
and a high protein quality of the fermentate. The highest fungal content of over 65% was achieved
with a substrate concentration of 2.5 g brewer’s spent grains per liter. However, with such a low

input, the recycling aspect of the side streams products produced in tons is questionable. On the
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other hand, the biological value did not vary much with substrate concentration, ranging from 88

to 89.

Medium optimization for P. nameko was carried out in the same way as for P. eryngii. In addition,
the aroma of the cultures was analysed by GC-MS-0. The gluten content was reduced by 99.55%
within 14 days of cultivation. This reduces the allergenic potential of the fermentation products

and thus increases the range of applications.

Due to the low allergenic potential of edible mushrooms and the proven high protein quality of
the fermentates, the mycelia, which can be produced in a sustainable manner, are suitable as an
alternative protein source. The production of mycelium can be done in a vertical, space-saving
system, as with BSFL, but the EFSA has yet to approve mycelium as a novel food. With the approval
of BSFL as an animal feed in the European Union, the legal requirements for the implementation
of the palm oil side stream recycling process have been met. The upscaling of the fermentation in
metal containers was successfully completed. Fermentation and insect breeding could be carried
out directly in palm oil producing countries to add value locally and avoid transport costs of the
raw materials EFB and PKM. Insect farming is more space efficient than growing vegetable feed
for livestock because of the vertical farming system. This would also minimize the competition for

agricultural land (livestock vs. human food).
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkitirzungsverzeichnis

Alle verwendeten Abkiirzungen, mit Ausnahme der in Tabelle 5 aufgefiihrten Organismen, sind

im Folgenden aufgefiihrt.

AARes

AAS
AIL
API
AS
ASL
BSF
BSFL
BSG
BW
CAR
CBS
CIS
CMC
CS
DAD
dd
7-DHC
DIN
2,6-DMP
DNS
DPQ
DSMZ
DVB
EAAI
EFB
EFSA

ELISA
ESEM

Aminosadurerest, wenn aus dem Gehalt das Wassermolekiil der Peptidbin-
dung subtrahiert wurde (engl.: Amino Acid Residue)
Aminosaureindex (engl.: Amino Acid Score)

sdureunlosliches Lignin (engl.: Acid-insoluble Lignin)

Alternative Protein Indonesia

Aminosaure

sdurelosliches Lignin (engl.: Acid-soluble lignin)

Schwarze Soldatenfliege (engl.: Black soldier fly)

Larve der Schwarzen Soldatenfliege (engl.: Black soldier fly larvae)
Biertreber (engl.: Brewer’s Spent Grains)

Biologische Wertigkeit

Carboxen

Westerdijk Fungal Biodiversity Institute

Kaltaufgabesystem (engl.: Cold Injection System)
Carboxymethylcellulose

Chemischer Index (engl.: Chemical Score)

Diodenarraydetector

bidestilliert

7-Dehydrocholesterol

Deutsches Institut fiir Normung

2,6-Dimethoxyphenol

Dinitrosalicylsaure

3,3%-5,5‘-Tetramethyl-4,4-biphenylchinon

Deutschen Sammlung von Mikroognismen und Zellkulturen
Divinylbenzol

Essentieller Aminosaure-Index (engl.: Essential Amino Acid Index)
Leere Fruchtstiande (engl.: empty fruit bunches)

Europaische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (engl.: European Food Sa-
fety Authority)

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Rasterelektronenmikroskop (engl.: Environmental Scanning Electron Mi-

croscope)

XII



Abkiirzungsverzeichnis

FAO Ernahrungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen

(engl.: Food and Agriculture Organization of the United Nations)

FAM Falk Amelung

FB Fed-Batch (engl. fed fiir ,gefiittert und batch fiir ,Stapel”)

FCKW Fluorchlorkohlenwasserstoffe

FKW Fluorkohlenwasserstoffe

FID Flammenionisationsdetektor

FPR Florian Prell

FSME Fettsduremethylester

GC Gaschromatographie
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1. Einleitung

1.1 Hintergrund

Im Jahr 2019 lag die Weltbevolkerung bei 7,7 Milliarden Menschen. Von 1994 bis 2019 sind zwei
Milliarden Menschen hinzugekommen, was an der erhohten Geburtenrate, im Vergleich zur Ster-
berate vor allem in den Entwicklungslandern lag. Bis 2030 soll die Weltbevélkerung laut Vorher-
sagen der UN auf 9,7 Milliarden Menschen ansteigen. (United Nations 2019) Um dem mit diesem
Wachstum einhergehenden anhaltenden Hunger auf der Welt entgegenzuwirken, bedarf es nach-
haltiger Alternativen der Lebens- und Futtermittelproduktion. Von den 35,7 Mio. ha Flache in
Deutschland werden zurzeit 46% (entsprechen 16,6 Mio. ha) landwirtschaftlich genutzt und da-
von wiederum werden auftiber 60% der Felder Futtermittel zur Versorgung der mehr als 200 Mil-
lionen Nutztiere in Deutschland produziert. (Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirt-
schaft 2020) Die FAO der UN hat sich vorgenommen, den Hunger auf der Welt bis zum Jahr 2030
zu beenden. Doch die Covid-19 Pandemie hat dafiir gesorgt, dass der Fortschritt der bis 2020 er-
zielt werden konnte riicklaufig wurde, sodass der Hunger sich 2020 sogar verstdrkte. Im Jahr
2020 waren 720-811 Millionen Menschen von Hunger betroffen, das sind ca. 118 Millionen mehr
als 2019. (FAO, IFAD, UNICEF, WFP and WHO 2021) Eine Perspektive, dem anhaltenden Hunger
entgegenzuwirken ist es flicheneffizientere Futtermittel zu produzieren, um die landwirtschaft-
lich genutzten Flachen auch fiir den Anbau von Pflanzen zu nutzen, die fiir den menschlichen Ver-
zehr gedacht sind. Eine alternative Proteinquelle sind beispielsweise Insekten, die als Futtermittel
eingesetzt werden konnen. (Bava et al. 2019) Insekten sind in der Lage, eine Vielzahl organischer
Seitenstrome als Futtersubstrat zu verwerten und dadurch zu einem protein- und fettreichen Fut-
termittel umzuwandeln. Die Schwarze Soldatenfliege (engl.: Black Soldier Fly (BSF); Hermetia il-
lucens) gewann als Biokonverter fiir organische Materialien in den letzten Jahren viel Aufmerk-
samkeit. [hre Aufzucht erfordert weniger Wasser und Landressourcen als der Anbau pflanzlicher

Futtermittel. (Purkayastha und Sarkar 2021)

Ein weiteres Problem der landwirtschaftlichen Nutzung der Flachen fiir die Nutztieraufzucht ist
die Treibhausgasemission. Der Klimawandel, also die Verdnderung der durchschnittlichen globa-
len und lokalen Witterungsverhaltnisse und der Extremereignisse, ist durch den anthropogenen
Einfluss auf die Treibhausgasemission stark vorangeschritten. Zu den Treibhausgasen gehoren
Kohlenstoffdioxid, Methan und Distickstoffoxid. Sie lassen die von der Sonne ausgehende energie-
reiche Strahlung ungehindert auf die Erde treffen und absorbieren von der Erde remittierte lang-
welligere Strahlung, welche dafiir sorgt, dass die Gasmolekiile in einen angeregten Zustand geho-
ben werden. Wenn sie in den Grundzustand zuriickkehren wird Strahlung in alle Himmelsrich-

tungen abgegeben, auch auf die Erdoberflache. Der natiirliche Treibhauseffekt allerdings sorgt le-
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diglich dafiir, dass Menschen auf der Erde leben kdnnen, denn ohne ihn hitte die Erde eine Tem-
peratur von -18 °C. Seit dem Zeitalter der Industrialisierung sorgen anthropogene Einfliisse dafiir,
dass sich die Stoffzusammensetzung der Atmosphare stetig andert. Von 1750 - 2019 ist die Kon-
zentration an CO; in der Atmosphdre um 48% gestiegen, die Konzentration von Methan ist sogar
um den Faktor 2,6 gestiegen. Auféerdem sorgt der Mensch dafiir, dass auch synthetische Stoffe in
die Atmosphére gelangen, wie Fluorchlorkohlenwasserstoffe (FCKW), Halone und Fluorkohlen-
wasserstoffe (FKW). Die anthropogenen Einfliisse sind die Hauptursache fiir den Klimawandel
und sorgen dafiir, dass die Gletscher schmelzen, die Ozeane sich erwdrmen und der Meeresspiegel
ansteigt. Das Jahr 2016 war das warmste Jahr seit Beginn der Wetteraufzeichnungen. (World Me-

terological Organization 2019)

Methan steht nach CO; an zweiter Stelle der Menge an Treibhausgasen in der Atmosphare, aber
hat einen 21-25-fach hoheren Einfluss auf den Treibhauseffekt. Methan wird bei anaerober Zer-
setzung organischer Materialien in der Natur gebildet. Natiirliche Quellen sind beispielsweise
Seen, Lauffeuer und Termiten. Zu den anthropogenen Quellen gehdren Miilldeponien, Reisplanta-
gen und vor allem die Nutztierhaltung. Insgesamt 53% des Methanausstofies stammen aus der
Landwirtschaft. Davon wiederum iiber die Hélfte aus der enterischen Garung bei der Verdauung

von Nutztieren. (Yusuf et al. 2012)

Vor diesem Hintergrund ist es neben alternativen Futtermitteln auch sinnvoll, den Fleischkonsum
in der Humanerndhrung zu reduzieren. Die Nachfrage nach alternativen, veganen Proteinquellen
steigt dank eines starkeren Bewusstseins fiir den Klimawandel und die damit verbundenen Fol-
gen, stetig. Hierbei dienen oft die verschiedenen Hiilsenfriichte, aber auch Weizenprotein als Basis
fiir Lebensmittel. Doch sowohl Soja als auch Gluten konnten aufgrund ihres allergenen Potentials
kritisch gesehen werden. Als weitere Alternative konnen Pilze, vor allem diejenigen der Abteilung
Basidiomycota, dienen, welche schnell Biomasse aufbauen, hochwertige Proteine bilden und bei
denen ein geringes allergenes Potential nachgewiesen wurde. Ein Vorteil der Pilze ist auflerdem,
dass diese ebenfalls in der Lage sind, unterschiedliche Seitenstrome der Lebensmittelindustrie,
wie beispielsweise Apfeltrester aus der Saftproduktion als Wachstumssubstrat zu nutzen. (Ahl-

born et al. 2019)
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1.2 Organische Nebenstrome der Lebensmittelindustrie

Lignocellulosehaltige Biomasse ist der auf der Welt am meisten vorkommende, nachwachsende
Rohstoff, welcher aus CO», Wasser und Sonnenlicht durch die Photosynthese der Pflanzen gebildet
wird und sich aus den Zuckern, Polyphenolen und Proteinen der Pflanzenzellwdnde zusammen-
setzt. (Sanchez 2009) Die Energie, die so auf der Erde in Form von Kohlenstoff gespeichert wird

ist zehn Mal hoher als die weltweit benotigte Menge. (Kumar et al. 2008)

Die lignocellulosehaltige Biomasse wird in drei Kategorien unterteilt, die Nebenstrom-Biomasse,
unbehandelte Biomasse und energieliefernde Pflanzen, welche nur zu dem Zweck der Energie-
produktion angebaut werden und so in einem direkten Wettbewerb um die Flache zur Lebens-
mittelproduktion stehen. (Yousuf 2012) Die unbehandelte Biomasse umfasst Baume und Pflanzen
in der Natur; zu den Nebenstromen zdhlen die Abfille der Agrar- und Lebensmittelindustrie.
(Yousuf et al. 2020) Ein Grofdteil der pflanzlichen Nebenstrome wird aktuell verworfen bezie-

hungsweise ohne Recycling entsorgt. (Sanchez 2009)

Die Biomasse setzt sich aus den Kohlenhydraten Cellulose und Hemicellulose und aus einem Lig-
ningertist zusammen. Die Cellulosefibrillen bilden bei diesem Polymer kristalline Strukturen mit
amorphen Abschnitten, die von Hemicellulose und dem Ligningeriist umgeben sind. (Sdnchez
2009) Cellulose setzt sich aus f3-(1—4)-glykosidisch gebundenen Glucopyranoseeinheiten zu-
sammen. In Pflanzen liegt sie in parallelen Mikrofibrillen vor, welche eine kristalline Struktur aus-
bilden kénnen und sich so durch eine hohe Stabilitit auszeichnen. (Béguin und Aubert 1994) He-
micellulosen sind heterogene, verzweigtkettige Polymermolekiile, die die Cellulose in Pflanzen-
zellen umgeben und aus Pentosen, Hexosen und Uronsduren bestehen, die hauptsachlich f3-

(1—4)- oder f3-(1—3)-glykosidisch verkniipft sind. (Sdnchez 2009)

Lignin stellt neben Cellulose das wichtigste Biopolymer dar; es wird bei der Verholzung von Pflan-
zen in die Zwischenrdume der Zellmembranen eingelagert und sorgt so fiir Druckfestigkeit und
Stabilitat. (Kirk und Farrell 1987) Vorherrschende Strukturelemente des Lignins sind die Phenyl-
propanoide Cumarylalkohol, Coniferylalkohol und Sinapylalkohol (siehe Abbildung 1), welche
tiber unterschiedlichste C-O (Ether-) beziehungsweise C-C-Bindungen verkniipft sind. (Asina et

al. 2017)
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OH OH OH

OH OH OH

Abbildung 1: Strukturformeln der Phenylpropanoide: 1: Sinapylalkohol; 2 Coniferylalkohol; 3 Cumarylalkohol.

Mithilfe geeigneter Vorbehandlungsmethoden ist es mdglich, Lignin abzubauen, sodass die lig-
nocellulosehaltige Biomasse zur Gewinnung von Bioethanol genutzt werden kann. (Sindhu et al.
2016) Doch die Zusammensetzung der Verknilipfungen im Lignin variieren stark, sodass die Me-
thoden je nach Herkunft der Biomasse optimiert werden miissen. (Gao et al. 2022) Die Individua-
litdt der Substrate stellt die Industrie auch vor wirtschaftliche Herausforderungen hinsichtlich der
Transportkosten und gegebenenfalls Trocknungsmethoden beziehungsweise Lagerbedingungen.

(Gil 2021)

Eine weitere Methode zum Recycling der pflanzlichen Seitenstrome, wie vor allem Biertreber, ist
der Einsatz als Futtermittel in der Nutztierhaltung (Xiros und Christakopoulos 2012) oder zur
Produktion von Insekten fiir die Lebensmittelindustrie. Der Mehlwurm (Tenebrio molitor), wel-
cher als alternative Proteinquelle in der Humanernahrung eine immer grofiere Rolle spielt, wurde
bereits mit Biertreber und Seitenstromen der Brotindustrie als Futtersubstrat geziichtet. (Man-
cini et al. 2022) Auch die Larven des Glianzendschwarzen Getreideschimmelkafer (Alphitobius
diaperinus), welche zukiinftig ebenfalls als Proteinquelle fiir die menschliche Erndhrung dienen
konnten, wurden auf unterschiedlichen pflanzlichen Seitenstromen wie Biertreber, Reiskleie und

Rapssamen-Mehl geziichtet. (Gianotten et al. 2020)

Sowohl die Lebensmittelindustrie als auch die Wissenschaft haben Interesse daran gewonnen,
verschiedenste pflanzliche Nebenstrome mit wertvollen Inhaltsstoffen als Lebensmittel bezie-

hungsweise Zutat zu recyceln. (Schieber 2017)

Verschiedene Forschungsansatze, die sich mit dem Recycling von Seitenstréomen der Lebensmit-
telindustrie beschaftigen, versuchen einzelne gesundheitsfordernde Inhaltsstoffe zu extrahieren,
um diese dann im grofden Mafstab zu produzieren und in Lebensmitteln anzuwenden. Ein Bei-
spiel hierfiir sind Polyphenole aus den unterschiedlichsten Friichten wie dem Granatapfel.
(Kumar etal. 2022) Auch aus dem Presskuchen der schwarzen Johannisbeere konnen mithilfe von
Enzymen Inhaltsstoffe wie Anthocyane gewonnen werden, welche anschliefRend in Functional

Foods oder Nahrungserganzungsmitteln eingesetzt werden kénnen. (Granato et al. 2022)
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1.2.1 Nebenstrome der Palmolindustrie

Weltweit wurden von 2020 bis 2021 73,08 Millionen Tonnen Palmél produziert. (United States
Department of Agriculture (USDA) 2022) Die Olpalme (Elaeis guineensis) ist aufgrund ihrer hohen
Ertrage die meistgenutzte 6lproduzierende Pflanze. (Basiron 2007) Der Palmolproduktion ent-
stammen verschiedene Nebenstrome und organische Biomasse, wie Staimme, Palmwedel, leere
Fruchtstande (engl.: empty fruit bunches (EFB)), Palmkerne, und Fasern. Allein in Malaysia wur-
den 2019 5,9 Mio. ha Land fiir den Palmélanbau genutzt. Hierbei wurden 17,19 t Fruchtstidnde pro
Hektar produziert (Parveez et al. 2021), woraus sich insgesamt 101,4 Mio. t ergeben, von denen
ein Drittel der Biomasse den EFB entspricht (Adu et al. 2022). Aus den Palmkernen wird im An-

schluss an die Extraktion des Palmols das Palmkerndl extrahiert.

Die Verbrennung der pflanzlichen Nebenstrome als Energiequelle kann durchaus als hilfreich an-
gesehen werden, da Lander wie Malaysia und Indonesien auf diese Weise weniger von fossilen
Energiequellen abhédngig sind und einige Arbeitsplatze geschaffen werden. (Shuit et al. 2009) Al-
lerdings ist langfristig ein Recycling beziehungsweise Upcycling der Nebenstrome mit weniger

CO2-Ausstof notwendig.

Die chemische Zusammensetzung der Biopolymere der EFB schwankt abhidngig vom Alter und
der Wachstumsphase der Palmen, der Bodenbeschaffenheit und der klimatischen Verhaltnisse.

(Hassan et al. 2013) Die leeren Fruchtstdnde bestehen zu grofden Anteilen aus Lignocellulose.

Die EFB werden durchaus als Futtersubstrat fiir Nutztiere in Erwdgung gezogen, doch aufgrund
der widerstandsfidhigen Struktur und des hohen Ligningehalts kdnnen Nutztiere, Mikroorganis-
men und Insekten die eingelagerte Cellulose und Hemicellulose nicht optimal als Energiequelle
nutzen. Daher sind Vorbehandlungsmethoden vonndten, die durch den Abbau von Lignin die Po-

rositat erhohen und damit die Bioverfiigbarkeit der Nahrstoffe steigern. (Mosier et al. 2005)

Denkbar hierfiir sind physikalische Methoden, wie das Zerkleinern und Mahlen, physikalisch-che-
mische Methoden, mit heiflem Wasser oder Wasserdampf, sowie chemische Methoden, mit saurer
oder alkalischer Hydrolyse. (Magalhdes et al. 2019) Eine weitere Moglichkeit der des Ligninab-
baus wiren biologische Verfahren wie Enzymbehandlungen und die Fermentation mit Pilzen zum

Abbau von Lignin. (Kirk und Farrell 1987)
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1.2.2 Biertreber

Der Bierabsatz betrug im Jahr 2020 in Deutschland iiber 87 Mio. hL. Die Produktion erreichte
2015 ein Maximum von iiber 95 Mio. hL. und ist somit leicht riicklaufig. Dennoch gehort Bier in
Deutschland zu den meist verzehrten Getranken. (The Brewers of Europe 2021) Bei der Bierpro-
duktion fallen unterschiedlichste Nebenstrome an. Der Biertreber bildet davon mit 85 gew.-% mit

Abstand den grofdten Anteil. (Mussatto und Roberto 2006)

Der erste Schritt beim Bierbrauen ist die Wiirzebereitung, welche im weiteren Prozess zur Fer-
mentation genutzt wird. Hierflir wird das jeweilige Malz mit Wasser versetzt und von 37 °C auf
78 °C erhitzt, um durch die Aktivierung der unterschiedlichen Enzyme die im Malz enthaltene
Starke in die fiir die nachfolgende Fermentation benoétigten Zucker zu zerlegen. Fiir die Fermen-
tation eignen sich die Zucker Maltose und Maltotriose. Auch einzelne Proteine werden in Polypep-
tide beziehungsweise Aminosduren zersetzt. (Mussatto 2014) Die festen Riickstdnde, welche
nicht in die fliissige Wiirze iibergehen, bleiben zuriick und werden als Biertreber bezeichnet.
(Mussatto und Roberto 2006) Wenn man alle beim Brauen anfallenden Seitenstrome betrachtet,
sollten auch Gersten-Stroh und -Wurzeln (je ein Drittel der Pflanze), Malz-Reste, Althefen, Filter-
riickstdnde, Bier und grofde Mengen Wasser nicht aufder Acht gelassen werden. (Garcia-Garcia et

al. 2019)

Biertreber findet aktuell vor allem als Futter von Nutztieren auf der jeweiligen Brauerei nahege-
legenen Hofen Anwendung. (Xiros und Christakopoulos 2012) Da der Wassergehalt der Treber
ca. 70-80% betragt, ist es sinnvoll lediglich kurze Transportwege und die Verwendung innerhalb
von zwei bis drei Tagen als Futtermittel zu wahlen. (Jackowski et al. 2020) Jedoch iibersteigt die
Biertreberproduktion oft die Nachfrage der lokalen Landwirtschaft, wodurch dieser zu Teilen un-
genutzt entsorgt wird. (Bianco et al. 2020) Eine weitere Anwendung von Biertreber, die in der
Vergangenheit untersucht wurde, ist beispielsweise die Verwendung als Baumaterial. (Russ et al.
2005) Auch die Moglichkeiten der Biokonversion von Biertreber zu Bioethanol wurde untersucht,
um dem Konflikt mit der Lebensmittelindustrie durch die Gewinnung von Bioethanol beispiels-
weise aus Mais entgegen zu wirken. (White et al. 2008) Biotechnologisch ist die Fermentation von
Biertreber aufgrund seines hohen Nahrstoffgehalts mithilfe unterschiedlicher Mikroorganismen
zur Produktion von Enzymen wie Amylasen, Cellulasen und Hemicellulasen erforscht. (Hashemi

etal. 2011; Xiros et al. 2008)

In unterschiedlichen Lebensmitteln wie Brot, Keksen, extrudierten Produkten (bspw. im Miisli),
Snacks und Krackern wurde Biertreber bereits als Lebensmittelzutat eingesetzt und die Anwen-
dung unter Betrachtung verschiedener Aspekte, wie gesundheitsférdernder und sensorischer Ei-

genschaften untersucht. (Naibaho und Korzeniowska 2021) Jedoch ist der direkte Einsatz als Le-
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bensmittelzutat durch den Einfluss auf die sensorischen Eigenschaften, wie Textur und Ge-
schmack, aber auch auf die mechanischen Eigenschaften des Produkts bis zu einem bestimmten

Anteil des Getreideersatzes von ca. 20% begrenzt. (Zelazinski et al. 2017; Nascimento et al. 2017)

1.3 Pilze der Abteilung Basidiomycota

Pilze stellen eines der eukaryotischen Reiche dar. Von schiatzungsweise 2,2 bis 3,8 Millionen Pil-
zen sind ca. 140.000 bekannt. Pilze sind ubiquitidr und haben sich wahrend der Evolution mehr-
fach unabhangig voneinander entwickelt. (Liicking et al. 2020) Pilze spielen eine wichtige Rolle
als Zersetzer organischen Materials, fiir Nahrstoffzyklen, in parasitiren Gemeinschaften und in
Gemeinschaften autotropher Organismen wie beispielsweise als Endophyten oder Flechten. Sie
besitzen auflerdem als Pflanzen- und Tierpathogene einen grofden Einfluss in der Lebensmittel-

und Pharmaindustrie. (Liicking et al. 2020)

Pilze der Abteilung Basidiomycota R.T. MOORE (1980) bilden ein Phylum der Pilze mit 41.270 be-
kannten Arten. (He et al. 2022) Durch die Zersetzung der unterschiedlichsten organischen Mate-
rialien und ihre Anpassungsfahigkeit an die verschiedensten Substrate tragt eine grofde Vielfalt an
Pilzen der Abteilung der Basidiomycota zum globalen Kohlenstoffzyklus und zum Erhalt der Oko-

systeme, vor allem von Wéldern, bei. (Taylor et al. 2015)

Holzzersetzende Pilze der Abteilung Basidiomycota weisen unterschiedlichste kohlenhydratak-
tive Enzymsets auf, um die Materialien zu zersetzen. Sie lassen sich je nach Enzymportfolio in
Weif3- und Braunfiulepilze unterscheiden, wovon ca. 90% Weifsfaulepilze sind. (Rytioja et al.
2014) Weifdfaulepilze bauen praferiert Lignin ab, manche auch die anderen Zellwandkomponen-
ten Cellulose und Hemicellulosen und in beiden Fallen wirkt das fermentierte Holz weif3. Auf3er-
dem ist es meist feucht, weich und faserig. (Dashtban et al. 2010) Braunfiulepilze zersetzen be-
vorzugt die Kohlenhydrate Cellulose und Hemicellulosen, meist im Gymnospermen-Holz. (Taylor
etal. 2015) Sie zersetzen das Holz zu briichigen braunen ,Cracks’, die oft als wiirfelférmige Blocke
im Totholz erscheinen. (Dashtban etal. 2010) Sie kdnnen Lignin nicht zersetzen, es aber mit einem
speziellen Mechanismus, der Fenton-Reaktion, modifizieren. (Arantes et al. 2012) Halliwell hat
1965 erstmals eine Reaktion von freien Radikalen aus der Fenton-Reaktion mit Cellulose nachge-
wiesen und stellte die Theorie auf, dass diese auch am Abbau beziehungsweise der Modifikation

von lignocellulosehaltigen Materialien beteiligt sind. (Halliwell 1965)

Zu den Pilzen der Abteilung Basidiomycota gehoren auch die meisten der bekannten Speise- und
Medizinalpilze, von denen traditionell die vegetativen Fruchtkérper verzehrt werden. (Zhang et
al. 2021) Als Lebensmittel sind Pilze aufgrund ihres Geschmacks, des hochwertigen Protein- und
ihres Ballaststoffgehalts beliebt. Die Proteine zeichnen sich aufierdem durch ihre hohe biologi-
sche Wertigkeit aus. (Valverde et al. 2015) Doch sind auch die enthaltenen Mikronahrstoffe, wie

Vitamin Dy, in einigen Pilzen in relevanten Mengen vorhanden. (Cardwell et al. 2018) Aufgrund

7
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der Vielfalt ihrer positiven Gesundheitseffekte ist die Abgrenzung zwischen Medizin- und Speise-
pilz oft nicht eindeutig, wie beispielsweise beim Judasohr (Auricularia auricula-judae). (Liu et al.

2021)

Von den iiber 2.000 essbaren Pilzen sind nur wenige als Fruchtkérper kommerziell oder auch nur
experimentell kultiviert worden. (Zhang et al. 2021) Durch ihre gute Anpassungsfahigkeit an die
unterschiedlichsten organischen Substrate und ihren hohen Proteingehalt ist das Myzel der Pilze
der Abteilung der Basidiomycota aktuell auch als alternative Proteinquelle nicht-tierischer Her-
kunft im Gespréch. (Ahlborn etal. 2019; Berger et al. 2022) Die Pilze werden hierfiir im Bioreaktor
unter kontrollierten Bedingungen kultiviert und anschlief3end geerntet. Aus den Myzelien konnen
dann Proteinisolate gewonnen werden. (Ahlborn et al. 2019) Die Myzelien gelten allerdings als
Novel Food oder neuartiges Lebensmittel, was bedeutet, dass sie einen aufwendigen Zulassungs-
prozess durchlaufen miissen. Novel Foods sind definiert als Lebensmittel, die vor Inkrafttreten der
ersten Novel-Food-Verordnung am 15. Mai 1997 innerhalb der EU nicht in einem nennenswerten
Umfang zum Verzehr vermarktet wurden. (Europdisches Parlament und der Rat 25.11.2015) In
der Durchfiihrungsverordnung (EU) 2017 /2470 der Kommission vom 20. Dezember 2017 ist ein
Myzelauszug des Shiitake-Pilzes als Novel Food gelistet. (Europdische Kommission 20.12.2017)
Auflerdem sind das dehydrierte Mycel von P. ostreatus und P. eryngii auf der Liste der als Novel
Food geltenden Lebensmittel vom 29. Oktober 2019 aufgefiihrt. Die Biomasse von Paecilomyces
variotii ist seit dem 2. September 2022 als Novel Food gelistet. Auch weitere Schimmelpilze sind

in der Liste genannt.
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1.4 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Upcycling von Seitenstrémen der Lebensmittel-
industrie fiir den Einsatz als Futter- beziehungsweise Lebensmittel. Hierzu sollten Pilze der Ab-
teilung Basidiomycota genutzt werden, um die pflanzlichen Seitenstréme zu recyceln und aufzu-
werten. Im ersten Teil der Arbeit sollten EFB der Palmélproduktion mittels Festbettfermentation
durch die Pilze fermentiert werden. Hierbei war das Ziel, ein Fermentat als Futtersubstrat fiir die
Larven der Schwarzen Soldatenfliege zu entwickeln. Es wurde ein Fokus auf den Ligninabbau im
Substrat gelegt. Auferdem wurde das PKM, was ebenfalls bei der Palmélproduktion anfallt, fiir

die Medienoptimierung hinsichtlich Pilzwachstum und Proteingehalt evaluiert.

Die Substrate wurden nicht nur auf ihre Zusammensetzung, das Pilzwachstums und den Lignin-
gehalt analysiert, sondern auch im Rahmen eines Kooperationsprojektes an die Larven verfiittert,

um eine Praferenz der BSFL fiir einen der Pilze feststellen zu konnen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden weitere pflanzliche Seitenstrome, wie Biertreber und Lupi-
nenklarlauf aus der Proteinisolierung aus der Siiflupine, genutzt um mithilfe von Speisepilzen ein
proteinreiches Produkt herzustellen, welches als veganes Lebensmittel, als Lebensmittelzutat
oder als Proteinquelle genutzt werden konnte. Es sollte ein mdglichst hoher Pilzgehalt wahrend
der Submersfermentation erzielt werden und auf diese Weise die Proteinqualitiat der Seiten-
strome durch den Metabolismus der Pilze gesteigert werden. Da es sich bei dem Biertreber um
einen Seitenstrom aus Getreide handelt, ist in der Proteinfraktion ein hoher Glutenanteil enthal-
ten. Es sollte unter dem Gesichtspunkt der in der Gesellschaft immer relevanter werdenden Zoli-

akie der Einfluss der Pilze auf den Glutengehalt analysiert werden.

Fiir die spatere Verwendung eines Produkts in der Lebensmittelindustrie ist es auferdem von
Vorteil, wenn es einen ansprechenden Geruch beziehungsweise Geschmack aufweist. Hierfiir
diente die Aroma-Analytik mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Olfaktometrie. Bei
interessanten Aromastoffen, welche in gréfieren Mengen von den Pilzen gebildet wurden, wire
eine Extraktion und Anwendung dieser als natiirliche Aromastoffe in der Lebensmittelindustrie

denkbar.
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2. Experimenteller Teil

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie Reinheit / Hersteller
Konzentration
Acetonitril Mind. 99,9%, gradient | Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co.
grade fiir HPLC KG, Renningen, Deutschland
Agar-Agar Kobe ], fiir Mikrobiolo- | Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
gie ruhe, Deutschland
Alkanreihe C7-C30 n/a Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

o-Lactalbumin

Rein; Referenzstan-
dard

United States Pharmacopeia (USP),
Rockville, Maryland, USA

Ameisensaure 99-100% z.A. Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co.
KG
Asparagin Monohydrat = 99%, Cellpure Carl Roth GmbH & Co. KG
Borsaure Mind. 99,8%, p.a. Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co.
KG
2-Butanon > 99,5% fir die Syn- Carl Roth GmbH & Co. KG
these
Carvon 99 Acros Organics™, Part of Thermo
Fisher Scientific
Citronensaure > 99,5%; wasserfrei Carl Roth GmbH & Co. KG
Cyclohexan > 99,5%, extra pure Acros Organics™, Part of Thermo

Fisher Scientific

2,4-Decadienal (E,E)-

95%

Thermo Fisher Scientific, Hampton,
New Hampshire, USA

7-Dehydrocholesterol

> 95,0% fiir HPLC

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Diethylether

Keine Angaben

Interne Abfiillung

2,6-Dimethoxyphenol

>97%

Fluka™ Analytical (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-
land)
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Chemikalie Reinheit / Hersteller
Konzentration
Dinatriumhydrogenphosphat 299,5% Carl Roth GmbH & Co. KG
Dihydrat
Ethylendiamintetraessigsaure = 99% USP Carl Roth GmbH & Co. KG
(EDTA)
Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat =2 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Ergosterol 2 95% Tokyo Chemical Industry (TCI),
Tokio, Japan
Ethanol 99,5% Otto E. Kobe KG, Marburg, Deutsch-
land
96% VWR International, Radnor, Penn-
sylvania, USA
FAME-Mix (37 Component) n/a Supelco®, Bellefonte/PA, USA
Fischgelatine, fliissig n/a SERVA Electrophoresis GmbH, Hei-

delberg, Deutschland

D(+)-Glucose

Wasserfrei, p.a.

D(+)-Glucose Monohydrat

Fir die Mikrobiologie

Carl Roth GmbH & Co. KG

Hefeextrakt Fir die Bakteriologie Carl Roth GmbH & Co. KG
1-Hexanal 98% Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Isooctan For Gas Chromatog- Supelco®
raphy ECD & FID; Su-
pra Solv
Isopropanol >99,8% Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co.
KG
Kaliumdihydrogenphosphat =2 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Kaliumhydroxid 285% Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co.
KG
L-Kaliumnatriumtartrat Tetra- > 99% USP Carl Roth GmbH & Co. KG
hydrat
Katalysatortabletten fiir CT53g Carl Roth GmbH & Co. KG
Kjeldahl K.SO4:5g
CuS045H20:0,15¢g
Ti02: 0,15g
Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat 298% Carl Roth GmbH & Co. KG
Linalool 97% Acros Organics™, Part of Thermo
Fisher Scientific
cis-Linalooloxid 100% Th. Geyer GmbH & Co. KG, Rennin-
gen, Deutschland
Magnesiumsulfat-Monohydrat 297% Carl Roth GmbH & Co. KG
Malzextrakt Fiir die Mikrobiologie Carl Roth GmbH & Co. KG
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Chemikalie Reinheit / Hersteller
Konzentration
Mangan(II)-Sulfat Monohydrat 299% Carl Roth GmbH & Co. KG

Methanol = 99,9%, fiir die HPLC Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2-Methylbutanal Pur; z.A. Tokyo Chemical Industry (TCI)
n-Hexan Mind 95,0%, fiir die Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co.
HPLC KG
N-Methyl-N-trimethylsilyltri- 100% Fluorochem Ltd, Hadfield, Derby-
fluoracetamid (MSTFA) shire, UK
n-Pentan n/a Eigene Abfiillung
Natrium-L-Ascorbat 2 99,0% AppliChem GmbH, Darmstadyt,
Deutschland
Natriumchlorid >299,5%p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG
Natriumdihydrogenphosphat = 98% Ph. Eur., USP Carl Roth GmbH & Co. KG
Monohydrat
Natriumdisulfit 297% Acros Organics™, Part of Thermo
Fisher Scientific
Natriumhydrolysat-Puffer A 0,12 N; pH 3,45 SYKAM Chromatographie Vertriebs

GmbH, Furstenfeldbruck, Deutsch-

land
Natriumhydrolysat-Puffer B 0,20 N; pH 10,85 SYKAM Chromatographie Vertriebs
GmbH
Natriumhydroxid, Platzchen = 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Natriumsulfat = 99%; wasserfrei Carl Roth GmbH & Co. KG
Natronlauge 32-33% z.a. Th. Geyer GmbH & Co. KG
trans-Nerolidol 100% Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Ninhydrin Reagenz mit Redu-
ziermittel

0,1 M in Methanol

SYKAM Chromatographie Vertriebs
GmbH

2,4-Nonadienal (E,E)- 89%; pur Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2-Octenal (E)- 94% Sigma-Aldrich Chemie GmbH
1-Octen-3-on 96% Sigma-Aldrich Chemie GmbH
1-Pentanol 98% Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Phenol p.a. Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land
Phosphorsaure 85%, reinst Carl Roth GmbH & Co. KG
Salpetersaure 65%, Suprapur® Supelco®
Salzsaure 0,1 M Maf3losung Carl Roth GmbH & Co. KG
37% Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co.
KG
Schwefelsaure 98%, p.a. Chemsolute, Th. Geyer GmbH &Co.
KG
Tetrahydrofuran (THF) Rotipuran® Carl Roth GmbH & Co. KG
Thiodiglycol 295% Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat >99,5% Thermo Fisher Scientific
L-Tryptophan reinst AppliChem GmbH
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Chemikalie Reinheit / Hersteller
Konzentration
Vanillin 100% Fluka™ Analytical
Wasserstoffperoxid 30% Acros Organics™, Part of Thermo
Fisher Scientific
trans-Zimtaldehyd 99% Acros Organics™, Part of Thermo
Fisher Scientific
Zink(II)-sulfat-Heptahydrat z. A. AppliChem Gmb
Das verwendete Kit ist in Tabelle 2 aufgefiihrt.
Tabelle 2: Verwendetes Kit.
Kit Verwendung Hersteller
RIDASCREEN® Gliadin Bestimmung des Glu- | R-Biopharm AG, Pfungstadt, Deutsch-
competitive R7021 tengehalts land
2.1.2 Gerate
Die in der Arbeit verwendeten Geréte sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.
Tabelle 3: In der Arbeit verwendete Gerdite.
Gerit Modell Hersteller
Aminosaureanalysator S433; Sykam Chromatographie Ver-
S7130 Amino Acid Reagent triebs GmbH, Fiirstenfeld-
Organizer, bruck, Deutschland
S§5200 Sample Injector,
S4300 Amino Acid Reaction
Module,
S2100 Solvent Delivery Sys-
tem
Analysenwaagen Pioneer Semi-Micro PX85 OHAUS Europe GmbH, Nani-
kon, Schweiz
ABT 320-4NM Kern & Sohn GmbH, Ballin-
gen, Deutschland
BP 211D Sartorius Lab Instruments
GmbH& Co. KG, Gottingen,
Deutschland
Autoklaven Tuttnauer 5075ELV Biomedis Laborservice
GmbH, Gief3en, Deutschland
Laboklav 160 MSL SHP Steriltechnik AG, Satu-
Laboklav 25 B elle, Deutschland
Brutschrank IPP 5000 Memmert GmbH & Co. KG,

Schwabach, Deutschland
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

Gerit Modell Hersteller
Dispergiergerat Ultra-Turrax T25 JANKE & KUNKEL
IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland
GC-FID 7890A GC System mit 7683B Agilent Technologies, Inc.,
Series Injector Santa Clara, CA, USA
GC-MS 7890A GC-System mit 5975C Agilent Technologies, Inc.;
VL MSD; Triple-Axis Detector;
MultiPurpose Sampler GERSTEL GmbH & Co. KG,
Miilheim a. d. Ruhr, Deutsch-
land
GC-MS/MS-0 8890 GC System, 7010B Agilent Technologies, Inc.
GC/QT;
MultiPurpose Sampler GERSTEL GmbH & Co. KG,
GC-MS/MS-0 7890B GC System, 5977B Agilent Technologies, Inc.;

MSD;
MultiPurpose Sampler

GERSTEL GmbH & Co. KG,

Gefriertrocknungsanlage

Alpha 1-4 LSCbasic;

Alpha 1-2 LDplus

Martin Christ Gefriertrock-
nungsanlagen GmbH, Oste-
rode am Harz, Deutschland

Hochleistungsfliissig-chroma-
tographie-System

Communications Bus Module;
CBM-20A
Degassing Unit; DGU-20A5R
Prominence Liquid Chro-
matograph; LC-20AD
Prominence Autosampler
SIL-20AC HT
Prominence Column Oven
CTO-20AC
Prominence Diode Array De-
tector SPD-M20A

Shimadzu, Kyoto, Japan

ICP-OES 720 ES Varian Inc.; Agilent Technolo-
gies Inc., Palo Alto, USA
Infrarot-Feuchtebestimmer MA35M-230N Sartorius Lab Instruments
GmbH& Co. KG
Inkubator KT 115 E6 BINDER GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

Kjeldahl Aufschlussblock
Absaugapparatur
Wasserdampfdestillation mit

Titrator

behrotest® InKjel
behrosog 3 Neutralizer
Distillation unit S5

mit Titrator TitroLine® 5000

Behr Labor-Technik GmbH,
Disseldorf, Deutschland

ST Analytics GmbH, Mainz,
Deutschland
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

Gerit Modell Hersteller
Kreisschiittler Vortex 2; IKA-Werke GmbH & Co. KG,
IKA® KS 130 basic Staufen, Deutschland
Laborheizplatten Laborheizer mit 6 Heizplat- | Gerhardt Analytical Systems,
ten und Sandbadern Koénigswinter, Deutschland
Magnetriihrplatte IP68 Thermo Fisher scientific
GmbH, Waltham, USA
Mikroplatten-Photometer EPOCHZ2; BioTek Instruments GmbH
Eon Microtec Spectrophoto- | (heute: Agilent Technologies,
meter Santa Clara, USA)
Muffelofen L15/11/B510 mit Controller Nabertherm GmbH, Lilient-
B180 hal, Deutschland
Multipipette Research® Pro 100/1200 Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
RAININ Pipet-Lite XLS Mettler-Toledo GmbH, Gie-
3en, Deutschland
Orbitalschiittler MAXQ8000 Thermo Fisher scientific
GmbH
Infors HT Orbitron Infors AG, Bottmingen,
Deutschland

Organische Elementaranalyse

Thermo FlashEA; 1112 Series

Thermo Fisher scientific

Knick Elektronische Messge-

pH-Meter 765 Calimatic
rate GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland
Seven Easy Mettler-Toledo GmbH
Photometer Schott UviLine 9400 Schott Instruments, Mainz,
Deutschland
Spekord 50 Analytik Jena GmbH, Jena,
Deutschland
Reinstwasseranlage Arium pro Sartorius AG
Rotationsverdampfer Rotavapor® R-300 BUCHI Labortechnik GmbH,
mit Vakuumpumpe V-300 Essen, Deutschland
Rotator L099 Kisker biotech GmbH & Co.
KG, Steinfurt, Deutschland
Fettextraktionsapparatur Soxtherm Gerhardt Analytical Systems
Schwingmutihle MM 200; RETSCH GmbH, Haan,
MM 400 mit Kugelgrofde Deutschland
Sterilwerkbank MSC-Advantage; Thermo Fisher scientific
Safe 2020; GmbH
HeraSafe KS 18
Thermomix® TM6 Vorwerk SE & Co. KG, Wup-

pertal, Deutschland
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

Gerat Modell Hersteller
Twister® Conditioner & TC 2; C200 GERSTEL GmbH & Co. KG
Controller
Umlaufkiihler minichiller Peter Huber Kiltemaschinen-
bau AG, Offenburg
Ultraschallbad Emmi®-100HC EMAG AG, Morfelden-Wall-
dorf
Vakuumpumpe RZ6 VACUUBRAND GmbH & Co.
KG, Wertheim, Deutschland
Waage PFB 6000-2 Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland
Atilon AccuLab Sartorius AG, Gottingen
Wasserbad ISOTEMP 205 Thermo Fisher scientific
GmbH
Zentrifugen 4-16 KS SIGMA Laborzentrifugen
GmbH, Osterode am Harz,
Deutschland
ROTINA 420R Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, Deutschland
Allegra X-I5R Beckman Coulter GmbH, Kre-
Microfuge 33R feld, Deutschland
Microfuge 22 R
2.1.3  Software

Die in dieser Arbeit zum Aufnehmen und Auswerten der Daten verwendete Software sind in Ta-

belle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Verwendete Software der Thesis.

Anwendung

Software

Analytik der Aminosaurezu-
sammensetzung

Chromstar 7.14; SCPA GmbH; Weyhe-Leeste

Auswertung der Kalibrie-
rung dritten Grades

Origin 2020;
OriginLab Corporation

Fettextraktion mittels
Soxtherm

Soxtherm Manager SXPC; C. Gerhard GmbH & Co. KG

Gaschromatographische
Analysen

MassHunter GC/MS Acquistion B 10.0.384.1;
Agilent Technologies Inc.

GC Autosampler-Steuerung

Maestro 1 Version 1.5.3.81/3.5; Gerstel GmbH & Co. KG

Datenauswertung MassHunter Workstation Qualitativ Analysis B 10.0.10305.0;
Agilent Technologies Inc.
Datenbankabgleich NIST Mass Spectral Search 2.2; FairCom Corporation; USA
Datenbank NIST Mass Spectral Library Version 2.2; 2014;

FairCom Corporation
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Tabelle 4 (Fortsetzung)

Anwendung Software

Sprachsoftware ODP-Recorder 3.2.0.2; Gerstel

ODP-Datenauswertung Data Viewer 1.0.2.8; Gerstel

HPLC-Analytik Lab Solutions 2008-2017; Shimadzu

Messung von Enzymaktivita-

ten am Plate Reader 2.09; Agilent Technologies

BioTek Gen5 All-In-One; Microplate Reader Software Version

Photometrische Messungen

Win ASPECT Version 2.3.1.0; Analytik Jena AG 1998-2002

2.1.4 Organismen

Die in der Arbeit verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die Pilze wurden

entweder von ehemaligen Mitarbeitenden des Instituts fiir Lebensmittelchemie und Lebensmit-

telbiotechnologie (LCB) der Justus-Liebig-Universitit Giefden (JLU) isoliert (Florian Prell (FPR)

und Falk Amelung (FAM)), iiber eines der gelisteten Institute bezogen: Westerdijk Fungal Biodiver-

sity Institute (CBS) oder der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

(DSMZ), oder bei einem der Produzenten erworben.

Tabelle 5: Verwendete Pilze der Abteilung Basidiomycota.

Stamm Trivialname Abkiir- Interne Herkunft Stamm-
zung Stamm- Nr.
Nr.
Agaricus arvensis | Weifser Wiesen- AARV 164 CBS 583.76
champignon
Bjerkandera Angebrannter BAD 12 DSMZ 4708
adusta Rauchporling
Coprinus comatus | Schopf-Tintling CCO-FP 332 FPR FP91
Cyclocybe aegerita | Sudlicher Acker- CAE 166 Fa. Sylvan inc,, 4022
ling America
Flammulina veluti- | Gemeiner Samt- FVE-D 160 DSMZ 1658
pes fulriibling
Grifola frondosa Gemeiner Klap- - 520 Mycelia, -
perschwamm Deinze, BE
Hericium eri- Igel-Stachelbart HER 103 InterMed Dis- | FU 70034
naceus covery GmbH,
Dortmund
Hypholoma capno- | Graublattriger HCA 59 DSMZ 3715
ides Schwefelkopf
Hypsizygus tessu- Buchenrasling HTE 161 DSMZ 23610
latus
Irpex consors - ICO 111 DSMZ 7382
Irpex lacteus - ILA 500 CBS 431.48
Kuehneromyces Gemeines Stock- KUM 60 DSMZ 1013
mutabilis schwammchen
Lentinula edodes Shiitake LED 16 CBS 389.89
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Tabelle 5 (Fortsetzung).

Stamm Trivialname Abkiir- Interne Herkunft Stamm-
zung Stamm- Nr.
Nr.
Lepista nuda Violetter Rotel- LNU 170 DSMZ 3347
ritterling
Marasmius pal- - MCO 40 DSMZ 8257
mivorus (Maras-
miellus pal-
mivorus)
Macrolepiota pro- Gemeiner Rie- MPR 202 FAM -
cera senschirmling
Pholiota nameko Japanisches PNA 113 DSMZ 6908
Stockschwamm-
chen
Pleurotus citrino- Zitronengelber PCI 114 DSMZ 5341
pileatus Seitling
Pleurotus eryngii Brauner Krau- PER 100 DSMZ 8264
terseitling
Pleurotus ostrea- | Austernseitling POS 13 DSMZ 1020
tus
Pleurotus salmo- Rosen-Seitling PSS 177 Gottingen Go 104
neo-stramineus
Psathyrella can- Behangener PCA-FP 310 FPR FP80
dolleana Mirbling
Rhizopus oli- - ROL 406 Brasilien -
gosporus (E. Morales)
Sparassis crispa Krause Glucke SCR-FP 252 FPR FP32
Strobilurus es- Fichten-Zapfen- SES-FP 342 FPR FP110
culentus riibling
Stropharia rugoso- Riesen- SRU 345 Mycelia, M 5012
annulata Trauschling Deinze, BE

2.1.5 Substrate

Die EFB und das PKM wurden vom Projektpartner Alternative Protein Indonesia (API) zur Verfii-
gung gestellt. Die EFB kamen in grof3en Biischeln an, die homogenisiert werden mussten. Das PKM
war bereits zerkleinert. Die trockenen Substrate wurden bei Raumtemperatur in Kunststoff-Fas-

sern gelagert.

Zu Beginn der Arbeiten wurden die EFB mittels Retsch-Miihle auf eine Partikelgrofée von ca. 1 mm
mit dem dafiir geeigneten Sieb homogenisiert. Die Substrate wurden in diesem Zustand fiir die
nachfolgenden Fermentationen eingesetzt. Um die Analytik auf die unterschiedlichen Nahrstoffe
der Substrate durchzufiihren, wurden sie mittels Kugelmiihle und den dazugehoérigen Kugeln mit

7 mm Durchmesser fiir 5 min bei 30 hz gemahlen, sodass ein homogenes Pulver entstand.
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Die Treber von Weizen-, Schwarz- und Pilsener Bier wurden von der Stortebeker Braumanufaktur
GmbH zur Verfligung gestellt. Die Treber wurden im Thermomix® homogenisiert und bis zur Ver-
wendung bei -20 °C gelagert. Die Trockenmasse der Biertreber betrug ca. 20%, fiir die Medien

wurde dieser feucht eingesetzt.

Der Lupinenklarlauf 1 wurde von der Firma PROLupin geliefert, gefroren bei -20 °C gelagert und
vor der Verwendung durch Schiitteln homogenisiert. Der Trockenmassegehalt des Lupinenklar-
laufs 1 betrug 2,8 g L-1. Auch die Lupinenfasern wurden von der Firma PROLupin zur Verfiigung
gestellt. Diese wurden bis zur Verwendung in den Medien ebenfalls bei -20 °C gelagert. Aufgrund

ihrer Homogenitit wurde keine weitere Zerkleinerung oder Homogenisierung durchgefiihrt.

2.2 Kultivierung von Pilzen

Die Kultivierung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Alle im Folgenden beschriebenen Medien
wurden vor der Verwendung fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Die Kulturfithrung fand, sofern
nicht anders beschrieben, unter Lichtausschluss bei 24 °C statt. Submerskulturen wurden bei

150 rpm geschiittelt.

2.2.1 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung der verwendeten Pilze der Abteilung Basidiomycota erfolgte in Emerskulturen
auf Malzextrakt-Agar-Platten (MEA; 20 g L-1 Malzextrakt und 15 g L-t Agar-Agar in vollentsalztem
Wasser). Es wurden jeweils 0,25 cm? frisches Myzel aus einer zu 80% bewachsenen Agarplatte
ausgestochen und auf eine neue Platte transferiert. Dieser Vorgang wurde jeweils bei einem Be-

wuchs von 80% der Agarplatten wiederholt.

2.2.2 Vorkulturfiihrung

Die Vorkulturen wurden in Malzextraktmedium angesetzt. Als Medium diente 20 g L-1 Malzextrakt
(ME), wenn nicht anders beschrieben, in VE-Wasser. Die Pilze wurden in Erlenmeyerkolben kul-
tiviert, welche zu 40% ihres Volumens mit fliissigem Medium gefiillt wurden. Es wurden 0,25 cm?
frisches Myzel einer zu 80% bewachsenen Agarplatte ausgestochen, in das Medium iiberfiihrt und
mittels Ultra-Turrax Dispergiergerdt bei 10.000 U min-! fiir 30 s homogenisiert. Die Vorkultur

wurde, wenn nicht anders beschrieben, fiir sieben Tage kultiviert.
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2.2.3  Hauptkulturfithrung auf Palmolseitenstromen

2.2.3.1 Emerskultivierung auf Palmolseitenstromen

Flr die Festbettkultivierung auf EFB und PKM wurde das Substrat auf 65% Feuchte eingestellt,
sterilisiert und mit 10 wt.-% (bspw. 1 mL auf 10 g EFB) mittels Ultra-Turrax (10000 U s-1 und 30 s)

homogenisierter Vorkultur beimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 28 °C unter Lichtausschluss.

2.2.3.2 Emerskultivierung zur Ergosterolbestimmung

Bei dem in Emerskulturen gewachsenen Pilzmyzel handelt es sich um das Hyphen-Geflecht, wel-
ches wegen seiner abweichenden Beschaffenheit als Vergleich fiir die Festbettfermentationen
analysiert wurde. Fiir die Bestimmung der Ergosterolgehalte der Emerskulturen wurden sterile,
permeable Cellophanfolien auf MEA-Platten ausgelegt und die Platten anschliefRend mit den Pil-
zen B. adusta, I. consors und M. palmivorus beimpft. Nach einer Woche waren die Agarplatten voll-
standig bewachsen. Das Myzel wurde von je zehn Agarplatten mithilfe eines Spatels geerntet und
als biologische Doppelbestimmung gehandhabt, von der zusatzlich technische Duplikate analy-

siert wurden.

2.2.3.3 Upscaling der Emerskultivierung

Es wurden 25 g EFB (65% Feuchtegehalt) mit einem 0,25 cm2 der bewachsenen Agarplatte
beimpft und fiir zwei Wochen inkubiert. Von dieser emersen Vorkultur wurden 10 g verwendet,
um 285 g EFB-Medium (100 g Trockenmasse) zu beimpfen. Die Kultivierung erfolgte in Metall-
Containern (GN 1/6, rostfreier Stahl, 176 x 162 x 65 mm). Die Kulturen wurden jeden zweiten Tag
unter sterilen Bedingungen fiir 30 min beliiftet und mit einem sterilen Spatel durchmischt. Nach

zwei Wochen wurden die Hauptkulturen geerntet.

2.2.4 Hauptkulturfihrung in Medien aus Biertreber und Lu-

pinenseitenstromen

2.2.4.1 Screening auf unterschiedlichen Agarmedien

Die Medienzusammensetzung fiir das Screening auf Agarplatten ist in Tabelle 6 mit den jeweiligen
Fotos gezeigt. Es wurden jeweils 0,25 cm? frisches Myzel aus einer zu 80% bewachsenen Agar-
platte der Stammhaltung ausgestochen und umgesetzt. Die Pilze wurden parallel zu den fiinf Me-
dien ebenfalls auf dem Standardmedium aus Malzextrakt-Agarplatten gefiihrt, um einen Vergleich

fiir das Wachstum und den Geruchseindruck der Pilze auf einem Standardmedium zu erhalten.
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Tabelle 6: Fiir das Emers-Screening verwendete Agar-Medien.

Pilsener-Tre- Weizenbier- Schwarzbier- Lupinen-Agar | Lupinen-Pilse-
ber-Agar treber-Agar treber-Agar ner-Agar
] th'/}
15 g-L1 Agar- 15g-L1 Agar- 15 g-L-1 Agar- 15 g-L-1 Agar- 15 g-L1 Agar-
Agar Agar Agar Agar Agar
175 gLt 175 gLt 175 g-L1 - 87,5gL1t
Biertreber Biertreber Biertreber Biertreber
- - - 233 g-L-1Lupi- 116 g-L-1 Lupi-
nenfaser nenfaser
VE-Wasser VE-Wasser VE-Wasser Lupinen- Lupinen-
ad1L ad1L ad1L klarlauf 1 klarlauf 1
ad1L ad1L

2.2.4.2 Hauptkulturfiihrung in Submersmedien mit Biertre-

ber und Lupinenseitenstromen

Die Submersmedien wurden mit 20 g L-1 Trockenmasse der Substrate angesetzt. Die Zusammen-
setzung der unterschiedlichen Medien fiir das Submersscreening ist in Tabelle 7 gezeigt. Das
Biertrebermedium wurde mit VE-Wasser angesetzt, auch hier wurde der Wassergehalt des

Biertrebers abgezogen und es wurden fiir einen Liter Medium 920 mL VE-Wasser verwendet.

Tabelle 7: Medienzusammensetzung fiir das Submersscreening mit 20 g L-1 Trockenmasse.

Biertreber Lupinenfaser Lupinenklarlauf 1
[gL1] [gL1] [mL]
Biertreber-
medium 100 ) )
Lupinen-Weizen-
biertreber- 60 70 933
Medium

Die fiir die Kultivierung verwendeten Erlenmeyerkolben wurden zu 40 vol.-% mit fliissigen Me-
dien gefiillt und anschlief3end sterilisiert (20 min, 121 °C). Die Vorkulturen wurden nach der je-
weiligen Kultivierungsdauer mittels Ultra-Turrax-Dispergiergerait homogenisiert (30 s,
10.000 rpm) und anschliefRend zwei Mal mit sterilisiertem Wasser, je nach Pilz mit VE- oder

Trinkwasser, gewaschen. Hierfiir wurden die Kulturen in Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt, um das
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Medium abzuzentrifugieren. Der Uberstand wurde verworfen und das Wasser zu dem Pellet ge-

geben; dieser Vorgang der Zentrifugation bei 4.310 g, fiir 10 min wurde zwei Mal wiederholt. Die

Hauptkulturmedien wurden im Anschluss mit 10 vol.-% der gewaschenen Vorkultur beimpft.

2.2.4.3 Optimierung der Hauptkulturmedien

Den Medien, welche zur Optimierung des Pilzwachstums verwendet wurden, wurde zu Beginn

der Kultivierung weniger Biertreber zugesetzt; im Laufe der Kultivierung wurde an unterschied-

lichen Kulturtagen bestimmte Mengen an Biertreber hinzugefiigt. Tabelle 8 zeigt die Zusammen-

setzung der Fed-Batch-Medien (FB 1 bis FB 4) bestehend aus Weizenbiertreber und Lupinenklar-

lauf 1, in denen P. eryngii fiir sieben Tage geziichtet wurde.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Fed-Batch-Medien fiir P. eryngii aus Weizenbiertreber und Lupinenklarlauf 1.

Kulturtag FB 1 FB 2 FB 3 FB 4
10 g TM L-* Wei- | 10 g TM L1 Wei- | 5gTM L-1 Wei- 5gTM L1 Wei-
0 . . . .
zenbiertreber zenbiertreber zenbiertreber zenbiertreber
10 g TM L1 Wei- 5gTM L-1 Wei-
2 i - . -
zenbiertreber zenbiertreber
10 g TM L1 Wei- | 5gTM L1 Wei- 5gTM L1 Wei-
4 - . . .
zenbiertreber zenbiertreber zenbiertreber
20g TM L-1 Wei- | 20g TM L-1 Wei- | 15g TM L't Wei- | 10 g TM L1 Wei-
Summe : ] . .
zenbiertreber zenbiertreber zenbiertreber zenbiertreber

Die Fed-Batch-Medien FB 5 bis FB 8 (Tabelle 9) wurden mit VE-Wasser und Weizenbiertreber

fiir die Kultivierung von P. eryngii, ebenfalls fiir sieben Tage verwendet.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Fed-Batch Medien aus Biertreber und VE-Wasser.

Kulturtag FB5 FB 6 FB 7 FB 8
0 5gTM L1 5gTM L1 5gTM L1 5gTM L1
Biertreber Biertreber Biertreber Biertreber
2 5gTM L1 ) ) )
Biertreber
3 ) 5gTM L1 ) )
Biertreber
4 ) ) 5gTM L1 )
Biertreber
5 ) ) ) 5gTM L1
Biertreber
10g TM L1 10g TM L1 10g TM L1 10g TM Lt
Summe , . . .
Biertreber Biertreber Biertreber Biertreber
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Der Pilz P. eryngii wurde ebenfalls in Medien mit Mangansulfat als Supplement kultiviert. Hierfiir
wurden 10 g L-1 Weizenbiertreber genutzt, 1 g L-1 MnSO4¢H>0 hinzugefiigt und die Medien im An-

schluss autoklaviert.

2.2.5 Ernte des Myzels aus Submerskulturen

Nach Ende der jeweiligen Kultivierungsdauer wurde der Inhalt der Erlenmeyerkolben in ausge-
wogene Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und fiir 10 min bei 4.310 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zentrifugenrohrchen erneut gewogen um die Biofeuchtmasse zu be-
stimmen. Anschlief3end wurden die Fermentate gefriergetrocknet. Die Zentrifugenréhrchen wur-
den erneut gewogen, um die Biotrockenmasse zu ermitteln. Fiir die weiteren Analysen wurden
die Myzelien in Biertrebermedien mittels RETSCH-Kugelmiihle (5 min; 30 s-1) gemahlen und zu

Pulver weiterverarbeitet. Die Myzelien aus ME-Medium wurden gemorsert.

2.3 Analytische Methoden

2.3.1 Bestimmung der Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse wurde das gefriergetrocknete Myzel im zuvor leer gewo-

genen Zentrifugenrohrchen ausgewogen und die Masse durch Differenzbildung bestimmt.

2.3.2 Feuchtebestimmung
Die Bestimmung der Restfeuchte des gefriergetrockneten Pilzmyzels beziehungsweise der Sub-
strate erfolgte, sofern genug Material vorhanden war, in Doppelbestimmung mittels Infrarot-
Feuchtemessgerat der Firma Sartorius nach Herstellerangaben. Fiir die Analytik wurde die Rest-
feuchte der jeweiligen Probe von der Einwaage gemaf3 Gleichung (1) subtrahiert. Die nachfolgen-
den Ergebnisse sind, wenn nicht anders beschrieben, auf die Trockenmasse der Proben bezogen.

Mit: E: Einwaage korrigiert um die Restfeuchte [g]
P: Probeneinwaage [g]
RF: Restfeuchte [%]

100: Umrechnungsfaktor von %

2.3.3 Elementaranalyse

Die Elementaranalyse von Kohlenstoff, Stickstoff und Wasserstoff wurde in einer Dreifachbestim-

mung pro Probe mit dem Thermo FlashEA - 1112 Series durchgefiihrt.
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2.3.4 Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

Fiir die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurde die Probe mit 25 mL konzentrierter Schwefel-
sdure (98%) unter Zusatz eines Katalysatorgemischs aus Kupfer- und Kaliumsulfat oxidativ auf-

geschlossen. Der Aufschluss erfolgte nach dem Heizprogramm in Tabelle 10.

Tabelle 10: Heizprogramm des Kjeldahlaufschlusses.

Heizleistung [%] 100 0 100 0 100 0 85
Dauer [min] 5 5 5 5 5 8 90

Nach vollstindigem Aufschluss (Grinfirbung der Proben) wurde eine Wasserdampfdestillation
durchgefiihrt, bei der 32%ige Natronlauge zur aufgeschlossenen Probe gegeben wurde. Der frei-
gesetzte Ammoniak wurde in eine 2%ige (w/v) borsadurehaltige Vorlage iibergetrieben. Die titri-
metrische Bestimmung des Stickstoffgehaltes erfolgte mit 0,1 M Salzsdure-Maf3losung. Anhand
von Gleichung (2) wurde der Stickstoffgehalt der Proben berechnet.

N = 1,4007 - (V — V) (2)
E-10
Mit: N: Stickstoffgehalt [g (100 g)1]
1,4007: Umrechnungsfaktor; 1 mL Salzsdure-Maf3losung entspricht 1,4007 mg Stickstoff
V: Verbrauch an Salzsaure [mL]
VB: Verbrauch an Salzsaure fiir den Blindwert [mL]
E: Einwaage der Probe (TM) [g]
10: Umrechnungsfaktor auf [g (100 g)1]

Um den Rohproteingehalt zu berechnen, wurde der Stickstoffgehalt mit dem jeweiligen Kjeldahl-
faktor multipliziert (siehe Gleichung (3)).

RP=N"-F (3)
Mit: RP: Rohproteingehalt [g (100 g)-1]
N: Stickstoffgehalt [g (100 g)1]
F: Kjeldahlfaktor

2.3.5 Aminosaureanalytik

Die Hydrolyse der Proben zur Aminosaureanalytik erfolgte auf drei unterschiedliche Weisen. Zum
einen mittels saurer Totalhydrolyse, dabei werden alle proteinogenen Aminosauren aufder Cys-
tein, Methionin und Tryptophan erfasst. Asparagin und Glutamin werden hierbei in Form ihrer

korrespondierenden Saure bestimmt.
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Filir die Bestimmung von Cystein und Methionin wurde ein oxidativer Aufschluss durchgefiihrt,
damit diese als Cysteinsaure und Methioninsulfon bzw. Methioninsulfoxid analysiert werden kon-

nen. Fiir die Bestimmung von Tryptophan wurde eine basische Hydrolyse durchgefiihrt.

2.3.5.1 Bestimmung der Gesamtaminosduren nach saurer

Hydrolyse
Die Proben wurden in Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 2,5 mL phenolischer Salzsaure
(6 M; 0,1% Phenol (w/v)) versetzt und fiir 24 h bei 110 °C inkubiert. Die Hydrolyse wurde durch
die Zugabe der Natronlauge (7,5 M) gestoppt und der pH-Wert auf 2,2 eingestellt. Anschliefsend
wurden die Proben mit Citratpuffer ad 20 mL aufgefiillt, filtriert und vermessen. Die Zusammen-

setzung des Citratpuffers ist in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11: Zusammensetzung des Citratpuffers.

Substanz Menge pro Liter
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 11g
Citronensdure 6g
Thiodiglycol 14 mL
Salzsdure (32%) 12 mL
Phenol 2g
pH 2,2

2.3.5.2 Bestimmung von Cystein und Methionin nach Oxida-
tion

Zu Beginn wurde die frisch hergestellte Oxidationslosung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur

und anschliefdend fiir 15 min im Eisbad inkubiert. Von der Oxidationsléosung wurden pro Probe

0,5 mL benotigt, welche sich aus 0,05 mL Wasserstoffperoxid (30%) und 0,45 mL Ameisensiure

(889 g Ameisensaure, 111 mL VE-Wasser und 4,73 g Phenol) zusammensetzt. Die Proben wurden

in ein Zentrifugenréohrchen eingewogen und im Eisbad gekiihlt. Je 0,5 mL der Oxidationslésung

wurden zu den Proben gegeben und diese anschliefdend fiir 16 h im Eisbad bei 4 °C inkubiert.

Die Oxidation wurde durch die Zugabe von ca. 0,08 g Natriumdisulfit gestoppt. AnschliefRend wur-
den 2,5 mL phenolhaltige Salzsaure (6 M; 0,1% (w/v) Phenol) hinzugegeben und die Proben fiir
24 h bei 110 °C inkubiert. Anschlief}end wurden die Proben mit Citratpuffer ad 20 mL aufgefiillt,

filtriert und mittels Aminosdureanalysator gemessen.
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2.3.5.3 Bestimmung von Tryptophan nach alkalischer Hydro-
lyse

Die Proben wurden in Zentrifugenrohrchen eingewogen und mit 2,5 mL phenolischer Natron-
lauge (5 M; 0,1% Phenol(w/v)) versetzt. Die Inkubation erfolgte analog zur sauren Hydrolyse bei
110 °C fiir 24 h. Nach dem Abkiihlen der Proben wurde 1 mL Phosphorsaure (0,5 M) hinzugefiigt,
der pH-Wert auf 2,2 eingestellt und die Proben mit Citratpuffer ad 20 mL aufgefiillt, filtriert und

mittels Aminosdureanalysator gemessen.

2.3.5.4 Gerateparameter Aminosdureanalysator

Die freigesetzten Aminosauren wurden an einer Kationenaustauschersaule getrennt und mittels
Nachsdulenderivatisierung mit Ninhydrin bei 440 nm (Prolin) bzw. 570 nm (restliche Aminosau-
ren) detektiert. Die Analyse erfolgt mittels Aminosdureanalysator S433 (SYKAM Vertriebs GmbH).
Die Kalibration erfolgte iiber eine Ein- (Abschnitte 3.1 und 0) oder iiber eine Mehrpunktkalibra-
tion mit vier bis fiinf Punkten (Abschnitte 3.2.1, 3.2.5 und 3.2.6). Die Parameter fiir die Analyse
der Aminosauren nach saurer Hydrolyse und Oxidation sind in Tabelle 12 aufgefiihrt. Die Para-

meter der Tryptophan-Analyse sind in Tabelle 13 gezeigt.
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Tabelle 12: Gerdteparameter der Aminosdureanalytik fiir die Gesamtaminosduren und die oxidierten Aminosduren.

Parameter
Trennsaule Kationentrennsdule LCA K13 /Na fiir das erweiterte Hydrolysat-
programm; 4,6 x 175 mm
Vorsaule Ammoniakfiltersdaule LCA K13/Na fiir Protein-Hydrolysat; 4,6 x
100 mm
Eluenten A: Natrium-Citratpuffer; 0,12 N; pH 3,45 (SYKAM)
B: Natrium-Citratpuffer; 0,20 N; pH 10,85 (SYKAM)
C: Regenerationslosung: Natronlauge; 0,5 M mit 0,68 mM EDTA
Flussrate 0,45 mL/min
Aminomodul Ninhydrin; 0,1 M in Methanol
Waschlosung: Isopropanol/Ethanol/bidestilliertes (dd) Wasser
Flussrate (1/1/2; (v/v/v))
0,25 mL/min
Gradient Zeit A [%] B [%] C[%] Nin- Wasch-
[min] hydrin l6sung.
0 100 0 0 100 0
11 95 5 0 100 0
13 80 20 0 100 0
25 70 30 0 100 0
29 30 70 0 100 0
31 20 80 0 100 0
33 10 90 0 100 0
41 0 100 0 100 0
49,1 0 0 100 100 0
50 0 0 100 0 100
52,1 100 0 0 0 100
65 100 0 0 100 0
Saulenofen Zeit [min] Temperatur [°C]
0 49
5 49
10 56
23 25
28 74
34 74
39 50
65 50
Reaktortemperatur 130 °C
Injektionsvolumen 50 pL

Detektor

UV/Vis bei 440 nm und 570 nm
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Tabelle 13: Gerdteparameter der Aminosdureanalytik von Tryptophan.

Parameter
Eluenten A: Natrium-Citratpuffer; 0,12 N; pH 3,45 (SYKAM)
B: Natrium-Citratpuffer; 0,20 N; pH 10,85 (SYKAM)
C: Regenerationslosung: Natronlauge; 0,5 M mit 0,68 mM EDTA
Flussrate 0,45 mL/min
Aminomodul Ninhydrin; 0,1 M in Methanol
Waschlosung: Isopropanol/Ethanol/dd Wasser (1/1/2; (v/v/v))
Flussrate 0,25 mL/min
Gradient Zeit A [%] B [%] C[%] Nin- Wasch-
[min] hydrin l6sung.
0 30 70 0 100 0
7 10 90 0 100 0
15 0 100 0 100 0
20,1 0 0 100 100 0
21 0 0 100 0 100
23,1 30 70 0 0 100
32 30 70 0 100 0
Saulenofen 74 °C
Reaktortemperatur 130 °C
Injektionsvolumen 50 pL
Detektor UV/Vis bei 570 nm

2.3.5.5 Bestimmung des Aminosauregehalts, des Kjeldahlfak-

tors und der Proteinqualitat

Die Bestimmung des Gehalts der einzelnen Aminosauren erfolgte nach Gleichung (4). Es wurde
hierbei angenommen, dass die Aminosauren frei in der Probe vorliegen.
c'V-M-100
= TR 100 (4)

Mit:  AS: Gehalt an der jeweiligen Aminosaure [g (100 g TM)-1]

c: Konzentration der Aminosdure [nmol mL-1]

V: Volumen der Probelésung [mL], hier 20 mL

M: Molekiilmasse der jeweiligen Aminosaure [g mol-1]

100: Umrechnungsfaktor auf g (100g TM)-!

Ep: Probeneinwaage (TM) [g]

109: Umrechnungsfaktor von nmol in mol

Unter der Annahme, dass die Aminosauren im Protein gebunden vorliegen, wurde der Gehalt der
Aminosauren (AAres, Amino Acid Residue) gemaf3 Gleichung (5) bestimmt. Hierbei wurde bertick-

sichtigt, dass bei der Bildung einer Peptidbindung ein Wassermolekiil abgespalten wird.
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CV(M—MH20)10O
Ep-10°
Mit: AAres: Gehalt an der jeweiligen Aminosaure [g (100 g TM)1]

AAyes =

(5)

c: Konzentration der Aminosdure [nmol mL-1]

V: Volumen der Probel6ésung [mL], hier 20 mL

M: Molekiilmasse der jeweiligen Aminosaure [g mol-1]

Mhuz0: Molekiilmasse von Wasser [g mol-1], hier 18,01 g mol!
100: Umrechnungsfaktor auf g (100g TM)-1

Ep: Probeneinwaage (TM) [g]

10%: Umrechnung von nmol in mol

Flir die Bestimmung des Kjeldahlfaktors wurde neben dem AA.. auflerdem der Stickstoffgehalt
aller Aminosduren benotigt. Nach Gleichung (6) wurde hierfiir zunachst der Stickstoffanteil der

einzelnen Aminosauren bestimmt, aus dem im Anschluss die Summe berechnet wurde.

N= 100 (6)

Mit: N: Stickstoffgehalt der jeweiligen Aminosaure [g (100 g TM)-]

An: Anteil von Stickstoff an der Molekiilmasse der jeweiligen Aminosédure [%]
AS: Gehalt an der jeweiligen Aminosdure [g (100 g TM)-1]
100: Umrechnungsfaktor
Nun lief3 sich nach Gleichung (7) der Kjeldahlfaktor berechnen, welcher nach der Stickstoffbe-

stimmung nach Kjeldahl dazu dient, den Stickstoffgehalt in den Rohproteingehalt umzurechnen.

% AAres
Nges

(7)

Roh =

Mit: Fron: Kjeldahlfaktor; Rohproteingehalt
AAres: Gehalt an der jeweiligen Aminosaure [g (100 g TM)!]
Nges: Summe der Stickstoffgehalte der Aminoséduren [g (100 g TM)1]

Auch der Reinproteingehalt lasst sich mithilfe eines Faktors berechnen, welcher sich aus dem
Quotienten des AArs und dem Stickstoffgehalt nach Kjeldahl gemafd Gleichung (8) zusammen-
setzt. Dieser ist geringer als der Faktor fiir den Rohproteingehalt, da der Stickstoffgehalt nach der
Bestimmung nach Kjeldahl durch die Mitbestimmung anderer stickstoffhaltiger Substanzen meist

hoher ist als der, der in der Probe enthaltenen Proteine.
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Z AAreS
Nkjeldanl

FRein -

(8)

Mit: Frein: Kjeldahlfaktor; Reinproteingehalt
AAres: Gehalt an der jeweiligen Aminosaure [g (100 g TM)1]
Nxjeldani: Stickstoffgehalt nach der Methode nach Kjeldahl [g (100 g TM)-1]

Im nachsten Schritt wurde mit den Ergebnissen der Aminosdureanalytik die Proteinqualitat be-
stimmt. Hierfiir wurden der Amino Acid Score (AAS) und der Chemical Score (CS) fiir die verschie-
denen essentiellen und semiessentiellen Aminosduren berechnet, um die limitierende Amino-
sdure zu identifizieren. Der AAS ergab sich aus Gleichung (9) und daraus mithilfe von Gleichung
(10) der CS.

ASProtein
AAS = ———— 9
ASReferenz ( )

Mit:  AAS: Amino Acid Score
ASprotein: Aminosaure im Protein der Probe [g (100 g TM)]

ASgeferenz: Aminosdure im Referenzprotein [g (100 g TM)1]

CS = AAS-100 (10)
Mit: CS: Chemical Score
AAS: Amino Acid Score

100: Umrechnungsfaktor

Das verwendete Referenzprotein wurde 1973 von der FAO/WHO festgelegt und stellt die opti-
male Zusammensetzung essentieller, schwefelhaltiger und aromatischer Aminosauren dar. (Food

and Agriculture Organization/World Health Organization 1973)

Die Biologische Wertigkeit wurde tiber den essentiellen Aminosdure-Index (EAAI; engl. Essential

Amino Acid Index), welcher sich aus Gleichung (11) ergibt, berechnet.

EAAIl = S\/CSIle *CSpeu - CSLys ’ CSMet+Cys ’ CSPhe+Tyr * CSthr CSTrp * CSval (11)

Mit: EAALI: Essential Amino Acid Index

CSas: Chemical Score der jeweiligen Aminosdure

Mithilfe des EAAI wurde im nachsten Schritt die Biologische Wertigkeit (BW) gemaf3 Gleichung
(12) berechnet. Die Biologische Wertigkeit gibt an, wie effizient das Nahrungsprotein zum Aufbau

korpereigener Proteine genutzt werden kann.
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BW = (1,09 - EAA]) — 11,7 (12)
Mit: BW: Biologische Wertigkeit
EAAI: Essential Amino Acid Index

2.3.6  Bestimmung des Fettgehalts nach Weibull-Stoldt

Die Probe wurde auf 1 mg genau eingewogen und mit 150 mL Salzsdure (4 M) versetzt. Die Lo-
sung wurde erhitzt und fiir 30 min am Sieden gehalten. Im Anschluss wurden 100 mL heif3es VE-
Wasser hinzugefligt und die Losung filtriert. Filter und Probe wurden unter Verwendung von aus-

reichend heifdem Wasser neutral gewaschen und im Anschluss bei 105 °C getrocknet.

Die Extraktion des Fettes aus der Probe erfolgte an der Soxtherm®-Extraktionsapparatur. Hierfiir
wurden die aufgeschlossenen, getrockneten Proben in Extraktionshiilsen gegeben und diese mit
Glaswolle abgedichtet. Die konstant gewogenen Extraktionsbecher enthielten Siedesteine und
wurden mit den befiillten Extraktionshiilsen in die Apparatur eingehdngt. Die Extraktion erfolgte

nach dem in Tabelle 14 aufgefiihrten Prozess mit 160 mL n-Hexan.

Tabelle 14: Gerdteparameter der Soxtherm®-Apparatur.

Parameter Einstellung
T-Klasse 200 °C
Extraktionstemperatur 165 °C
Absenkintervall 3min30s
Absenkimpuls 2s
Kochphase 0 min
Abdestillieren AA 6x Intervall
Extraktionszeit 2 h 0 min
Abdestillieren AB 3x Intervall
Abdestillieren AC 5 min
Programmdauer 2 h 36 min

Das Losungsmittel wurde nach der Extraktion mit Stickstoff abgeblasen und die Extraktionsbe-
cher bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Fettgehalt der Proben wurde durch Dif-
ferenzwigung der Soxtherm®-Extraktionsbecher bestimmt. Die extrahierten Lipide wurden in
3 mL Isooctan aufgenommen und bis zur weiteren Analyse der Fettsdureverteilung in Braunglas-

vials bei -20 °C gelagert.

2.3.7 Bestimmung der Fettsaureverteilung

Die Analyse der Fettsdureverteilung erfolgte nach der Umesterung der Triglyceride in Fettsau-

remethylester (FSME) gemaf3 2.3.7.1.
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2.3.7.1 Umesterung der Fettsauren

Die Umesterung der Fettsduren wurde in Anlehnung an das Schnellverfahren fiir die Transmethy-
lierung unter alkali-katalysierten Bedingungen der amtlichen Sammlung von Untersuchungsver-
fahren durchgefiihrt. (BVL) Ein Anteil von 0,1 mL der in Isooctan geldsten Lipide wurde 20fach
mit [sooctan verdiinnt und in einem Reaktionsgefafd mit Teflonkappe mit 0,1 mL methanolischer
KOH (2 M) versetzt, verschlossen und homogenisiert. Nach 2 min Standzeit wurden 2 mL gesat-
tigte NaCl-Losung hinzugegeben und die Losung erneut geschiittelt. Die organische Phase wurde
abgenommen und tiber NaSO, iiber Nacht bei 4 °C getrocknet. Im Anschluss wurde die organische
Phase 1:10 verdiinnt, in Kurzgewindeflaschen iiberfiihrt und zur gaschromatographischen Ana-

lyse eingesetzt.

2.3.7.2 Gaschromatographische Analyse des Fettsaureprofils

Die Analyse der verdiinnten Fettsduremethylester erfolgte mittels GC-MS. Die Gerdteparameter
sind in Tabelle 15 aufgefiihrt. Die Identifizierung der Fettsauren erfolgte anhand authentischer
Referenzsubstanzen im 37 Komponenten-Mix von Supelco® iiber die Retentionsindices nach van
den Dool und Kratz (siehe Gleichung (13))mithilfe einer homologen Reihe von n-Alkanen (van
den Dool und Kratz 1963). Zwei der FSME, welche nicht im Mischstandard enthalten waren, wur-

den anhand von Literaturdaten identifiziert. (Hammer 2021)

tz (Substanz) — tz (C,)
RI =100-n+ 100 - (13)
tr (Cn+1) — g (Cn)

Mit: RI: Retentionsindex [-]
n: Anzahl an Kohlenstoffatomen im nachstkleineren n-Alkan [-]
tr (Substanz): Retentionszeit der Substanz [min]
tr (Cn): Retentionszeit des nachstkleineren n-Alkans [min]
tr (Cn+1): Retentionszeit des nachstgrofieren n-Alkans [min]

100: Umrechnungsfaktor
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Tabelle 15: Gerdteparameter der GC-MS-Analytik fiir die Bestimmung der Fettsduremethylester.

Parameter Einstellung
GC-System Agilent Technologies 7890A GC-System (Santa Clara,
USA) mit dem 5975C VL MSD Triple Axis Detector und
dem Gerstel MultiPurpose Sampler
Injektion Split/Splitless-Injektor (250 °C)
Liner Fliissigliner; Focusliner®, 4 mm ID; SGE Analytical Sci-
ence, Crownhill, UK
Modus Split 10:1
Injektionsvolumen 1 pL
Trennsdule VF-WAXms (Agilent)
Temperaturprogramm 40 °C (3 min); 3 °C min-1; 240 °C (12 min)
9 [°C] (Dauer)
Tragergas Helium (5.0)
Flussgeschwindigkeit 1,2 mL min-1 (konstant)
Gas Saver 20 mL min-1 nach 2 min
MS
Ionisation 70 eV
Temperatur lonenquelle 230°C
Temperatur Quadrupol 150 °C
Temperatur Transferline 250°C
Solvent Delay 0,0 min
Ionisierungsenergie 70 eV
Solvent Delay 5,0 min
Totalionenscan m/z 33-425
Software
Datenaufnahme MassHunter GC/MS Acquistion B 10.0.384.1
Datenbankabgleich NIST MS Search 2.2
Datenbank NIST MS Library Version 2.2

2.3.8 Bestimmung des Ligningehaltes nach Klason

Der Ligningehalt wurde gemafd einer modifizierten Methode nach Lin und Dence (1992) be-
stimmt. (Lin und Dence 1992) Etwa 2 g der gemahlenen Probe wurden in eine Extraktionshiilse
eingewogen und zweifach in einer Soxhlet-Apparatur extrahiert, zu Beginn fiir 6 hin 170 mL eines
Losungsmittelgemisches aus Cyclohexan und Ethanol (2:1 (v/v)) (Fengel und Przyklenk 1983).
Die zweite Extraktion wurde mit 170 mL Ethanol (mind. 99,8%) fiir 4 h durchgefiihrt. Durch Dif-
ferenzwigung der vorher konstant gewogenen Rundkolben wurde der Extraktstoffgehalt der

Probe bestimmt.

Nach dem Trocknen der Probe in der Extraktionshiilse an der Luft wurden 0,2 g der extrakt-
stofffreien Probe in einen 250 mL Iodzahlkolben eingewogen, mit 5 mL 72%iger Schwefelsiaure
(v/v) versetzt und fiir 2,5 h inkubiert. Anschlief3end wurden 160 mL VE-Wasser hinzugefiigt und
die Mischung unter Riihren fiir 4 h am Sieden gehalten. Die abgekiihlte Losung wurde dann tiber
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einen konstant gewogenen Glasfiltertiegel (Porengrofde 3) filtriert. Das Filtrat wurde zur photo-
metrischen Bestimmung des sdurel6slichen Lignins bei 280 nm eingesetzt. Nach Gleichung (14)
wurde der Gehalt an sdureldslichem Lignin (engl.: acid-soluble lignin, (ASL)) bestimmt. Als Blind-

wert flr die Photometrie wird 3%ige Schwefelsiaure (v/v) genutzt.

Die Trockenmasse der Probeneinwaage wurde fiir die Berechnung um den Extraktstoffgehalt und
die Restfeuchte korrigiert.
asy = £V Fv 100 (14)
a-Ep-d

Mit: ASL: Gehalt an saurel6slichem Lignin [%)]

E: Extinktion der Probe bei 280 nm

V: Volumen der Losung [L], hier 0,165 L

Fv: Verdiinnungsfaktor, hier 1

100: Bezug der Einwaage auf 100% [%]

a: Standardabsorptionsvermdgen von Lignin bei 280 nm [L g1 cm1], 23,3 L g'! cm'?

Ep: Probeneinwaage (TM), korrigiert um den Extraktstoffgehalt [g]

d: Schichtdicke der Kiivette [cm], hier 1 cm

Der Riickstand wurde mit 500 mL heiffem VE-Wasser neutral gewaschen und anschliefRend bei
105 °C bis zur Massenkonstanz getrocknet. Der Gehalt an sdureunldslichem Lignin (engl.: acid-
insoluble lignin, (AIL)) wurde mittels Gleichung (15) berechnet
(mz - ml) " 100

Ep

Mit: AlL: Gehalt an sdureunléslichem Lignin [%]

AlL =

(15)

m1: Masse des konstant gewogenen, leeren Filtertiegels [g]
m2: Masse des konstant gewogenen Filtertiegels mit Probe [g]
100: Bezug der Einwaage auf 100% [%]

Er: Probeneinwaage (TM), korrigiert um den Extraktstoffgehalt [g]

Der Gesamtgehalt an Lignin (engl.: total lignin, TL) wurde aus der Summe von ASL und AIL be-

stimmt (vgl. Gleichung (16))

TL = ASL + AIL (16)
Mit: TL: Gehalt an Gesamtlignin in der Probe [%]

ASL: Gehalt an sdureldslichem Lignin [%]

AIL: Gehalt an sdureunldslichem Lignin [%]
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2.3.9 Bestimmung des Ergosterolgehalts

Die Bestimmung von Ergosterol erfolgte in dieser Arbeit durch die folgenden unterschiedlichen

Methoden.

2.3.9.1 Ergosterolbestimmung mittels HPLC-DAD

Die Ergosterolbestimmung mittels HPLC-DAD erfolgte gemaf? der modifizierten Methode nach
(Zelles et al. 1987). Etwa 1 g der gemahlenen Probe wurden in einen Rundkolben aus Braunglas
eingewogen und mit 50 mL Ethanol, 4 L Natriumascorbatlésung (8,75 gin 1 M NaOH) und 10 mL
Kaliumhydroxidlésung (50/50 (w/w)) versetzt. Als interner Standard dienten 150 mL 7-Dehy-
drocholesterol (7-DHC) in Methanol (1 mg mL-t). Die Probel6sung wurde fiir eine Stunde unter
Riickfluss im Wasserbad bei 80 °C unter dreimaligem Umschwenken nach je 20 min verseift. An-
schlieféend wurden 50 mL VE-Wasser hinzugefiigt und die Probe auf Raumtemperatur abgekiihlt.
Dann wurde die Probe viermal mit unterschiedlichen Losungsmitteln extrahiert. Zu Beginn wurde
mit 50 mL Diethylether, dann mit 50 mL n-Pentan, einer Mischung aus 10 mL Ethanol und 50 mL
n-Pentan und zuletzt mit 20 mL n-Pentan extrahiert. Nach jeder Extraktion wurden die organi-
schen Phasen abgetrennt. Im Anschluss wurden die vereinten organischen Phasen dreimal mit
ethanolischer Kaliumhydroxidlosung (18 g KOH in 582 g 5%igem Ethanol (w/w)) gewaschen, mit
VE-Wasser neutral gewaschen und in einen lodzahlkolben iiberfiihrt. Die Extrakte wurden iiber

Nacht bei 4 °C iiber Natriumsulfat getrocknet.

Die Proben wurden im Anschluss in Rundkolben aus Braunglas filtriert und das Losungsmittel
abdestilliert. Der Riickstand wurde in 1,5 mL Methanol aufgenommen und fiir 5 min im Ultra-
schallbad gel6st. Die gelosten Proben wurden in 1,5 mL Reaktionsgefafde iiberfiihrt und fiir 10 min
bei 18.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Losungen wurden membranfiltriert (0,45 pm) und fiir die

HPLC-Analyse eingesetzt. Die Parameter der Analyse sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.
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Tabelle 16: Parameter der HPLC-Analyse zur Bestimmung des Ergosterolgehalts.

Parameter Einstellung
Saulenofentemperatur 40 °C
Saulen Chromolith® Performance RP-18e
Nucleosil® C18
Fluss 1 mL min-!
Laufmittel A: Methanol
B: Acetonitril
C: Ameisensaure (0,05% (v/v))
Gradient Zeit A [%] B [%] C [%]
[min]
0 0 70 30
2 0 100 0
10 0 100 0
20 5 95 0
30 5 95 0
35 0 100 0
40 0 70 30
Druck 89 bar
Detektor Diodenarraydetektor (DAD)
Wellenlangenbereich 250-310 nm
Wellenlange 282 nm
Dauer 40 min

Die Quantifizierung erfolgte mittels externer Kalibrierung iiber den internen Standard. Eine Ka-
librierreihe ist im Anhang, Abschnitt 7.1, Abbildung 42 beispielhaft dargestellt. Durch Umstellen
der Geradengleichung der externen Kalibrierung zur Massenkonzentration von Ergosterol wurde
diese durch das Einsetzen der Peakflichen von Ergosterol und 7-DHC berechnet. Im Anschluss
wurde aus der Massenkonzentration mithilfe von Gleichung (17) der Ergosterolgehalt berechnet.

ﬁErg " Vp " 1000
WErg = #

(17)
Mit: werg: Ergosterolgehalt [mg (g TM)1]

Perg: Massenkonzentration an Ergosterol [mg mL1]

Ve: Volumen der Probeldsung [mL], hier 1,5 mL

E: Einwaage der Probe [mg]
1000: Bezug des Gehalts auf 1g Probe [mg g'1]
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2.3.9.2 Ergosterolbestimmung mittels GC-FID

Etwa 200 mg Probe wurden in einem Pyrex-Reaktionsgefafd mit Teflonkappe mit 50 mg Natriu-
mascorbat versetzt. Es wurden auflerdem 250 pl. des internen Standards ((IST), 7-DHC;
2 mg mL-1; in 2-Butanon) und 5 mL methanolische Natriumhydroxid-Lésung (5% NaOH (w/v) in
95% MeOH (v/v)) hinzugefiigt, die Losung homogenisiert und im Wasserbad bei 80 °C inkubiert.
Die Losung wurde alle 20 min mittels Vortexer homogenisiert und nach einer Stunde Inkubati-
onszeit unter Lichtausschluss auf Raumtemperatur abgekiihlt. Mittels Membranfiltration
(0,45 pm) wurde die Probe in ein Derivatisierungsrohrchen tiberfiihrt und dreimal mit je 5 mL n-
Hexan extrahiert. Die organischen Phasen wurden in einem 15 mL Messkolben vereint und ad
Marke aufgefiillt. Im Anschluss wurde die Probe tiber Natriumsulfat getrocknet. Davon wurden
6 mL entnommen, in ein weiteres Pyrex-Glas tiberfiihrt und das Losemittel unter Stickstoff abge-
blasen. Zur trockenen Probe wurden 500 pL Tetrahydrofuran (THF) und 500 puL N-Methyl-N-tri-
methylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) hinzugegeben. Die Silylierung erfolgte fiir 2 min im Wasser-
bad, bei 70 °C. Die Losung wurde nach einer Minute gevortext und dann bei Raumtemperatur un-

ter Lichtausschluss iiber Nacht abgekiihlt, um eine vollstindige Reaktion zu gewahrleisten.

Fiir die Quantifizierung wurde eine externe Kalibrierreihe genutzt, welche mit 1 mL IST pro Stan-
dard versetzt wurde. Die Standards wurden in 10 mL Messkolben in 2-Butanon angesetzt. Davon
wurde jeweils 1 mL entnommen, unter Stickstoff verdampft und anschlief3end analog zur Proben-

vorbereitung silyliert.

Die silylierten Proben und Standards wurden in Kurzgewindeflaschen iiberfiihrt und fiir die Be-

stimmung mittels GC-FID verwendet. Die Gerateparameter sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17: Gerdteparameter der Ergosterolbestimmung mittels GC-FID.

Parameter Einstellungen
GC Agilent Technologies 7890A GC-System mit
7683B Series Injector (Santa Clara, USA)
Injektion
Liner Fliissigliner; Focusliner®, 4 mm ID; SGE Analytical Sci-
ence, Crownhill, UK
Modus Split 10:1
Injektionsvolumen 1 pL
Trennsdule DB-5ms (Agilent)
Temperaturprogramm 100 °C (3 min); 30 °C min-t auf 280 °C (12min);
9 [°C] (Dauer) 30 °C min-t auf 320 °C (5 min)
Tragergas Wasserstoff (5,0)
Flussgeschwindigkeit 1,2 mL min-1 (konstant)
Gas Saver 30 mL min-! nach 5 min
FID
Temperatur 280 °C
Gas Druckluft
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Das Flachen-Verhiltnis der 7-DHC- und Ergosterol-Peaks wurden gegen die Konzentration von
Ergosterol aufgetragen. Eine Kalibriergerade ist beispielhaft im Anhang, in Abschnitt 7.1, Abbil-
dung 43 dargestellt. Durch Umstellen der Geradengleichung und Einsetzen der Versuchsparame-

ter wurde nach Gleichung (18) der Ergosterolgehalt der Probe berechnet.

() -
Vi - Aist (18)
WEgrg = Em
Mit: werg: Ergosterolgehalt der Probe [mg (g TM)1]
V: Verdiinnungsfaktor [-]
Agrg: Peak-Area von Ergosterol [Counts min-1]
Aist: Peak-Area vom IST [Counts min-1]
b: y-Achsenabschnitt der Kalibriergeraden [Counts]

m: Steigung der Kalibriergeraden [Counts mg-1]

E: Probeneinwaage, TM [g]

2.3.9.3 Quantifizierung des Pilzgehalts

Fiir die Quantifizierung des Pilzgehalts eines Fermentats ist es notwendig, den jeweiligen Pilz in
einem loslichen Medium zu kultivieren. Hierfiir wurde als Standardmedium Malzextraktmedium
(20 g L-1) genutzt. Die submerse Hauptkulturfithrung in ME-Medium erfolgte analog zu Abschnitt
2.2.4.2. Die Berechnung der Pilzgehalte erfolgte mittels Dreisatz nach Gleichung (19).

w =100
p= Erg,Substrat (19)
WErg ME

Mit: P: Pilzgehalt [g (100 g TM)-1]
WErgsubstrat: Ergosterolgehalt des Pilzes im Medium aus den Substraten [mg (g TM)1]
wergME: Ergosterolgehalt des Pilzes im ME-Medium [mg (g TM)1]
100: Umrechnung auf

Fiir die Bestimmung der Pilzgehalte der Emerskulturen wurden die Pilze auf MEA-Platten gemaf3

Abschnitt 2.2.3.2 kultiviert und im Anschluss extrahiert.

2.3.10 Aschebestimmung

Die Probe wurde in einen konstant gewogenen Quarztiegel eingewogen und iiber der Flamme ei-
nes Bunsenbrenners vorverascht. Im Anschluss wurde sie im Muffelofen bei 550 °C unter regel-
mafdigem Hinzufiigen von Wasserstoffperoxid vollstindig verascht. Der Aschegehalt wurde nach

Differenzwagung der Tiegel nach Gleichung (20) berechnet.
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_ ATiegel -100

5 (20)

Mit: A: Aschegehalt [g (100 g TM)1]
Ariegel: Differenz der vollen und leeren Tiegel [g]
E: Einwaage der Probe [g] in TM
100: Umrechnung auf g (100 g)!

2.3.11 Mineralstoffbestimmung mittels ICP-OES

Die Mineralstoffbestimmung erfolgte nach der Aschebestimmung mittels ICP-OES (engl.: induc-
tively coupled plasma optical emission spectroscopy). Die aus 2.3.10 erhaltene Asche wurde in
100 mL Salpetersaure (10%ig (v/v)) aufgenommen und filtriert. AnschliefSend wurden die in Ta-
belle 18 aufgelisteten Mineralstoffe anhand ihrer spezifischen Emissionswellenldnge mittels ICP-
OES (Varian 720 ES) am Institut fiir Bodenkunde der Justus-Liebis-Universitat Giefsen nach DIN
[SO 22036 gemessen.

Tabelle 18: Bestimmte lonen mit der zugehérigen Emissionswellenldnge.

Metall Emissionswellenlange [nm]
Calcium 220,861
Eisen 240,489
Kalium 766,491
Magnesium 182,731
Natrium 589,592
Zink 213,857

2.3.12 Bestimmung des Glutengehalts mittels kompetitivem

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Zur Bestimmung der Glutengehalte der Fermentate von Biertreber wurden 100 mg Probe in
15 mL Zentrifugenrdhrchen auf 0,1 mg genau eingewogen und mit 10 mL einer Losung von Fisch-
gelatine in 60%igem Ethanol (10% (w/w), pH 8,5) versetzt. Die Losung wurde fiir 30 s auf einem
Kreisschiittler (IKA, VORTEX 2; Stufe 5) und anschliefdend fiir 10 min an einem Test Tube Rotator
(50 rpm) homogenisiert. Im Anschluss wurde die Probe bei 3.363 g fiir 10 min zentrifugiert und
der Uberstand membranfiltriert (0,45 um). Das Filtrat wurde 1:10 mit 60%igem Ethanol ver-

diinnt.
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Die Losungen des Ridascreen®-ELISA-Kits (r-biopharm 2021) wurden nach Herstellerangaben
verdiinnt und die extrahierte Probe anschliefiend nach der Vorschrift des Kits vorbereitet und fiir
die photometrische Messung des enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) eingesetzt Die Mes-
sung erfolgte mit einem Plate-Reader bei 450 nm und wurde anhand externer Kalibrierl6sungen

aus Gliadin mit einer kubischen Regression ausgewertet.

2.4 Aromaanalytik

2.4.1 Geruchsbeurteilung der Kulturiiberstiande

Die Geruchseindriicke der Uberstinde wurden von Tag 1 bis Tag 5 von zwei Personen bestimmt.
Aufserdem wurden die Geruchseindriicke und ihre Intensitit der Fermentationstage fiinf bis sie-
ben von einem Panel, bestehend aus 8 Probanden, bewertet. Dazu wurden je 2 mL des Uberstan-

des in ein Schnappdeckelglas pipettiert und mit einer zweistelligen Zufallsnummer beschriftet.

2.4.2 GC-MS-0O-Analytik von P. nameko-Kulturen

Zur besseren Reproduzierbarkeit der Einzelmessungen an unterschiedlichen Tagen wurden alle
Vials vor der Analyse bei =20 °C gelagert und vor Analysenbeginn innerhalb von 60 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut. Als Extraktionsverfahren wurde die stir bar sorptive extraction
(SBSE) mit Hilfe von Twistern® gewdhlt. Die mit Polydimethylsiloxan (PDMS) beschichteten Twis-
ter® (Lange: 10 mm; Filmdicke: 0,5 mm) wurden in einem Twister®Conditioner mit dem in Ta-

belle 19 aufgefiihrten Temperaturprogramm vorkonditioniert.

Tabelle 19: Temperaturprogramm zur Vorkonditionierung der Twister®.

Temperatur J (Dauer)
Start 30 °C (20 min)
Rampe 5 °C min-1
End 280 °C (480 min)
Standby 30°C

Die Extraktion erfolgte direkt in der Probe fiir 30 min bei 150 rpm. Nach der Extraktion wurden
die Twister® mit entmineralisiertem Wasser gereinigt, getrocknet und in Desorptionsliner iiber-

fiihrt.

Die Twister®-Desorptionsliner wurden zur Analyse mittels TDU-GC-MS-0 eingesetzt. Die verwen-

dete Methode ist in Tabelle 20 aufgefiihrt.
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Tabelle 20: Parameter der GC-MS-0-Analytik mit polarer Sdule von P. nameko in unterschiedlichen Biertreber-Medien.

Parameter Einstellung
Gaschromatograph Agilent Technologies 8890 GC-System (Santa Clara, USA) mit
7010B GC/TQ und MultiPurpose Sampler von Gerstel
TDU
Temperaturprogramm 40 °C (0,5 min); 120 °C min-1; 250 °C (12,0 min)
9 [°C] (Dauer)
Transferliner 250°C
Sample mode Retain Tube-Standby Cooling
Modus splitless
CIS
Temperaturprogramm -70°C (0,5 min); 12 °C s-1; 250 °C (5,0 min)
9 [°C] (Dauer)
Modus Split 10:1
Injektion
Liner ‘ Glasverdampfrohre gefiillt mit silanisierter Glaswolle
Trennung
Trennsaule VF-WAXms (Agilent)
Temperaturprogramm 40 °C (3 min); 5 °C min-1; 240 °C (12 min)
9 [°C] (Dauer)
Tragergas Helium (5.0)
Flussgeschwindigkeit 1,56 mL min-1 (konstant)
MS (Triple Quadrupol)
Modus Scan (m/z 30-300)
Ionisation 70 eV
Temperatur lonenquelle 230 °C
Temperatur Quadrupol 150 °C
Temperatur Transfer- 250 °C
line
Solvent Delay 0,0 min
Olfaktometrie Detektor Port
Transferline 250 °C
Mischkammerheizung 150 °C
Make-Up Gas Stickstoff
Software
Datenaufnahme MassHunter GC/MS Acquistion B 10.0.384.1
Autosampler-Steuerung Maestro 1 Version 1.5.3.81/3.5
Datenauswertung MassHunter Workstation Qualitativ Analysis B 10.0.10305.0
Datenbankabgleich NIST MS Search Version 2.2
Datenbank NIST MS Library Version 2.2
Sprachsoftware ODP-Recorder 3.2.0.2
ODP-Datenauswertung Data Viewer 1.0.2.8
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Zur vorlaufigen Identifizierung der fliichtigen Verbindungen wurde eine Gaschromatographie-0Ol-
faktometrie an einer polaren VF-WAXms-Saule durchgefiihrt. Fiir geruchsaktive Substanzen wur-
den die Retentionsindices nach van den Dool und Kratz berechnet (vgl. Gleichung (13)) und mit
denen der NIST-Datenbank (National Institute of Standards and Technology) und der Standard-
Datenbank des Instituts fiir Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie der JLU Giefsen
verglichen (van den Dool und Kratz 1963). Aufterdem wurden die Ubereinstimmungen der Mas-
senspektren mit den Referenzen der NIST-Datenbank beurteilt (Linstrom 1997). Die Geruchsein-
driicke wurden mit den Datensatzen der The Good Scents Company (TGSC) tliberpriift (The Good
Scents Company 2022).

Die Messungen an einer unpolaren DB-5-Siule erfolgten mit den GC-MS-Parametern, welche in

Tabelle 21 aufgefiihrt sind.

Tabelle 21: Parameter der GC-MS-0-Analytik mit unpolarer Sdule von P. nameko in unterschiedlichen Biertreber-Medien

Parameter Einstellung
Gaschromatograph Agilent Technologies 7890B GC-System (Santa Clara, USA) mit
5977B MSD und MultiPurpose Sampler von Gerstel
TDU
Temperaturprogramm 40 °C (0,5 min); 120 °C min-1; 250 °C (12,0 min)
J [°C] (Dauer)
Transferliner 250°C
Sample mode Retain Tube -Standby Cooling
Modus splitless
CIS
Temperaturprogramm -70°C (0,5 min); 12 °C s-1; 250 °C (5,0 min)
J [°C] (Dauer)
Modus Split 10:1
Injektion
Liner Glasverdampfrohr, gefiillt mit silanisierter Glaswolle
Modus Split 4:1
Trennung
Trennsaule DB-5ms (Agilent)
Temperaturprogramm 40 °C (3 min); 5 °C min-1; 240 °C (12 min)
J [°C] (Dauer)
Tragergas Helium
Flussgeschwindigkeit 1,56 mL min-1 (konstant)
Gas Saver 25 mL min-1 nach 5 min
MS (Triple Quadrupol)
Modus Scan (m/z 30-300)
Ionisation 70 eV
Temperatur lonenquelle 230°C
Temperatur Quadrupol 150 °C
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Tabelle 21 (Fortsetzung).

Parameter Einstellung
MS (Triple Quadrupol)
Temperatur Transfer- 250 °C
line
Solvent Delay 0,0 min
Olfaktometrie Detektor Port
Transferline 250 °C
Mischkammerheizung 150 °C
Make-Up Gas N
Software
Datenaufnahme MassHunter GC/MS Acquistion B 10.0.384.1
Autosampler-Steuerung Maestro 1 Version 1.5.3.81/3.5
Datenauswertung MassHunter Workstation Qualitativ Analysis B 10.0.10305.0
Datenbankabgleich NIST MS Search Version 2.2
Datenbank NIST MS Library Version 2.2

Neben der Extraktion der Aromastoffe mittels SBSE wurde eine Extraktion mittels Solid Phase

Microextraction (SPME) durchgefiihrt. Auch hier wurden 4 mL Kulturiiberstand verwendet und

mit den in Tabelle 22 angegebenen Parametern extrahiert und gemessen.

Tabelle 22: Parameter der GC-MS-0-Analytik mit polarer Sdule von Kulturiiberstand von P. nameko in unterschiedlichen

Biertreber-Medien.

Parameter
GC Agilent Technologies 7890B GC System mit 5977B MSD (Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland);
Gerstel MPS Robotic
Extraktion
SPME-Faser Divinylbenzol (DVB) / Carboxen (CAR) / Polydimethylsiloxan
(PDMS); 50/30 pm dick; 1 cm lang; Supelco
Agitator Inkubation: 40 °C (10 min)
Agitator an: 30 s
Agitator aus: 3 s
Agitator Geschwindigkeit: 250 rpm
Extraktion: 40 °C (30 min)
Desorption: 250 °C (300 s)
Injektion
Liner SPME-Liner / Glasverdampfrohr; Gerstel
Modus splitless
Trennung
Trennsaule VF-WAXms (Agilent)
Temperaturprogramm 40 °C (3 min); 5 °C min-1; 240 °C (7 min)
9 [°C] (Dauer)
Tragergas Helium (5.0)
Fluss 1,56 mL min-! (konstant)
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Tabelle 22 (Fortsetzung).
MS - Single Quadrupole
Modus scan (m/z 30-300)
Ionisation 70 eV
Temperatur lonenquelle 230°C
Temperatur Quadrupol 150 °C
Temperatur Transfer- 250°C
line
Solvent Delay 0,0 min
Olfaktometrie Detektor Port (ODP)
Transferline 250°C
Mischkammerheizung 150 °C
Make-Up Gas Stickstoff
Software
Datenaufnahme MassHunter GC/MS Aquisition B 07.05.2479
Autosampler-Steuerung Maestro 1 Version 1.5.3.81/3.5
Datenauswertung MassHunter Workstation Qualitative Analysis Version B.07.00
Datenbankabgleich NIST MS Search 2.2
Datenbank NIST MS Library Version 2.2
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3. Ergebnisse

3.1 Fermentation von EFB und PKM

3.1.1 Analytik der Substrate

Bei den durchgefiihrten Analysen handelte es sich um die Bestimmung des Stickstoffgehalts nach
Kjeldahl (2.3.4), die Bestimmung der Aminosduregehalte und -verteilung (2.3.5), die Bestimmung
des Fettgehaltes nach Weibull-Stoldt (2.3.6), sowie die Bestimmung des Aschegehalts (2.3.10).
Beide Substrate hatten einen geringen Wassergehalt von unter 10%, sodass keine Trocknung vor
der Analyse durchgefiihrt werden musste. Alle nachfolgenden Daten wurden auf die Trocken-
masse der Substrate bezogen. In Tabelle 23 sind die Ergebnisse der Analysen beider Substrate
aufgefiihrt. Die EFB wiesen einen geringen Stickstoff- beziehungsweise Aminosauregehalt auf,
wahrend der Aschegehalt hoher war als von PKM. Der Fettgehalt beider Substrate war vergleich-

bar.

Tabelle 23: Ergebnisse der Analytik der nicht-fermentierten Substrate n=3 (* Standardabweichung).

EFB \ PKM
[g (100 g TM)-]
Stickstoffgehalt 0,8 (£ 0,0) 2,3(x0,0)
Aminosauregehalt 4,0(x04) 6,6 (£ 04)
Aschegehalt 55(x£0,3) 4,1(x0,5)
Fettgehalt 11,9 (x0,2) 11,2(x0,1)

Die Fettsdureverteilung der EFB ist in Abbildung 3 im Vergleich zu den fermentierten Substraten
dargestellt, die Aminosaureverteilung ist in Abbildung 4 gezeigt. Der Ligningehalt wurde als
Summe aus dem saureldslichen und sdureunléslichen Lignin, welche mit der Methode nach Klason

bestimmt wurden, berechnet (Tabelle 24).

Tabelle 24: Ligningehalte der nicht-fermentierten Substrate; n=3 (* Standardabweichung).

EFB | PKM
[g (100 g TM)]
Saureunlosliches Lignin (AIL) 21,94 (x0,96) 21,18 (£ 3,47)
Saurelosliches Lignin (ASL) 4,27 (£ 0,77) 1,67 (¥ 0,13)
Gesamt-Lignin 26,21 (x1,73) 22,85 (* 3,60)
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3.1.2 Screening

Es wurde ein Screening in Festbettkulturen durchgefiihrt, welches dieser Arbeit voranging, in dem

69 Pilze geziichtet wurden, darunter 61 Pilze der Abteilung Basidiomycota und acht Pilze der Ab-

teilung Ascomycota. Von diesen waren 29 Pilze gar nicht angewachsen. Die Vertreter der Seitlinge

(Pleurotus) zeigten generell ein relativ schnelles Wachstum. Die fiinf Pilze, die optisch als am bes-

ten wachsend beurteilt wurden, waren Pleurotus ostreatus, Irpex lacteus, Irpex consors, Marasmius

palmivorus und Bjerkandera adusta. Es wurde bei der Auswahl auf3erdem das Aufhellen des Me-

diums als Zeichen fiir einen Abbau von Lignin optisch beurteilt.

Die Kultivierung der fiinf ausgewahlten Pilze erfolgte in Erlenmeyerkolben mit 10 g Medium ge-

mafd Abschnitt 2.2.3 fiir zwei Wochen, bis sie vollstindig bewachsen waren. Um die Eignung als

Larvensubstrat zu untersuchen, wurden der Stickstoffgehalt und die Aminosdurezusammenset-

zung analysiert. Die Stickstoff- und Aminosduregehalte sind in Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Stickstoff- und Aminosduregehalte von fermentierten EFB; n=3 (+ Standardabweichung).

Probe Stickstoffgehalt Aminosduregehalt
[g (100 g TM)-1] [g (100 g TM)! ]
B. adusta 0,92 (£0,05) 3,8 (£0,30)
L consors 0,85 (£0,04) 3,6 (£0,28)
L lacteus 0,81 (+0,08) 3,7 (£ 0,15)
M. palmivorus 0,82 (£0,04) 3,3(x0,22)
P. ostreatus 0,77 (£0,06) 3,2(x0,17)

Die nachfolgenden Experimente wurden anhand der Ergebnisse der Stickstoff- und Aminosaure-

gehalte mit den Pilzen I consors, B. adusta und M. palmivorus durchgefiihrt. Diese erwiesen sich

auch aufgrund ihres Wachstums als die vielversprechendsten Kandidaten.
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3.1.3

Ergosterolbestimmung der Festbettkulturen

Die Pilze B. adusta, I. consors und M. palmivorus wurden in einer zeitabhingigen Kulturreihe ge-

maf3 2.2.3 kultiviert. Die Kulturen wurden nach 2.3.9.1 auf den Ergosterolgehalt untersucht (Ta-

belle 26).

Tabelle 26: Ergosterolgehalte der kinetischen Reihe der drei Pilze; n=3 (* Standardabweichung).

Ergosterolgehalt [mg (g TM)-1]
2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen 8 Wochen

B. adusta 0,02 0,11 0,20* 0,11
(£0,00) (£ 0,01) (£0,01) (£0,02)

L consors 0,03 0,50 0,72 0,94
(£0,01) (£0,02) (£ 0,06) (£0,01)

M. palmivorus 0,02 0,07 0,06 0,12
(£0,00) (£0,02) (£0,02) (£0,04)

*Doppelbestimmung (+ halbe Spannweite)

Fiir die Bestimmung des Pilzgehalts von Submerskulturen wurden die jeweiligen Pilze standard-
mafdigim ME-Medium geziichtet und anschliefend auf den Ergosterolgehalt analysiert. Dieser Ge-
halt wurde als Bezugswert fiir 100% Pilz genutzt um den Pilzanteil in fermentierten Proben mit
unldslichen Substraten zu quantifizieren. Da in diesem Projekt hauptsachlich mit Emerskulturen
gearbeitet wurde, wurde im nachsten Schritt der Ergosterolgehalt von Submerskulturen in ME-

Medium und in Emerskulturen verglichen.

Die Ergebnisse der mittels HPLC-DAD analysierten Ergosterolgehalte in ME-Submersmedien be-
ziehungsweise von auf Agar-Platten gewachsenem Myzel (vgl. Abschnitt 2.2.3.2) sind in Tabelle

27 aufgefiihrt.

Tabelle 27: Ergosterolgehalte von B. adusta, 1. consors und M. palmivorus in ME-Kulturen; n=3 (* Standardabweichung).

Submers- Submers- Submers- Submers- Emerskul-
kultur 8 d kultur 10 d kultur 12 d kultur 14 d turen 7 d
Ergosterolgehalt [mg (g TM)-1]
B. adusta 2,31(£1,48) | 1,93(x1,18) | 1,46(x0,11) | 3,05 (= 0,98) 13,15
(£0,77)
L. consors 2,73 (£2,83) | 3,46 (x2,45) | 3,59(¢x2,53) | 3,72 (x2,52) 12,85
(£1,09)*
M. palmi- 4,62 5,31 (1,40) 6,08** 6,80 10,48
vorus (x1,40)* (£0,73)* (£ 1,33)

*Doppelbestimmung (+ halbe Spannweite); **Einfachbestimmung

Im Anschluss wurden die Pilzgehalte der Fermentate gemafd Gleichung (19) mithilfe der Er-

gosterolgehalte von 100% emers gewachsenem Pilzmyzel berechnet (Tabelle 28).
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Tabelle 28: Pilzgehalte der kinetischen Reihe der drei Pilze; n=3 (* Standardabweichung).

Pilzgehalte [%]
2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen 8 Wochen
B. adusta 0,14 (x 0,01) 0,87 (x 0,08) 1,5 (+0,05) 0,84 (x0,12)
L consors 0,25 (£ 0,05) 39 (x0,16) 5,6 (£0,48) 7,3 (£0,12)
M. palmivorus 0,24 (x0,01) 0,68 (x0,17) 0,60 (+0,23) 1,1(+0,37)

Die Pilzgehalte stiegen im Verlauf der Kultivierung, mit Ausnahme vom B. adusta, an. Als Kompro-
miss zwischen Pilzgehalt und Kulturdauer wurde fiir die folgenden Experimente maximal vier

Wochen Kulturdauer festgelegt.

3.1.4 Optimierung der Kultivierungsbedingungen

3.1.4.1 Kultivierung auf EFB und PKM

Zur Optimierung der Kultivierung und damit zur Steigerung des Pilzgehalts wurde zunachst eine
Mischung aus EFB und PKM im Verhaltnis von 7:3 (w/w) eingesetzt. Hierbei wurde der Einfluss
des Inokulumvolumens bei vierwochiger Fermentation analysiert. In Tabelle 29 sind die Er-

gosterolgehalte und die daraus berechneten Pilzgehalte aufgefiihrt.

Tabelle 29: Ergosterol- und Pilzgehalte der fermentierten Substrate; n=3 (* Standardabweichung).

5%ig beimpft 10%ig beimpft
Ergosterolgehalt | Pilzgehalt [%] | Ergosterolgehalt | Pilzgehalt [%]
[mg (g TM)-] [mg (g TM)-]
B. adusta 0,11 (% 0,03) 0,8 (x0,2) 0,08 (+ 0,01) 0,6 (£0,1)
1. consors 0,51 (% 0,04)* 4,0 (+03) 0,66 (+ 0,07) 5,1 (£ 0,54)
M. palmivorus 0,06 (+ 0,00) 0,5 (+0,01) 0,06 (+ 0,01) 0,6 (£0,1)

*nur eine Doppelbestimmung, (+ halbe Spannweite).

Es konnte keine Verbesserung des Pilzwachstums durch die Mischung der EFB mit PKM oder die

10%ige Beimpfung gezeigt werden.
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3.1.4.2 Upscaling und Optimierung der Kultivierungsdauer

Als Ansatz fiir die Optimierung der Kultivierungsdauer wurden emerse Vorkulturen zum Inoku-
lieren der Substrate zu verwenden. Es wurde beobachtet, dass das Pilzwachstum wahrend des
Upscalings mit Emerskultur als Vorkultur deutlich schneller erfolgte und das Fermentat bereits

nach zwei Wochen geerntet werden konnte.

Fiir die Folgekultivierung wurde dieses Fermentat direkt als Vorkultur verwendet, sodass hinrei-

chende Mengen an Larvensubstrat hergestellt werden konnte.

- a—

Abbildung 2: Mit B. adusta fermentierte EFB in Festbettkultur.
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3.1.5

Analytik der finalen Larvensubstrate

Von den mit emerser Vorkultur angeimpften und unter optimierten Kulturbedingungen produ-

zierten Fermentaten wurden der Protein-, Lignin- und der Fettgehalt analysiert. Aufserdem wur-

den die Amino- und Fettsdureverteilungen bestimmt. Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle

30 aufgefiihrt.
Tabelle 30: Ergebnisse der Analytik der fermentierten EFB im Vergleich zur nicht-fermentierten Referenz; n=3 (* Stan-
dardabweichung).
Parameter Nicht-fermen- EFB mit EFB mit EFB mit
tierte EFB B. adusta I consors M. palmivorus
Stickstoffgehalt 0,764 (x0,003) | 0,905 (+0,005) | 0,846 (+0,012) | 0,767 (£ 0,013)
[g (100 g TM)-]
Aminosauregehalt 4,01 (+0,35) 3,82 (£ 0,07) 3,60 (£ 0,09) 3,66 (£ 0,06)
[g (100 g TM)-1]
Kjeldahlfaktor Roh- 6,12 (£ 0,13) 6,03 (£ 0,04) 6,13 (£ 0,07) 6,22 (£ 0,12)
protein
Kjeldahlfaktor Rein- 4,49 (= 0,58) 3,60 (£ 0,08) 3,64 (£ 0,09) 4,08 (= 0,08)
protein
ASL [g (100 g TM)1] 4,27 (£ 0,77) 7,20 (£ 0,21) 7,04 (£ 0,88) 5,95 (£ 0,52)

AlL [g (100 g TM)-1]

21,94 (% 0,96)

20,28 (% 0,28)

21,25 (+ 1,12)

22,69 (% 0,45)

TL [g (100 g TM)-1]

26,21 (+1,73)

27,48 (% 0,49)

28,29 (% 2,00)

28,64 (0,97)

[g (100 g TM)-1]

Fettgehalt 11,94 (£ 0,17) 4,66 (£ 0,19) 6,80 (x0,17) 6,03 (+0,27)
[g (100 g TM)-]
Ergosterolgehalt - 0,0318 0,0246 0,0805
[mg (g TM)-1] (£0,0022) (£ 0,0008) (£ 0,0028)
Andere 57,78 64,04 61,31 61,67

Abbildung 3 zeigt die Fettsdaureprofile der unterschiedlichen fermentierten Substrate im Ver-

gleich zur nicht-fermentierten Referenz.
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Abbildung 3: Fettsdureprofile der fermentierten EFB im Vergleich zur nicht-fermentierten Referenz; n=3 (* Standardab-
weichung).

In Abbildung 4 sind die Aminosaureprofile der unterschiedlichen Larvensubstrate dargestellt.

0,6 - [ nfEFB

| |EFB & B. adusta
|:| EFB & I. consors
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o
|
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ALA ARG ASP/ CYS GLU/ GLY HIS ILE LEU LYS MET PHE PRO SER THR TRP TYR VAL
ASN GLN

Abbildung 4: Aminosdureprofile der fermentierten EFB im Vergleich zur nicht-fermentierten Referenz; n=3 (* Stan-
dardabweichung) mit ASP als Summe aus ASP und ASN und GLU als Summe aus GLU und GLN.
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Um das Pilzwachstum von B. adusta optisch nachzuweisen, wurden in Kooperation mit der THM,
Aufnahmen mittels Rasterelektronenmikroskop (engl.: Environmental Scanning Electron
Microscopy; ESEM) durchgefiihrt. Nachstehend sind in Abbildung 5 die Aufnahmen der nicht-fer-

mentierten EFB gezeigt.

L EHT= 15.00kV Signal A= SET EHT= 1500 kV Signal A= SE1
 — WD =120 mm___Chamber = 1.91e-003 Pa Date +1 Jun 2021 WD = 12.0 mm___Chamber= 2.00e-003 Pa Date 1 Jun 2021

Abbildung 5: ESEM-Aufnahmen der nicht-fermentierten EFB.

Die Aufnahmen der fermentierten EFB sind in Abbildung 6 dargestellt. Um die faserigen Struktu-

ren der EFB ist deutlich das gewachsene Pilzmyzel zu erkennen.

EHT=1500kV Signai A= SE1 EHT=1500kV Signai A=SE1
WD =120mm _ Chamber=1.76e-003 Pa Date -1 Jun 2021 — WD=120mm  Chamber= 1.63e-003 Pa Date 1 Jun 2021

Abbildung 6: ESEM-Aufnahmen der mit B. adusta fermentierten EFB.
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3.2 Fermentation von unterschiedlichen Nebenstromen der

Bier- und Lupinenproteinindustrie

3.2.1 Wiederfindungsraten der Aminosaureanalytik

Flir die Beurteilung der Proteinqualitit der Substrate und Myzelien ist die Bestimmung der Ami-

nosaureverteilung notwendig. Zur Qualitdtskontrolle der Analytik wurde das Referenzprotein a-

Lactalbumin aufgearbeitet und fiir die Bestimmung von Wiederfindungsraten verwendet. Die Er-

gebnisse sind fir die einzelnen Aminosauren in Tabelle 31 aufgefiihrt. Tryptophan wies eine sehr

geringe Wiederfindungsrate (WFR) von 21,5% auf. Die Ubrigen betrugen bis auf Methionin

(63,3%), mindestens 75%.

Tabelle 31: Aminosduregehalte des Referenzproteins und daraus berechnete Wiederfindungsraten, n=3 (* Standardabwei-

chung).
Aminosiaure AS-Gehalt WEFR [%]
[g (100 g)1]
ALA 1,8 (x0,1) 96,1 (+ 6,6)
ARG 1,0 (£ 0,1) 81,4 (+5,2)
ASN/ASP 16,7 (= 1,0) 85,0 (£5,1)
CYS 52 (+£0,3) 76,2 (£ 5,0)
GLN/GLU 12,2 (¢ 0,7) 89,6 (+5,3)
GLY 2,7(x0,2) 85,9 (£ 6,0)
HIS 3,2(%£0,2) 98,3 (+ 6,4)
ILE 56 (£04) 76,1 (£ 5,3)
LEU 10,4 (+ 1,0) 86,7 (% 8,4)
LYS 10,7 (£ 0,9) 86,4 (7,2)
MET 0,7 (+0,1) 63,3 (£ 5,0)
PHE 43(x03) 91,7 (% 6,4)
PRO 1,7 (£0,1) 107,1 (£ 7,7)
SER 43(+0,3) 83,5 (£ 5,9)
THR 5,1 (+04) 86,2 (+ 6,0)
TRP 1,2 (x0,1) 21,5 (+ 1,5)
TYR 43(+0,3) 83,2 (+5,8)
VAL 3,7 (£0,3) 78,7 (+ 5,2)
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3.2.2

Die von der Stortebeker Braumanufaktur GmbH zur Verfiigung gestellten Substrate Pilsener-,

Analytik der Substrate

Weizenbier- und Schwarzbiertreber, wie auch die Seitenstrome Lupinenklarlauf 1 und Lupinen-
faser der PROLupin GmbH wurden auf ihre Nahrstoffe untersucht. Eine Elementaranalyse wurde
nach Abschnitt 2.3.3 durchgefiihrt. AufSerdem wurden der Wasser- und Rohaschegehalt nach
2.3.2 beziehungsweise 2.3.10 bestimmt. Die Wassergehalte der Lupinenseitenstréme wurden gra-

vimetrisch nach Gefriertrocknung bestimmt. Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 32 auf-

gefiihrt.

Tabelle 32: Analytik der Substrate; n=3 (* Standardabweichung).

Wasserge- C[% TM] N [% TM] H [% TM] Aschegehalt
halt [%] [% TM]
Pilsener- 78,23 £ 0,620 | 48,66 0,06 3,74+£0,12 6,98 £ 0,02 2,90+£1,13
Treber
Schwarz- 79,39+ 0,467 | 47,36+ 0,14 3,15+ 0,09 6,94 +0,03 3,31+£0,02
biertreber
Weizen- 82,00+£2,09 | 47,92+0,23 3,23+0,12 7,17 £ 0,03 2,80+0,03
biertreber
Lupinen- 97,18 + - - - 2,12 +0,05
Klarlauf 1 0,02676
Lupinenfa- 84,68 - - - 11,44 +0,21
ser 0,1010

Die Medien zur Pilzkultivierung wurden mit 20 g L-1 Trockenmasse der jeweiligen Substrate an-
gesetzt. Hierfiir wurde die Trockenmasse des Trebers auf 20% und die der Lupinenfasern auf 15%
gerundet. Der Lupinenklarlauf wurde anstelle von Wasser verwendet und die ermittelte Trocken-
masse von ca. 2.8% aufgrund der Inhomogenitét nicht bei der Berechnung der Trockenmasse des

Mediums beriicksichtigt.

Zusatzlich zur gravimetrischen Aschebestimmung wurde die Asche mittels ICP-OES nach Ab-
schnitt 2.3.11 analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. In den Substraten wurde
wenig Eisen und Zink nachgewiesen, der grofite Anteil an Kalium und Magnesium wurde im Lu-
pinenklarlauf 1 nachgewiesen. Die Mineralstoffgehalte der drei Biertrebersorten waren vergleich-

bar.
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Abbildung 7: Mineralstoffgehalte der unterschiedlichen Treber und Lupinenprotein-Seitenstréme; n=3 (* Standardabwei-

chung).

Der Stickstoff- und Rohproteingehalt aller Substrate wurde mittels Kjeldahl (Abschnitt 2.3.4) be-

stimmt. Auflerdem wurden der Aminosduregehalt und die Proteinqualitdt der Substrate nach Ab-

schnitt 2.3.5 bestimmt. Die Ergebnisse der Proteinanalytik sind in Tabelle 33 zusammengefasst.

Tabelle 33: Ergebnisse der Proteinanalytik der Substrate; n=3 (* Standardabweichung). Fiir die Biertreber wurde der
Kjeladahlfaktor 5,8 fiir Getreide und Getreideprodukte und fiir die Lupinenprotein-Seitenstréme der Kjeldahlfaktor 6,25
verwendet (Matissek und Fischer 2021).

Stickstoffgehalt Rohproteinge- Aminosiurege- | Biologische
(Kjeldahl) halt (Kjeldahl) halt Wertigkeit
[g (100gTM)1] | [g(100gTM)1] | [g(100gTM)1]
Pilsener-Treber 4,081 + 0,213 23,67 1,24 21,03 +£0,59 84+1
Schwarz- 3,185+ 0,153 18,47 + 0,89 16,09 + 0,30 84+3
biertreber
Weizenbiertre- 3,353 +0,158 19,24+ 0,71 18,01+ 0,61 84+3
ber
Lupinenklar- 4,314 £ 0,0228 26,96 £ 0,10 26,94 £ 1,58 74 + 4
lauf 1
Lupinenfaser 2,735+ 10,0173 17,09 £ 0,077 14,59 + 0,38 87+1

Die Aminosdureverteilung ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Aminosdurezusammensetzung der Substrate; n=3 (x Standardabweichung).

3.2.3 Screening von Speisepilzen in Emerskulturen

Flir das Screening der Speisepilze wurden fiinf unterschiedliche Agar-Medien mit den unter-
schiedlichen Seitenstromen verwendet (vgl. Abschnitt 2.2.4.1). Nachstehend ist die Wachstums-
geschwindigkeit schnell wachsender Pilze auf den Seitenstromen im Vergleich zu Malzextrakt-
Agar gezeigt (Abbildung 9 bis Abbildung 11). P. eryngii zeigte auf allen fiinf Medien ein schnelleres

Wachstum als auf dem Standardmedium aus Malzextrakt.
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Abbildung 9: Wachstumsverhalten von P. eryngii in Emerskulturen bis Kulturtag 14 (links) und Foto der Agarplatte von
P. eryngii auf Pilsener-Treber-Agar an Kulturtag acht (rechts). Das Wachstum gibt an, wie viel Prozent der Agarplatte
(Durchmesser von 8 cm) bewachsen war.

Die Geruchseindriicke der Biertreber-Agarplatten mit P. eryngii waren liberwiegend neutral, ab
Tag acht zeigten sich siifie, honigartige Noten. Auch auf den Agar-Medien mit Lupinenseitenstro-
men wies P. eryngii einen angenehmen Geruchseindruck auf, der jedoch im Vergleich zu den rei-

nen Biertreber-Medien deutlich fruchtiger erschien. Abbildung 10 zeigt das Wachstumsverhalten

von P. nameko und ein Foto des Pilzes auf Pilsener-Treber-Medium.
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Abbildung 10: Wachstumsverhalten von P. nameko in Emerskulturen bis Kulturtag 14 (links) und Foto der Agarplatte
von P. nameko auf Pilsener-Treber-Agar an Kulturtag zehn (rechts). Das Wachstum gibt an, wie viel Prozent der Agar-
platte (Durchmesser von 8 cm) bewachsen war.

P. nameko wies auf den Agarplatten mit Biertreber ein durchweg neutrales Aroma auf und zeigte
ein vergleichbar schnelles Wachstum auf allen Agar-Medien. Auf den Agarplatten, welche Lupi-

nenseitenstrome enthielten, waren die Geruchseindriicke pilzartig bis erdig.
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Abbildung 11 zeigt das Wachstumsverhalten von P. salmoneo-stramineus.
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Abbildung 11: Wachstumsverhalten von P. salmoneo-stramineus in Emerskulturen bis Kulturtag 14 (links) und Foto der
Agarplatte von P. salmoneo-stramineus auf Pilsener-Treber-Medium an Kulturtag acht (rechts). Das Wachstum gibt an,
wie viel Prozent der Agarplatte (Durchmesser von 8 cm) bewachsen war.

P. salmoneo-stramineus zeigte auf allen Medien ein schnelles Wachstum. Der Pilz wies vor allem
zu Beginn der Kultivierung einen anisartigen, fruchtigen und frischen Geruchseindruck auf den
Medien mit Lupinenseitenstromen auf. Im Folgenden wurden die drei Pilze in submers kultiviert,

um das Wachstum, die Rohproteingehalte und die Geruchseindriicke zu bestimmen.

3.2.4 Screening in Submerskulturen

Nach dem Screening auf Agar-Platten wurden ausgewahlte Pilze, die besonders schnelles Wachs-
tum zeigten, submers kultiviert. Als Hauptkulturmedium wurde 20 g L-1 Trockenmasse Biertreber
(100 g L'1) in vollstindig entsalztem Wasser genutzt (Abschnitt 2.2.4.2). Die Kulturen wurden ab
Tag drei an jedem zweiten Tag bis zum Kulturtag elf geerntet und die Biotrockenmasse sowie der
Rohproteingehalt der Kulturen bestimmt. Fiir die Berechnung des Rohproteingehalts der Fermen-
tate wurde ein Kjeldahlfaktor von 6,25 genutzt. Fiir Kulturtag null wurde der Proteingehalt der
Treber genutzt (Abschnitt 2.3.1). Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der Biomasse- und Rohpro-
teingehalte der Kulturen von P. eryngii in Submerskultur mit Pilsener-Treber-Medium. Die Bio-
trockenmasse nahm im Kulturverlauf ab, der Proteingehalt betrug konstant 22 bis

24 g (100 g TM)-1.
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Abbildung 12: Biotrockenmasse und Rohproteingehalt von submers kultiviertem P. eryngii mit Pilsener-Treber-Medium
in VE-Wasser in Abhdingigkeit von der Kulturdauer; n=2 (* halbe Spannweite).

P. nameko wurde in Weizenbiertreber-Medium submers kultiviert. Die Ergebnisse der Biotro-
ckenmasse- und Rohprotein-Bestimmung sind in Abbildung 13 dargestellt. Der Proteingehalt

wurde wahrend der Fermentation im Vergleich zum Biertreber leicht gesteigert.
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Abbildung 13: Biotrockenmasse und Rohproteingehalt von submers in Weizenbiertreber-Medium kultiviertem P. nameko
in Abhdngigkeit von der Kulturdauer; n=2 (*+ halbe Spannweite).

Auflerdem wurden die Pilze in Fliissigmedien mit den Seitenstromen der Lupinenproteinindust-
rie geziichtet. P. eryngii wurde in einem Medium aus 100 g L-1 Weizenbiertreber mit Lupinenklar-
lauf 1 anstelle von VE-Wasser (920 mL) kultiviert. Die Kulturen von P. eryngii zeigten einen sehr

ansprechenden, fruchtigen, himbeer- und honigartigen Geruch.

Auch die Medien mit Lupinenfasern wurden fiir das Submersscreening genutzt. Der Pilz Pleuro-
tus salmoneo-stramineus wurde in dem Lupinen-Weizenbiertreber-Medium (Tabelle 7) kultiviert,
welches neben Weizenbiertreber auch Lupinenfasern und Lupinenklarlauf 1 enthielt. Die Biotro-

ckenmassen und Rohproteingehalte (Kjeldahlfaktor 6,25) sind in Abbildung 14 gezeigt.
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Abbildung 14: Biotrockenmasse und Rohproteingehalt von submers kultiviertem P. salmoneo-stramineus in Lupinen-
Weizenbiertreber-Medium in Abhdngigkeit von der Kulturdauer; n=2 (* halbe Spannweite).

Der Rohproteingehalt des Fermentats wurde durch die Fermentation angehoben. Dennoch wurde
der Ansatz mit dem Lupinen-Weizenbiertreber-Medium, mit Lupinenfasern und Lupinenklar-
lauf 1 als Zusatz zu den Medien nicht weiterverfolgt, da die Geruchseindriicke bei den getesteten
Pilzen nicht ansprechend waren. P. salmoneo-stramineus wies beispielsweise einen typischen
Anis-artigen, leicht fruchtigen Geruchseindruck auf und roch ab Kulturtag 7 sauerlich-muffig. Au-
3erdem waren die biologischen Schwankungen des Wachstums und Proteingehalts grofier als bei
Kulturen ohne Zusatz von Lupinenfasern. Auch die Medien, welche sich ausschliefilich aus Lupi-
nenseitenstromen zusammensetzten, (Tabelle 7) wiesen bei Fermentation mit unterschiedlichen

Pilzen wie P. ostreatus oder P. eryngii ab Kulturtag 7 muffige Geruchseindriicke auf.

61



Ergebnisse

3.2.5 Pleurotus eryngii

Die Medien wurden variiert, um den Pilz- und Proteingehalt der Kulturen zu optimieren. Das Me-
dium aus Lupinenklarlauf 1 und Weizenbiertreber, welches im vorangegangenen Screening zu ei-
nem ansprechenden Geruchseindruck fiihrte wurde wiederholt. Die Zusammensetzung des Medi-
ums mit Weizenbiertreber in Lupinenklarlauf 1 ist in Tabelle 7 aufgefiihrt. Das Medium enthielt
20 g L1 Trockenmasse Weizenbiertreber und Lupinenklarlauf 1 als Ersatz fiir VE-Wasser. Die
Hauptkulturen wurden nach Abschnitt 2.2.4.2 angesetzt. Hierbei sollte der Geruchseindruck re-
produziert, das Pilzwachstum und der Proteingehalt analysiert werden. Parallel dazu wurden die
in Tabelle 8 aufgefiihrten Fed-Batch-Ansatze als Medium getestet und analysiert. Die Ergebnisse

der Rohprotein- und Pilzgehalte der Kulturen ist in Abbildung 15 gezeigt.

Die Rohproteingehalte der Proben wurde aufgrund des Zusatzes von Lupinenklarlauf mit dem
Kjeldahlfaktor 6,25 berechnet. Die Ergosterolbestimmung erfolgte mit der Methode nach Ab-
schnitt 2.3.9.1. Die Ergosterolgehalte, aus denen sich die Pilzgehalte nach Gleichung (19) mithilfe
der Kulturen in Malzextrakt-Medium, ebenfalls an Kulturtag 7 geerntet ergaben, sind im Anhang,
Abschnitt 7.2.1, Tabelle 54 aufgefiihrt. Der Ergosterolgehalt von P. eryngii in Malzextrakt-Medium,
mit dem die Pilzgehalte berechnet wurden betrug 7,30 (+ 0,28) mg g1 TM

60 - |:| Rohproteingehalt
| v Pilzgehalt
50 4 %
o 7
éﬂ 40
S + T I
= = T T
2030 -
= [
= %
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S 20
10 H /
0 : . ; .
Weizen-LKL1  FB1 FB 2 FB 3 FB 4

Abbildung 15: Rohprotein- und Pilzgehalte der Fed-Batch (FB)-Kulturen von P. eryngii im Vergleich mit der nicht gefiit-
terten Kultur; n=2 (% halbe Spannweite).

Die Aminosaureverteilung der Myzelien aus den Fed-Batch-Kulturen sind in Abbildung 16 gezeigt.
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Abbildung 16: Aminosdureverteilung der Myzelien von P. eryngii in den Fed-Batch Kulturen, n=2 (* halbe Spannweite).

Die berechneten Kennzahlen zur Proteinqualitdt und die Kjeldahlfaktoren sind in Tabelle 34 auf-

gefiihrt.
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Tabelle 34: Biotrockenmassen, Stickstoff-, Aminosduregehalte und daraus berechnete Kjeldahlfaktoren und die berechne-
ten Kennzahlen der Proteinqualitdt von P. eryngii in den unterschiedlichen FB-Medien; n=2 (+ halbe Spannweite).

FB 1 FB 2 FB 3 FB 4
Biotrockenmassen | 28,19 (+ 0,62) 27,37 (2 0,20) 22,09 (x0,21) 19,22 (£ 0,19)
[g L]
Stickstoffgehalt 491 (x0,17) 4,97 (£ 0,15) 4,74 (£ 0,16) 5,06 (£ 0,20)
nach Kjeldahl
[g (100 g)]
Kjeldahlfaktor 5,98 (£ 0,03) 6,04 (+ 0,06) 6,00 (+ 0,03) 6,03 (x 0,04)
Rohprotein
Kjeldahlfaktor 5,23 (£ 0,62) 4,83 (x0,12) 4,87 (x 0,33) 4,12 (£ 0,14)
Reinprotein
Aminosauregehalt | 30,08 (+ 3,10) 27,91 (x0,50) 26,92 (+2,54) 24,35 (£ 1,59)
[g (100 g)1]
Amino acid residue | 25,83 (+ 2,67) 23,95 (+0,43) 23,11 (¢ 2,19) 20,89 (£ 1,37)
[g (100 g)1]
EAAI 99 (£ 0) 99 (£ 0) 98 (£ 0) 98 (1)
BW 96 (x0) 96 (£ 0) 95 (£ 0) 95 (1)
Limitierende AS Lysin Lysin Lysin Lysin

Weitere Fed-Batch-Kulturen wurden mit lediglich 10 g TM Biertreber pro Liter Medium mit VE-
Wasser anstelle des Lupinenklarlaufs angesetzt, da diese in den vorherigen Experimenten einen
hoheren Pilzgehalt zeigten als die Kulturen mit 20 g Trockenmasse Treber pro Liter Medium. Die
Medienzusammensetzung ist in Tabelle 9 aufgefiihrt, die Vorkulturen wurden ebenfalls zweimal
mit VE-Wasser gewaschen. Es wurden die Biotrockenmassen, Rohproteingehalte und die Er-
gosterolgehalte der Kulturen bestimmt. Die Kultur von P. eryngii in Malzextrakt hatte einen Er-
gosterolgehalt von 3,524 (+ 0,065) mg (g TM)-1. Die Trockenmasse, der Rohproteingehalt (f=6,25)
nach Kjeldahl und der Ergosterolgehalt mit dem daraus resultierenden Pilzgehalt sind in Tabelle

35 aufgefiihrt. Der Pilzanteil war signifikant geringer als mit Lupinenklarlauf als Wasserersatz.

Tabelle 35: Ergebnisse der Analytik der Fed-Batch-Kulturen von P. eryngii in VE-Wasser; n=2 (% halbe Spannweite).

FB5 FB6 FB 7 FB 8

Biotrockenmasse [g L-1] 7,978 7,659 7,540 7,784
(£ 0,354) (£0,166) (£0,520) (£ 0,238)

Rohproteingehalt 23,44 24,83 24,75 26,72
[g (100 g)-1] (x1,71) (x0,137) (£ 0,450) (£0,204)

Ergosterolgehalt 0,6* 0,752 0,697 0,567
[mg (g TM)-1] (x0,0682) (x0,116) (£ 0,0099)

Pilzgehalt [%] 16,5 19,7 (£ 1,94) 18,2 (* 3,29) 14,8 ( 0,28)

*Nur eine Einfachbestimmung

Als nachstes wurden Vorkulturen von P. eryngii auf ihren Ergosterolgehalt untersucht, um den

Einfluss auf den Pilzgehalt in den Hauptkulturen zu analysieren. Hierfiir wurden Vorkulturen von
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P. eryngii an verschiedenen Kulturtagen geerntet und auf den Ergosterolgehalt analysiert. Die Er-

gebnisse der Biotrockenmassen und der Ergosterolgehalte, sowohl pro Gramm Biotrockenmasse

als auch pro 100 mL Kulturvolumen sind in Abbildung 17 gezeigt.
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Abbildung 17: Biotrockenmassen und Ergosterolgehalte der Vorkulturen von P. eryngii; n=2 (* halbe Spannweite).

Die Biomasse der Vorkulturen stieg bis Tag elf kontinuierlich an. Der Ergosterolgehalt war an Tag

acht am hochsten. Der absolute Ergosterolgehalt der Kulturen wies an Tag zehn das Maximum auf.

Die Hauptkulturen in Malzextraktmedium und Weizenbiertreber-Medium mit 10 g Trockenmasse

Biertreber pro Liter Medium wurden mit den unterschiedlichen Vorkulturen angesetzt und an

Kulturtag fiinf bzw. sieben geerntet. Es wurden hierfiir Vorkulturen genutzt, die sieben, acht be-

ziehungsweise zehn Tage alt waren. Die Biotrockenmassen und Ergosterolgehalte der Malzex-

trakt-Kulturen sind in Tabelle 36 aufgefiihrt.

Tabelle 36: Ergebnisse der Analytik von P. eryngii in Malzextraktmedium mit unterschiedlichen Vorkulturen; n=2 (% halbe

Spannweite).

[mg (g TM)1]

Vorkultur 7 Vorkultur 8 Vorkultur 10
Kulturtag
Tage Tage Tage
Biotrock
1o “0[; ]ii‘]masse 5,79 (+ 0,48) 5,71 (£ 0,17) 4,95 (% 0,46)
5
Ergosterolgehalt
rgosterolgeha 3,41 (% 0,09) 3,68 (+ 0,008) 4,69 ( 0,13)
[mg (g TM)]
Biotrock
io r()[fg If&_:llmasse 6,64 (£ 0,22) 8,20 (+ 1,52) 6,71 (= 0,060)
7
Ergosterolgehalt
rgosterolgeha 3,83 ( 0,03) 4,55 (+ 0,34) 4,68 (+ 0,03)
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Die Biotrockenmassen und Pilzgehalte der Kulturen mit Weizenbiertreber-Medium sind in Ta-
belle 37 gezeigt. Zur Berechnung der Pilzgehalte wurde jeweils der Ergosterolgehalt der parallel
angesetzten Kultur in ME-Medium an Tag sieben (Tabelle 36) genutzt. Dieser betrug bei Verwen-

dung der siebentagigen Vorkultur 3,8 mg (g TM)-1.

Tabelle 37: Ergebnisse der Analytik von P. eryngii in Weizenbiertreber und VE-Wasser mit unterschiedlichen Vorkultu-
ren; n=2 (x halbe Spannweite).

Vorkul 1
Kulturtag | Vorkultur 7 Tage | Vorkultur 8 Tage or T‘;;‘;r 0
Biotrocken-
totrocken 7,00 (+ 0,458) 5,71 (+ 0,170) 4,95 (+ 0,460)
masse [g L-1] c
Pilzgehalt
37(x1,8 31(x1,6 +1,0
[g (100 g TM) 1] (+1,8) (+1,6) (+1,0)
Bi ken-
totrocken 6,41 (+ 0,0384) 8,20 (+ 1,52) 6,71 (+ 0,06)
masse [g L-1] 7
Pilzgehalt
38(x1,3 35(x1,7 36(x0,2
[£ (100 ¢ TM)-1] S 17 02

Zur Optimierung des Kulturmediums wurde Mangansulfat als Supplement getestet. Die Biotro-
ckenmassen, Rohproteingehalte und Ergosterolgehalte sind in Tabelle 38 aufgefiihrt. Die Er-
gosterolgehalte der Kulturen in supplementierten Medien waren im Vergleich zu denen der Kul-

turen ohne Mangansulfat sehr gering.

Tabelle 38: Ergebnisse der Analytik der supplementierten Kulturen von P. eryngii mit Mangansulfat im Vergleich zu den
nicht supplementierten Kulturen; verwendeter Kjeldahlfaktor 6,25; n=2 (* halbe Spannweite).

Ernte nach fiinf Kulturtagen Ernte nach sieben Kulturtagen
Weizen- Weizenbiertre- Weizen- Weizenbiertre-
biertreber- | ber-Medium und | biertreber- | ber-Medium und
Medium MnSO, Medium MnSO4
Biotrockenmasse 8,15 8,46 7,96 8,43
[g L1] (£ 0,092) (x0,27) (+0,082) (£ 0,23)
Rohproteingehalt 22,02 23,74 20,65 23,22
[g (100 g)-1] (£0,32) (x0,24) (x0,13) (£ 0,038)
Ergosterolgehalt 0,85 0,008 0,79 0,10
[mg (g TM)-1] (£ 0,06) (x0,00) (x0,05) (£ 0,09)
Pilzgehalt [%] 23 (£ 1,6) 0,2 (£ 0,05) 21(£1,3) 5(%24)

Als weitere Medienoptimierung wurde die Menge an Weizenbiertreber im Medium von 2,5 bis
100 g L-1getestet und die Kulturen nach sieben Tagen auf ihre Pilz- und Rohproteingehalte analy-

siert. Die Biotrockenmassen und die Ergosterolgehalte sind in Tabelle 39 aufgefiihrt.
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Tabelle 39: Biotrockenmassen und Ergosterolgehalte der Kulturen von P. eryngii in unterschiedlichen Weizenbiertreber-
Medien; n=3 (x Standardabweichung).

Menge an Biertreber Biotrockenmasse Ergosterolgehalt [mg g-1]
[s TM L1] [g L]
2,5 1,81 (£ 0,131) 2,50 (¥ 0,0199)
5 2,95 (£ 0,151) 2,22 (x0,116)
10 6,65 (+ 0,109) 1,28 (x0,0733)
20 13,87 (x 0,165) 0,996 (£ 0,0215)
30 21,73 (¥ 0,195) 0,844 (+ 0,0178)
40 28,73 (¥ 0,904) 0,785 (¥ 0,0290)
50 36,19 (+ 0,755) 0,642 (£ 0,0378)
60 35,91 (%0,692) 0,640 (x 0,0144)
70 46,12 (+0,468) 0,549 (£ 0,0605)
80 52,58 (+ 3,55) 0,533 (£ 0,0244)
90 52,90 (+ 3,80) 0,588 (£ 0,0155)
100 62,58 (£ 0,0733) 0,544 (£ 0,0133)

Die sich aus Tabelle 39 in Verbindung mit Gleichung (19) ergebenden Pilzgehalte sind in Abbil-

dung 18 gezeigt. Der Pilzgehalt wurde jeweils mit dem Ergosterolgehalt von 3,8 mg g-! reinem Pilz

berechnet.
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Abbildung 18: Pilzgehalte der Kulturen von P. eryngii in Weizenbiertreber-Medium mit unterschiedlichen Mengen an
Weizenbiertreber; n=3; als Fehler sind die Standardabweichungen angegeben.

Die Rohproteingehalte der Fermentate sind in Abbildung 19 gezeigt. Fiir die Bestimmung der Roh-

proteingehalte wurde der Kjeldahlfaktor von 6,25 genutzt.
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Abbildung 19: Rohproteingehalte der Kulturen von P. eryngii in Weizenbiertreber-Medium mit unterschiedlichen Gehal-

ten an Weizenbiertreber; n=3 (+ Standardabweichung).

Um die Proteinqualitdt zu bewerten, wurde von den drei Proben mit dem héchsten Pilzgehalt die

Aminosaureverteilung bestimmt (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Aminosduregehalte von P. eryngii in Weizenbiertreber-Medium mit unterschiedlichen Gehalten Treber,

n=3 (x Standardabweichung).
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Tabelle 40: Kjeldahlfaktoren und Kennzahlen zur Proteinqualitdt der Kulturen von P. eryngii in Weizenbiertreber-Medien;

n=3 (x Standardabweichung).

2,5 g TM Treber 5g TM Treber 10 g TM Treber
pro Liter Medium pro Liter Medium pro Liter Medium
Stickstoffgehalt 4,823 (¥ 0,105) 4,593 (£ 0,142) 3,657(+0,075)
nach Kjeldahl
[g (100g)"]
Kjeldahlfaktor 5,80 (= 0,06) 5,51 (x0,02) 5,91 (+0,03)
Rohprotein
Kjeldahlfaktor 3,00 (x0,27) 4,12 (¥ 0,27) 3,78 (x 0,04)
Reinprotein
Aminosiuregehalt 16,85 (= 1,93) 21,94 (+ 1,13) 16,09 (= 0,50)
[g (100 g)1]
Amino acid residue 14,48 (= 1,36) 18,90 (+ 0,80) 13,82 (+0,35)
[g (100 g)1]
EAAI 93+1 91+2 91+1
BW 89+1 88+ 2 88z+1
Limitierende AS Lysin Lysin Lysin

Abbildung 21 zeigt ESEM-Aufnahmen von P. eryngii welcher in in Malzextraktmedium kultiviert

wurden.

EHT=1500kV SignalA=SE1

WD = 13.0mm___ Chamber = 3.84e-003 Pa

Date :1 Jun 2021

ofim

EHT = 1500 kv Signal A= SET
WD = 13.0 mm___ Chamber = 4.42e-003 Pa

Date :1 Jun 2021

Abbildung 21: ESEM-Aufnahme von P. eryngii-Myzel, kultiviert in Malzextraktmedium.

Abbildung 22 zeigt die Aufnahmen von reinem Weizenbiertreber, unbewachsen.
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EHT=1500kV Signal A=SET § EHT=1500kV Signal A= SET
WD =11.5mm _Chamber= 3.06e-003 Pa Date :1 Jun 2021 WD =11.5mm __ Chamber= 2.82e-003 Pa Date :1 Jun 2021

Abbildung 22: ESEM-Aufnahme von Weizenbiertreber.
Abbildung 23 zeigt den fermentierten Biertreber mit einem Myzel-Netzwerk umwachsen; die Kul-

tivierung erfolgte hier in 20 g TM L-1 Medium.

EHT= 15004V Signal A= SE1
WD = 12.0 mm__Chamber= 2.63¢-003 Pa Date 1 Jun 2021

X EHT=1500kV Signal A=SE1
| WD = $0.5mm__Chamber= 2.41e-003 Pa Date :1 Jun 2021

Abbildung 23: ESEM-Aufnahme von P. eryngii-Myzel, kultiviert in Weizenbiertreber-Medium.

3.2.6  Pholiota nameko

Nachdem in ersten Versuchen bei der Fermentation mit Pholiota nameko um ca. 20% gesteigerte
Proteingehalte im Vergleich zum reinen Biertreber nachgewiesen wurden (Abbildung 13), wurde
der Pilz in Weizenbiertreber- und Pilsener-Treber-Medium kultiviert und an unterschiedlichen
Kulturtagen geerntet. Die Biotrockenmassen und Rohproteingehalte sind jeweils im Vergleich
zum Malzextrakt-Medium dargestellt. Alle drei Medien wurden mit 20 g L-! Trockensubstanz an-
gesetzt. In den Biertreber-Medien wurde der Pilz in zwei zeitlich unabhangigen biologischen Dop-
pelbestimmungen kultiviert. Die Biotrockenmassen der ersten Kultivierung in Doppelbestim-

mung von P. nameko in den drei unterschiedlichen Medien sind in Abbildung 24 gezeigt.
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Abbildung 24: Biotrockenmassen der Kultur-Reihen von P. nameko, n=2 (* halbe Spannweite).

Die zweite zeitlich unabhdngige Doppelbestimmung fiihrte zu deutlich niedrigeren Biotrocken-
massen. In Weizenbiertreber-Medium betrugen die Gehalte der Biotrockenmassen durchschnitt-
lich 65,3% der ersten Doppelbestimmung und im Pilsener-Treber-Medium wurden an den jewei-

ligen Kulturtagen durchschnittlich 62,0% der ersten Bestimmung ermittelt.

Der Rohproteingehalt nach Kjeldahl wurde mit dem Faktor 6,25 bestimmt. Beim Pilsener-Treber-
Medium wurde ein Ausreifier bei den Werten an Kulturtag drei identifiziert, aufRerdem konnte in
diesem Medium aufgrund einer Kontamination an Tag neun ebenfalls nur eine Dreifachbestim-
mung durchgefiihrt werden. In der Kulturreihe in Malzextrakt-Medium wurde aufgrund von man-
gelnder Probensubstanz von Kulturtag 3 nur eine Einfachbestimmung durchgefiihrt. Die Ergeb-

nisse der Rohproteingehalte sind in Abbildung 25 gezeigt.
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Abbildung 25: Rohproteingehalte der Kultur-Reihen von P. nameko in ME-Medium n=2 (* halbe Spannweite), an Tag 5
nur eine Einfachbestimmung; in Biertreber-Medium: n=4, aufser an Tag 9 und 3 in Pilsener-Treber-Medium, da n=3
(x Standardabweichung).

Durch Ergosterolbestimmung mittels GC-FID (2.3.9.2) wurden die Ergosterolgehalte der kineti-
schen Reihen von P. nameko bestimmt. Die Gehalte der Malzextrakt-Kulturen, welche in einer bi-
ologischen Doppelbestimmung kultiviert wurden und in Abbildung 26 als Punkte dargestellt sind,
wurden als Bezugswerte genutzt. Fiir die Berechnung der Pilzgehalte wurde der Wert vom flinften
Kulturtag verwendet, welcher das Maximum der Wachstumskurve darstellt. Der hochste Pilzgeh-
alt wurde in den Biertreber-Medien an Kulturtag fiinf nachgewiesen; er betrug in beiden Medien
ca. 11%. An Tag neun konnte nur eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt werden; im Pilsener-
Treber-Medium wegen einer Kontamination und in dem Medium mit Weizenbiertreber aufgrund

zu geringer Ausbeute.
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Abbildung 26: Pilzgehalte von P. nameko in Biertreber-Medien (Balken; n=4, aufser an Kulturtag 9, da n=3; (* Stan-
dardabweichung)). und Ergosterolgehalte in Malzextraktmedium (Punkte; n=2, (* halbe Spannweite)).

Von einer biologischen Doppelbestimmung der Zeitreihen in Pilsener-Treber- und Weizenbiertre-

ber-Medium wurde aufierdem nach Abschnitt 2.3.5 die Aminosdureverteilung und bestimmt. Ab-

bildung 27 zeigt die Aminosdureverteilung von Kulturen von P. nameko in Pilsener-Treber-Me-

dium. Die daraus berechneten Kjeldahlfaktoren, biologische Wertigkeit und weitere Kennzahlen

sind in Tabelle 41 aufgefiihrt.
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Abbildung 27: Aminosdureverteilung von P. nameko in 20 g L-! Pilsener-Treber-Medium; n=2 (*+ halbe Spannweite).
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Tabelle 41: Stickstoff-, Aminosduregehalte und daraus berechnete Kjeldahlfaktoren und die berechneten Kennzahlen der
Proteinqualitdt von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium; n=2 (x halbe Spannweite).

Kulturtag 3

Kulturtag 5

Kulturtag 7

Kulturtag 9

nach Kjeldahl
[g (100g)1]

Stickstoffgehalt

3,73 (£ 0,08)

3,98 (+ 0,037)

3,97 (+ 0,017)

3,77 (+ 0,026)

[g (100 g)1]

Kjeldahlfaktor 6,42 (+ 0,02) 6,37 (x 0,03) 6,33 (x 0,04) 6,30 (+ 0,02)
Rohprotein

Kjeldahlfaktor 4,36 (x 0,19) 4,25 (x0,14) 4,05 (+0,13) 4,07 (£ 0,13)
Reinprotein

Aminosauregehalt | 18,92 (+ 0,98) 19,70 (£ 0,53) 18,78 (£ 0,62) 17,87 (£ 0,53)

[g (100 g)1]

Amino acid residue

16,26 (+ 0,84)

16,92 (* 0,46)

16,13 (* 0,54)

15,35 ( 0,46)

EAAI 94 (£2) 90 (1) 87 (£3) 84 (1)
BW 91 (£ 2) 87 (x1) 82 (£2) 80(x1)
Limitierende AS Lysin Tryptophan Tryptophan Tryptophan

Abbildung 28 zeigt die Aminosdureverteilung von Kulturen von P. nameko in Weizenbiertreber-

Medium. Die daraus berechneten Kjeldahlfaktoren, die biologische Wertigkeit und weitere Kenn-

zahlen sind in Tabelle 42 aufgefiihrt.
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Abbildung 28: Aminosdureverteilung von P. nameko in 20 g L-! Weizenbiertreber-Medium; n=2 (% halbe Spannweite).
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Tabelle 42: Stickstoff-, Aminosduregehalte und daraus berechnete Kjeldahlfaktoren und die berechneten Kennzahlen der
Proteinqualitdt von P. nameko in Weizenbiertreber-Medium; n=2 (+ halbe Spannweite).

Kulturtag 3

Kulturtag 5

Kulturtag 7

Kulturtag 9

Stickstoffgehalt
nach Kjeldahl

[g (100 g)1]

4,32 (0,077)

4,46 (+ 0,025)

4,45 (+ 0,034)

4,66 (+0,14)

Kjeldahlfaktor
Rohprotein

6,33 (£ 0,01)

6,29 ( 0,01)

6,26 (% 0,02)

6,20 (% 0,09)

Kjeldahlfaktor
Reinprotein

4,38 (£ 0,17)

4,15 (£ 0,10)

4,04 (+0,12)

3,96 (% 0,16)

Aminosauregehalt
[g (100g)*]

22,05 (+ 1,06)

21,55 (£ 0,61)

20,93 ( 0,75)

21,45 (+ 1,16)

Amino acid residue | 18,94 (+0,91) 18,51 (+ 0,53) 17,97 (= 0,65) 18,42 (= 1,00)
[g (100 g)1]
EAAI 96 (1) 93(x1) 87 (x1) 86(x1)
BW 93 (1) 89(x1) 84(x1) 81(x1)
Limitierende AS Lysin Tryptophan Tryptophan Tryptophan

Analog zu P. eryngii wurden die Vorkulturen von P. nameko in Malzextrakt-Medium in biologi-
scher Doppelbestimmung kultiviert, an unterschiedlichen Kulturtagen geerntet und auf ihre Er-

gosterolgehalte analysiert. Diese sind mit den Biotrockenmassen in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Biotrockenmassen und Ergosterolgehalte der Vorkulturen von P. nameko in Malzextraktmedium; n=2 (£
halbe Spannweite).

Es wurde weiterhin mit den fiir sieben Tage kultivierten Vorkulturen gearbeitet, da diese den
hochsten absoluten Ergosterolgehalt aufwiesen und sich bei P. eryngii herausgestellt hatte, dass
die Verwendung von Vorkulturen unterschiedlicher Kulturtage keinen Einfluss auf das Pilzwachs-

tum in Hauptkultur hat.
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Optimierungsansatze der Medienzusammensetzung wurden analog zu den Fed-Batch-Kulturen
von P. eryngii und mit verringerter Trockenmasse von 10 g L-1 Biertreber durchgefiihrt. Diese Op-

timierungen sollten dazu beitragen, den Pilzgehalt des Fermentats zu steigern.

Die Biotrockenmassen und Rohproteingehalte der Kulturreihen in 10 g L1 Biertreber-Medium

sind in Abbildung 30 gezeigt. Der Rohproteingehalt war in den Medien mit Pilsener-Treber hoher

als der im Medium mit Weizenbiertreber.
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Abbildung 30: Biotrockenmassen und Rohproteingehalte (F=6,25) der Kulturreihen von P. nameko in 10 g L- Pilsener-
Treber und Weizenbiertreber in Trinkwasser; n=2 (* halbe Spannweite).

Ein weiterer Optimierungsversuch war die Kultivierung in Fed-Batch-Ansdtzen mit 10 g L1
Biertreber. Die Medienzusammensetzung ist in Tabelle 9, Abschnitt 2.2.4.3 dargestellt. Es wurden
die Medien FB 5, FB 6 und FB 7 fiir die Kultivierung von P. nameko genutzt. Alle Versuchsreihen
wurden mit Pilsener-Treber- und Weizenbiertreber-Medium durchgefiihrt. Die Ergebnisse der

Biotrockenmassen und Rohproteingehalte sind in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31:Biotrockenmassen und Rohproteingehalte (F=6,25) der Fed-Batch-Kulturen von P. nameko in Pilsener-Tre-
ber und Weizenbiertreber in Trinkwasser; n=2 (x halbe Spannweite).
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Die Ergosterolgehalte der Proben sind im Anhang, Abschnitt 7.2.2, Tabelle 55 aufgefiihrt. Die Pilz-

gehalte wurden einheitlich mit dem Faktor 4,8 von Tag 5 berechnet (vgl. Abbildung 26) und in
Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Pilzgehalte von P. nameko in Pilsener-Treber- und Weizenbiertreber-Medium in den unterschiedlichen
Optimierungsansdtzen; (n=2, als Fehler ist die halbe Spannweite angegeben).

Der hochste Pilzgehalt wurde in den Kulturen mit 10 g L-1 Pilsener-Treber-Medium mit rund 22%
nachgewiesen. Im Weizenbiertreber-Medium wurde der hochste Pilzgehalt mit etwa 25% an Kul-

turtag 5 erreicht. Die Fed-Batch-Ansatze, welche an Kulturtag 7 geerntet wurden, zeigten keine

Steigerung des Pilzgehaltes.

Zur Bestimmung der sensorischen Eigenschaften von P. nameko in Pilsener-Treber beziehungs-
weise Weizenbiertreber wurde der Pilz in den Biertreber-Medien mit 20 beziehungsweise
10 g L-t Treber geziichtet und die Kulturen an den Kulturtagen fiinf bis sieben von einem Panel
aus acht Personen olfaktorisch evaluiert. Das Pilsener-Treber-Medium wies siifiliche, honigartige,
brotartige, frische aber auch sauerliche, an Vergorenes erinnernde Geruchseindriicke auf. Die Ge-

ruchseindriicke von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium an den Kulturtagen fiinf bis sieben sind

in Tabelle 43 aufgefiihrt.
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Tabelle 43: Geruchseindriticke von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium (A und B: biologische Doppelbestimmung der

Kulturen).
Kulturtag P. nameko in 10 g L-1 Pilsener- P. nameko in 20 g L-1 Pilsener-
Treber-Medium Treber-Medium
A B A B
5 erdig, pilzig, erdig, pilzig, erdig, pilzig, erdig, pilzig,
sufdlich, wiirzig, | sufdlich, wiirzig, | siifllich, wiirzig, | sifilich, wiirzig,
kunststoffartig kunststoffartig | vergoren, kunst- | vergoren, kunst-
stoffartig stoffartig
6 frisch, erdig, blu- | erdig, blumig, frisch, erdig, pil- erdig, blumig,
mig, siifdlich, sufdlich, vergo- zig, stfdlich, stufdlich, wiirzig,
vergoren, kunst- | ren, kunststoff- wirzig, vergo- | vergoren, kunst-
stoffartig artig ren, kunststoft- stoffartig
artig
7 erdig, blumig, frisch, erdig, frisch, erdig, ver- | Erdig, stif3lich,
sufdlich, brotar- | siif3lich, wiirzig, goren, kunst- wiirzig, kunst-
tig, wiirzig, vergoren, kunst- stoffartig stoffartig
kunststoffartig stoffartig

Das nicht-fermentierte Weizenbier-Treber-Medium wies frische, blumige, siifdliche und an Honig

erinnernde Geruchseindriicke auf.

Die Geruchseindriicke der Kulturen von P.nameko in dem Medium aus 10 beziehungsweise

20 g L-1 Weizenbiertreber sind in Tabelle 44 aufgefiihrt.

Tabelle 44: Geruchseindriicke von P. nameko in Weizenbier-Treber-Medium (A und B: biologische Doppelbestimmung der

Kulturen).
Kulturtag P. nameko in 10 g L-1 Weizen- P. nameko in 20 g L-1 Weizen-
biertreber-Medium biertreber-Medium
A B A B
5 Frisch, erdig, pil- | Frisch, erdig, pil- erdig, pilzig, frisch, erdig, pil-
zig, siifdlich, zig, stifdlich, sufdlich, brotar- zig, siifllich,
kunststoffartig kunststoffartig | tig, wiirzig, ver- | brotartig, wiir-
goren, kunst- zig, vergoren,
stoffartig kunststoffartig
6 frisch, erdig, pil- | frisch, erdig, pil- | frisch, erdig, pil- frisch, erdig,
zig, siifdlich, zig, stifdlich, zig, stifdlich, stifdlich, wiirzig,
wirzig, vergo- wirzig, vergo- wirzig, vergo- | vergoren, kunst-
ren, kunststoff- ren, kunststoff- ren, kunststoff- stoffartig
artig artig artig
7 erdig, pilzig, frisch, erdig, frisch, erdig, pil- frisch, erdig,
stufdlich, wiirzig, kunststoffartig | zig, kunststoffar- wiirzig, kunst-
vergoren tig stoffartig
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Die Kulturen von P. nameko in 10 g L-1 Pilsener-Treber und in 20 g L-1 Weizenbiertreber wurden

am besten bewertet.

Die Kulturen wurden erneut von zwei Probandinnen an Tag eins bis fiinf abgerochen, da die spa-

teren Kulturtage einen pilzartigen Geruch aufwiesen. Dabei wurden ansprechendere Geruchsein-

driicke festgestellt. Die Geruchseindriicke der biologischen Doppelbestimmung sind in Tabelle 45

dargestellt.

Tabelle 45: Geruchseindriicke der Kulturen von P. nameko in Pilsener-Treber- und Weizenbiertreber-Medium; n=2; die
Ergebnisse der biologischen Doppelbestimmung sind getrennt aufgefiihrt (A und B).

Kulturtag P. nameko in 10 g L-1 Pilsener- P. nameko in 20 g L-1 Weizen-
Treber-Medium biertreber-Medium
A B A B
1 waldartig, fruch- | waldartig, fruch- mulffig, salzig, laugengebackar-
tig, frisch, siif3- tig, frisch, sif3- gebackartig, tig, wiirzig
lich lich wiirzig, herb
2 waldartig, blu- waldartig, blu- | seifig, gebackar- seifig
mig mig tig, herb
3 waldartig, gra- | waldartig, gras- blumig, seifig blumig, seifig
sig, erdig, blu- artig, erdig, blu-
mig mig
4 waldartig, leicht waldartig, kunststoffartig, | kunststoffartig,
blumig kunststoffartig | erdig, waldartig erdig
5 waldartig, erdig, | waldartig, erdig, | kunststoffartig, | kunststoffartig,
muffig muffig frisch frisch

Die Kulturiiberstinde von Kulturtag drei wiesen den ansprechendsten Geruchseindruck auf und

wurden im Anschluss durch SBSE extrahiert und mittels GC-MS-O anhand einer VF-Wax-Saule

nach Abschnitt 2.4.2 analysiert und von drei Probandinnen olfaktorisch analysiert. Als Blindwerte

wurden die beiden verwendeten Medien analysiert. Die geruchsaktiven Peaks sind in Abbildung

33 im Chromatogramm des Pilsener-Treber-Mediums markiert, welches ebenfalls drei Tage inku-

biert wurde.
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Abbildung 33: GC-MS-0-Chromatogramm (VF-WAXms-Trennsdule) des Pilsener-Treber-Mediums (10 g L-1).

Fiir eine Identifizierung der geruchsaktiven Substanzen wurde das Medium zusatzlich mithilfe

einer DB-5ms-Trennsédule analysiert. Das Chromatogramm ist im Anhang, Abschnitt 7.3.3, Abbil-

dung 57 dargestellt. Nachfolgend sind die Geruchseindriicke der markierten Peaks und deren Rls

(Abschnitt 2.3.7.2, Gleichung (13)) mit zugehorigem Strukturvorschlag der NIST-Datenbank auf-

gefiihrt (Tabelle 46). Aufderdem sind Rls aus der Literatur und von Standards (RI Std) der internen

Aromastoffdatenbank des Instituts fiir Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie der

Justus-Liebig-Universitit Giefien angegeben.

Tabelle 46: Geruchseindriicke im Pilsener-Treber-Medium nach der GC-MS-0-Analyse mit SBSE (VF-WAXms- und DB5ms-

Trennsdule). (Fadel et al. 2006; Aubert und Pitrat 2006; Petersen et al. 1998; Adams et al. 2005)

Nr. Geruchs- VF-WAXms Trennsiule Vorschlag DB-5ms Trennsiule
eindriicke NIST-Da-
RI RI RI Std RI RI RI Std
. tenbank .
Litera- Litera-
tur tur
1 brotartig, 1704 17002 1709 2,4-Nonadi- | 1217* 1215¢ 1214
pilzartig, enal, (E,E)-
wachsig
2 | malzig, wiir- 1812 18112 1819 2,4-Decadi- | 1315* 13174 1319
zig enal, (E,E)-
3 Vanille, 2569 2563b 2565 Vanillin 1400 1394c¢ 1390
Schokolade,
stifdlich

*Massenspektrometrisch trotz des kleinstmoglichen Splits kein Peak detektierbar. Berechnung anhand des

am ODP wahrgenommenen Geruchs.
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Im Weizenbiertreber-Medium wurden bei der GC-MS-0-Analyse die identischen Substanzen

wahrgenommen. Das Chromatogramm ist in Abbildung 34 gezeigt.
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Abbildung 34: Chromatogramm (VE-WAXms-Trennsdule) des Weizenbiertreber-Mediums (20 g L-1).
Das Weizenbiertreber-Medium wurde ebenfalls mithilfe einer DB-5ms-Saule analysiert, das Chro-

matogramm ist in Abschnitt 7.3.3, Abbildung 58 gezeigt. In Tabelle 47 sind die Geruchseindriicke

der Peaks mit den dazugehorigen Rls und Strukturvorschlagen der NIST-Datenbank aufgefiihrt.

Tabelle 47: Geruchseindriicke im Weizenbiertreber-Medium nach GC-MS-0-Analyse mit SBSE (VF-WAXms-Trennsdule).
(Fadel et al. 2006; Aubert und Pitrat 2006; Petersen et al. 1998; Adams et al. 2005)

Nr. Geruchs- VF-WAXms Trennsaule Vorschlag DB-5ms Trennsiule
eindriicke NIST-Da-
RI RI RI Std RI RI RI Std
. tenbank .
Litera- Litera-
tur tur
1 brotartig, 1704 17002 1709 2,4-Nonadi- | 1217* 1215¢ 1214
haferartig, enal, (E,E)-
muffig
2 | malzig, wiir- 1812 18112 1819 2,4-Decadi- | 1315* 13174 1319
zig enal, (E,E)-
3 | vanilleartig, 2569 2563b 2565 Vanillin 1400 1394c¢ 1390
schokola-
denartig,
stiRlich

*Massenspektrometrisch trotz des kleinstmoglichen Splits kein Peak detektierbar. Berechnung anhand des

am ODP wahrgenommenen Geruchs.
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Abbildung 35 zeigt die identifizierten olfaktorisch aktiven Verbindungen der Biertreber-Medien.
Im Anhang in Abschnitt 7.3.1, Abbildung 44 bis Abbildung 49 sind die Massenspektren dieser Ver-

bindungen aus beiden Medien gezeigt.
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Abbildung 35: In den Biertrebermedien identifizierte olfaktorisch aktive Substanzen, 1 (E,E)-2,4-Nonadienal; 2 (E,E)-2,4-
Decadienal; 3 Vanillin.

Die an Kulturtag drei von drei Personen in biologischer Doppelbestimmung abgerochenen Proben
wiesen die nachfolgenden olfaktorisch aktiven Substanzen (1-7) auf. Das Chromatogramm von

P. nameko in Pilsener-Treber, an einer VF-WAXms-Sdule gemessen, ist in Abbildung 36 darge-

stellt.
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Abbildung 36: Chromatogramm (VF-WAXms-Trennsdule) des mit P. nameKo fiir drei Tage fermentierten Pilsener-Treber-
Medium (10 g L-1).
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Das Chromatogramm auf der unpolaren Saule ist im Anhang, Abschnitt 7.3.3, in Abbildung 59 ge-

zeigt. In Tabelle 48 sind die Geruchseindriicke der Peaks, die Substanzvorschldge der NIST-Daten-

bank und deren Rls auf beiden Saulen und aus der Literatur aufgefiihrt.

Tabelle 48: Geruchsaktive Substanzen der Proben von P. nameko in Pilsener-Treber. (Zeng et al. 2011; Brophy et al. 1998;
Smallfield et al. 1994; Alizadeh und Shaabani 2012; Chung 1999; Medina et al. 2005; Merle et al. 2004; Pald-Paiil et al.

2007; Jorddn et al. 2017)

Nr. Geruchs- VF-WAXms Trennsiule Vorschlag DB-5ms Trennsaule
eindriicke RI RI RI Std NIST-Da- RI RI RI Std
Litera- tenbank Litera-
tur tur
1 pilzartig, 1306 nicht identifiziert
frisch
2 wirzig, 1342 nicht identifiziert
pfeffrig, ge-
backartig
3 | erdig, grasig, | 1443 14712 | 1442 / | Linalooloxid | 1072 1076¢ | 1072/
kaffeeartig 1471 (Isomere) 1088
4 | blumig, sei- 1548 15450 1539 Linalool 1100 10994 1102
fig, stiflich,
blaubeerar-
tig
5 | sif3, minzar- | 1736 17350 1726 Carvon 1248 1248e 1243
tig
6 blumig, 1815 nicht identifiziert
fruchtig, sei-
fig
7 chlorartig, 2408 - - 2-Chlor-4,5- 1542 - -
waldig dimethoxy-
benzalde-
hyd

Die identifizierten Substanzen sind in Abbildung 37 gezeigt.
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OH 5 AN 70/ ~

Cl O’/

Abbildung 37: Volatile Substanzen, die im Kulturiiberstand von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium nach drei
Kulturtagen vorldufig identifiziert wurden, 3 Linalooloxid; 4 Linalool; 5 Carvon; 7 2-Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd.

Abbildung 38 zeigt das Chromatogramm der Analyse von dem Kulturiiberstand von P. nameko in
Weizenbiertreber-Medium nach drei Kulturtagen. Die nachgewiesenen geruchsaktiven Substan-
zen stimmen, mit Ausnahme von Carvon, mit denen der Kultur in Pilsener-Treber-Medium tiber-
ein. Daher entspricht die Verbindung 6 in Abbildung 38 2-Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd. Das

Chromatogramm, welches mittels DB-5ms-Saule aufgenommen wurde, ist im Anhang, Abschnitt

7.3.3, Abbildung 60 gezeigt.
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Abbildung 38: Chromatogramm (VF-WAXms-Trennsdule) des mit P. nameko fiir drei Tage fermentierten Weizenbiertre-
ber-Mediums (20 g L-1).

Flir Substanz 7 (2-Chlor-4,5-dimethyoxybenzaldehyd) sind in der Literatur keine Retentionsin-
dices bekannt und es wurde keine Standardsubstanz gemessen, um die Anwesenheit dieser Sub-
stanz zu bestdtigen. Allerdings betrugen die R-Matches der NIST-Datenbank iiber 900. Die Mas-
senspektren der identifizierten Substanzen, inklusive 2-Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd, sind

im Anhang, Abschnitt 7.3.2, in Abbildung 50 bis Abbildung 56 gezeigt.

Im Massenspektrum von 2-Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd ist das Signal des Molekiilions bei
einem m/z-Verhéltnis 200 ist deutlich zu erkennen. Aufgrund der Isotopenverteilung von Chlor,
welche sich aus ca. 75% 35Cl und 25% 37Cl zusammensetzt ist bei einem m/z-Verhaltnis von 202

ein zweites, um zwei Drittel kleineres Signal zu erkennen.

Neben der SBSE-Extraktion wurde von den Kulturen von P. nameko in Weizenbiertreber-Medium
(20 g L-1) ebenfalls die Extraktion mittels SPME durchgefiihrt und anschliefiend mittels GC-MS-0O
analysiert und abgerochen. Die Parameter dieser Messungen auf einer VF-WAXms-Saule sind in
Tabelle 22 aufgefiihrt. Bei diesen Messungen wurden deutlich mehr Geruchseindriicke wahrge-

nommen, die nachfolgend in Tabelle 49 aufgefiihrt sind. Auffallend ist, dass 1-Octen-3-on vorlau-
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fig identifiziert werden konnte. Auch Linalool und Linalooloxid konnten mit dieser Methode be-
statigt werden. Die RIs, welche in der Probe und den Standards der Aromastoffdatenbank des LCB
bestimmt wurden, sind mit RIs aus der Literatur verglichen. Das dazugehorige Chromatogramm

mit den markierten Peaks ist in Abschnitt 7.3.4, Abbildung 61 gezeigt.

Tabelle 49: Geruchseindriicke und vorldufig identifizierte Substanzen der GC-MS-0-Messungen von P. nameko in Weizen-
biertreber-Medium mit SPME an einer polaren VF-Wax-Sdule. (Hidenobu et al. 1994; Aubert und Chanforan 2007; Peter-
son und Reineccius 2003; Cho et al. 2007; Zeng et al. 2011; Brophy et al. 2000; Wu et al. 2007; Romeo et al. 2007)

RI Substanzvorschlag RI Literatur Geruchseindruck RI Std
NIST Datenbank

918 2-Methylbutanal 912a stfdlich 914
1081 Hexanal 10800 krautig 1082
1249 1-Pentanol 12562 leicht pilzig 1251
1304 1-Octen-3-on 1302¢ pilzig 1301/1302
1431 2-(E)-Octenal 14304 herb 1434
1441 Linalooloxid 1471e grin 1471
1547 Linalool 1545f blumig, siifilich 1549
1836 Calamenen 1832f Lakritz, wiirzig -
2030 y-Nonalacton 2028b stiRlich 2014
2038 (E)-Nerolidol 20338 frisch 2042
2042 (E)-Zimtaldehyd 2044h 2046

Die Substanzen, welche mit RIs aus der Literatur und der Standards vorlaufig identifiziert wurden,

sind in Abbildung 39 gezeigt.
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Abbildung 39: Vorldufig identifizierte Substanzen im Kulturiiberstand von P. nameko, kultiviert in Weizenbiertreber-
Medium: 1 2-Methylbutanal; 2 Hexanal; 3 1-Pentanol; 4 1-Octen-3-on; 5 2-(E)-Octenal; 6 Linalooloxid; 7 Linalool; 8 (E)-
Nerolidol; 9 (E)-Zimtaldehyd
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Die Fermentate von P. nameko wurden auf ihren Glutengehalt untersucht. Die Extinktionen der

Gliadin-Standards wurden prozentual zum Standard mit der Konzentration 0 ng mL-1berechnet

und gegen die Konzentration aufgetragen.
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Abbildung 40: Kalibrierfunktion zur Glutenbestimmung mit R2=1 und der Gleichung der Regression:
E/E0=94,76-0,66c-0,012c2+1,04¢10-c3,

Die Glutengehalte wurden von Weizenbiertreber, von Weizenbier und den Fermentaten von

P. nameko in Weizenbiertreber-Medium (20 g L-1) der Kulturtage 3,5, 7, 9, 12 und 14 bestimmt.

Die Treber wurden direkt, sowie als autoklavierte Medien nach sieben Inkubationstagen extra-

hiert und gemessen (Tabelle 50).

Tabelle 50: Glutengehalte von Weizenbier, Weizenbiertreber und den Fermentaten mit P. nameko; n=2 (* halbe Spann-

weite).
Verdiinnungs- Glutengehalt Glutenab-
faktor bau [%]
Weizenbier 50.000 48+0,6 gLt -
Treber 1.200.000 461,0 £32,1 g (kg TM) -
Medium 1.200.000 191,3 £ 15,2 g (kg1 TM) 0
P. nameko in Weizenbier- 50.000 26,5%0,0 g (kg't TM) 86,2
Treber-Medium d3
P. nameko in Weizenbier- 500.000 14,4 + 1,8 g (kg1 TM) 92,5
Treber-Medium d5
P. nameko in Weizenbier- 50.000 55%0,1g(kg! TM) 97,1
Treber-Medium d7
P. nameko in Weizenbier- 50.000 2,7+0,1 g (kg TM) 98,6
Treber-Medium d9
P. nameko in Weizenbier- 30.000 1,3+0,0 g (kg TM) 99,3
Treber-Medium d12
P. nameko in Weizenbier- 30.000 0,9+0,2g(kg!TM) 99,5
Treber-Medium d14
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Der Abbau des Glutengehalts in Weizenbiertreber ist in Abbildung 41 gezeigt. Hier ist ein deutli-

cher Abbau zu erkennen und der Glutengehalt am 14. Kulturtag war so gering, dass er in der Gra-

phik nicht mehr erkennbar ist.
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-
o

1

—
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Abbildung 41: Glutenabbau durch P. nameko in Weizenbiertreber; n=2 (* halbe Spannweite).
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4. Diskussion

4.1 Palmdlseitenstrome

Mit 75,95 Millionen Tonnen Palmél ist es das meistproduzierte pflanzliche Ol fiir die Lebensmit-
telindustrie. (Ahrens 2022) Die Produktionsmenge steigt stetig und die Palmoélproduktion wird
aufgrund negativer Einfliisse auf die Biodiversitat und Abholzung der Regenwalder in den tropi-
sche Anbauregionen haufig kritisiert. In Malaysia wurden in den Jahren von 1972 bis 2015 47%
der vorhandenen Walder abgeholzt. Doch es wird nicht nur bewaldetes Land fiir die Palmélpro-
duktion genutzt, sondern auch ehemaliges Weideland oder Anbauland anderer Nutzpflanzen wird

in Palmolplantagen umgewandelt. (Meijaard et al. 2018)

Um die Abholzung der Regenwalder zu minimieren und die Biodiversitat zu schiitzen, sollte zu-
kiinftig mehr Acht auf nachhaltigen Anbau von Olpalmen gegeben werden, da es nicht denkbar ist,
ganz auf Palmol zu verzichten. Durch die stark wachsende Bevélkerung und der damit verbunde-
nen Nachfrage nach Pflanzendlen als Erndhrungsgrundlage ist die Palmoélproduktion notwendig,
um den Bedarf zu decken. (United Nations 2019) Bei einem Verzicht auf Palmol miisste der Bedarf
an Ol mit Pflanzen wie Raps, Soja oder Sonnenblumen, welche weniger als eine Tonne Ol pro Hek-
tar Land und Jahr liefern gedeckt werden. Sie wiirden somit starker zur Abholzung von Waldern
und zum Riickgang der Biodiversitit auf dieser Erde beitragen, da die Olpalme pro Hektar 3,8 t

Palmol liefert.

Eine Chance fiir einen nachhaltigeren Palmélanbau ist das Recycling der bei der Produktion an-
fallenden Seitenstrome. Die empty fruit bunches und das Palmkernmehl sind die Hauptseiten-
strome, welche bis heute in grofien Mengen verbrannt werden, woraus ein Anstieg der CO2-Emis-
sionen resultiert. Eine Alternative ist das Ausbringen der EFB auf den Plantagen, um den organi-
schen Kohlenstoffgehalt im Boden zu wahren und sie so als natiirlichen Diinger zu nutzen. Dies ist
allerdings nur realisierbar, wenn die Olmiihle sich in der Nihe der Plantage befindet, da es sonst
zu einem Anstieg der Produktionskosten durch den Riicktransport kommt. Auf3erdem fallen auf
den meisten Plantagen mehr EFB an, als Diinger bendtigt wird. (Tao et al. 2017; Noirot et al. 2022)
Die Verwendung der EFB als Ausgangsmaterial fiir die Biogas- beziehungsweise Biodieselproduk-
tion ist ebenfalls denkbar und wird weltweit erforscht. (Wiloso et al. 2015) Hierzu werden teil-
weise energie- und kostenaufwindige Vorbehandlungsmethoden, wie eine Pyrolyse benétigt, um

die Cellulose der Seitenstrome zuganglich zu machen. (Chew und Bhatia 2008)

Die in dieser Arbeit verwendete Vorbehandlungsmethode fiir die lignocellulosehaltigen Seiten-
strome der Olpalme ist die Festbettfermentation mit WeiRfiulepilzen. Weiffaulepilze leben unter
natiirlichen Bedingungen auf unterschiedlichen Holzern und sind somit in der Lage, ihre Bestand-
teile zu metabolisieren. Typische Enzyme fiir den Ligninabbau sind Laccasen, Mangan- und Lig-

nin-Peroxidasen. (Xu et al. 2013; Songulashvili et al. 2007) Die EFB sollten nach der Fermentation
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als Futtermittel fiir Larven der Schwarzen Soldatenfliege dienen und durch die Vorbehandlung
eine bessere Verdaubarkeit fiir diese aufweisen. Die fiir diese Forschungsarbeit bendtigten Sei-
tenstrome der Olpalme wurden aus Indonesien bezogen. Das PKM wurde bereits zerkleinert an-
geliefert; hier musste keine weitere Homogenisierung durchgefiihrt werden. Die EFB wurden in
grofden Biischeln erhalten und iiber zwei Siebe in einer Miihle gemahlen, um die Oberflache zu
vergrofdern und eine bessere Verfiigbarkeit flir die Pilzfermentation zu erzielen. AufRerdem kann
das Substrat auf diese Weise im Anschluss an die Fermentation direkt zur Flitterung der BSFL
eingesetzt werden. Die beiden Substrate wurden aufgrund ihrer geringen Feuchte ungekiihlt nach
Deutschland versendet. Vor der Verwendung als Pilzsubstrat wurden die Seitenstrome sterilisiert,
um das Austreiben von Sporen unerwiinschter Pilze bei der Befeuchtung und gezielten Kultivie-

rung mit den Weifd3faulepilzen zu verhindern.

Vor der Analytik der Substrate wurden diese in einer Kugelmiihle homogenisiert, um eine mog-
lichst homogene Stichprobenmenge zu erhalten. Es wurden der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl, der
Aminosauregehalt, der Aschegehalt, der Fettgehalt nach Weibull-Stoldt und der Ligningehalt nach
Klason bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 23 und Tabelle 24 dargestellt. Bei der Forschung
zum Recycling der Seitenstrome der Palmolproduktion, vor allem der EFB, liegt der Fokus aktuell
auf der Produktion von Biogas beziehungsweise Bioethanol und der dafiir erforderlichen Vorbe-
handlung des widerstandsfdhigen Materials. (Chew und Bhatia 2008) Aus diesem Grund ist die
Analytik des Stickstoff- beziehungsweise Aminosduregehalts oft irrelevant und der Vergleich mit
der Fachliteratur konnte an dieser Stelle nicht erfolgen. Fiir die EFB wurde ein Stickstoffgehalt
von unter 1% analysiert, was nahelegt, dass sich dieses Substrat nicht fiir den direkten Einsatz als

Futtermittel eignet.

Bei dem bestimmten Fettgehalt der Seitenstrome war davon auszugehen, dass es sich zu einem
grofden Teil um Riickstdnde der Friichte von der Ernte handelte, vor allem beim Palmkernmehl
waren gewisse Riickstinde zu erwarten, da die Palmkerne das Palmkernol enthalten und geoffnet
werden, damit das Ol extrahiert werden kann. (Hashim et al. 2012) In Tabelle 51 ist ein Vergleich

der in den EFB und im PKM nachgewiesenen Fettsdureverteilung mit der Literatur aufgefiihrt.
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Tabelle 51: Vergleich der Fettsdurezusammensetzung von Palmél, EFB und PKM.

) Palmol Palmol Palm-
1 .
Fettsiure Palmol Destillatez | (DG Fett)3 | kernol* EFB PKM
Anteil [%]
_ 0,2 ] 1,4 3,59
8:0 ) (£0,08) 3,0 (£0,22) (£0,17)
0,17 1,46 3,24
10:0 ) (£0,06) ) 3,0 (£0,21) (£ 0,09)
0,46 21,02 64,10
12:0 ) (£0,61) nn-0,5 45,6 (£0,51) (1,02)
1,23 1,2 711 16,62
14:0 (£0,28) (£ 0,20) 0,5-2,0 16,0 (£0,42) (£0,45)
41,78 46,9 43,20 4,05
16:0 (£1,27) (t146) | 30947 95 (£0,42) (£0,25)
0,05
17:0 - - nn-0,2 (+0,005) -
3,39 4,30 3,70 0,62
18:0 (065 | (013 | 3°00 24 (£0,07) | (0,02)
41,90 36,7 20,96 7,31
18107 | (1120 | (z113) | 360440 17,3 (£094) | (+0,64)
18:1 (112) - ] - 0,28
18:2 (97, 11,03 9,03 90.12 ’9 0,82 0,47
127) (£0,02) (0,28) ’ ’ (0,16) (£0,07)
Andere 0,67 1,04 <11,1 0,3 -

1 (Chowdhury et al. 2007); 2 (Ping und Yusof 2009); 3 (DGF 2023); 4 (Valencia et al. 1993)

Bei einem Palmol Destillat oder auch Palmol Fettsaure Destillaten handelt es sich um Nebenpro-

dukte der Raffination von rohem Palmol.

Beim Vergleich der Fettsdureverteilungen fillt auf, dass im extrahierten Fett der EFB grofiere
Mengen kurzkettige Fettsduren wie Capryl-, Caprin-, Laurin- und Myristinsdure, nachgewiesen
wurden als im Palmél. Den grofdten Unterschied macht hier die Laurinsaure, welche mit iiber 20%
zu den Hauptfettsduren gehdrte und in Palmol zum Teil gar nicht nachgewiesen wurde. (Chow-
dhury et al. 2007) Im Palmkerndl gehort diese Fettsdure mit 45,6% hingegen zu den Hauptfett-
sduren (Valencia et al. 1993). Auch im PKM stellt Laurinsdure mit Abstand die Hauptfettsdure mit
liber 60% dar, was die Annahme, dass es sich um Riickstinde der Palmkernélproduktion handelt
unterstiitzt. Die weiteren Hauptfettsduren in den EFB waren Palmitin- und Olsiure, wobei die Pal-
mitinsdure einen vergleichbaren Anteil zum Palmoél aufwies und der Anteil der Olsdure nur ca. die
Hilfte des Anteils im Ol betrug. Auch die in den EFB nachgewiesene Menge an Linolsiure war
deutlich kleiner als im Vergleich zum Palmoél erwartet. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es
sich bei dem Ol nicht ausschliefRlich um Riickstinde des Palmols, sondern auch um Reste des
Palmkerndls handelte. Nattirliche Schwankungen aufgrund der Umweltbedingungen der jeweili-

gen Anbaugebiete sind bei diesen Analysen ebenfalls zu erwarten.
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Die ermittelten Gesamtligningehalte der EFB mit 26,21% und PKM mit 22,85% lagen nah beiei-
nander, was fiir eine dhnlich schlechte Verdaulichkeit der Substrate als Futtermittel fir die Insek-
ten spricht. In Tabelle 52 sind die analysierten Werte fiir die EFB mit Ligningehalten der Literatur

verglichen.

Tabelle 52: Ligningehalte der EFB aus unterschiedlichen Studien.

. . (Tri-
(Isholaetal. | (Lawetal. | (Sudiyani et .
EFB wahyuni et
2014) 2007) al. 2013) al. 2015)
g (100 g TM)1
219 26,6
AIL (+1,0) (+0,1) 18,8 (= 0,3) n.a. n.a.
ASL 4,3(x0,8) 7,8 (£0,0) n.a. n.a. n.a.
_— 26,2 34,4
Gesamtlignin (£ 1,73) (£0,2) n.a. 31,7 26,5

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Studien liegen alle zwischen 26% und 35%, was hinsichtlich
der natiirlichen und geographischen Schwankungen der Pflanzen zu erwarten ist. Aufderdem wur-
den unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der Ligningehalte verwendet, was auch be-
dingte, dass teilweise nur der Gesamtligningehalt beziehungsweise nur das AIL bestimmt wurde.
Aus den Analysen lief3 sich in den EFB ein Gesamtkohlenhydratgehalt an Cellulose und Hemicel-
lulose von ca. 52,3% berechnen, auch dieser ist mit den unterschiedlichen Studien aus Tabelle 52
vergleichbar. Sudiyani et al. wiesen 51,9% Kohlenhydrate nach, Triwahyuni et al. einen etwas ho-
heren Gehalt von 61,6%. Doch hier waren sowohl Lignin, als auch Aschegehalt mit leidglich 1,8%
deutlich niedriger. Der in dieser Arbeit analysierte Aschegehalt von 5,5 (+ 0,3) % ist mit dem von

Sudiyani et al. mit 6,7% vergleichbar.

Palmkernmehl wurde bereits in einigen Studien als Futtermittel fiir Hithner untersucht. (Abdol-
lahi et al. 2015) Der von Abdollahi und Kollegen ermittelte Stickstoffgehalt von
2,54 g (100 g TM)-! ist mit den in dieser Arbeit bestimmten 2,3 g (100 g)-1 gut vergleichbar. Der
Aminosauregehalt war mit 12,42 g (100 g)-allerdings doppelt so hoch, wie der in dieser Arbeit
bestimmte Gehalt von 6,6 g (100 g)-L. Auch in einer Studie von Son et al. wurde ein hoherer Ami-
nosauregehalt von 13,68 g (100 g)-t nachgewiesen. (Son et al. 2019) Die geringen Werte der Ami-
nosauregehalte sprechen fiir natiirliche Schwankungen im Substrat oder Probleme beim Auf-

schluss des Palmkernmehls fiir die Aminosdureanalyse.

Die Asche- und Fettgehalte sind mit 3,9 g (100 g)-1 beziehungsweise 9,4 g (100 g)-! (Abdollahi et
al. 2015) im Vergleich zu 4,1 (= 0,5) g (100 g)-! beziehungsweise 11,2 (£ 0,1) g (100 g)-! gut ver-
gleichbar. Son et al. wiesen ebenfalls einen Aschegehalt in vergleichbarer Gréfienordnung von

4,7 g (100 g)-1nach. (Son et al. 2019)
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Die Kohlenhydrat- beziehungsweise Ballaststoff-Fraktionen wurden in einigen Studien zur Eig-
nung von PKM als Futtermittel fiir die Nutztierhaltung ebenfalls untersucht; die Ergebnisse von
Abdollahi und Kollegen wurden dabei in nicht-Starke Polysacchariden angegeben (58,4% unlos-
lich und 2,57% loslich, aufserdem 5,7% Stdrke). Aufderdem wurden in der Studie saurelosliche
Ballaststoffe und in neutralem Losemittel 16sliche Ballaststoffe analysiert. (Abdollahi et al. 2015)
Son et al. wiesen 17,0% Rohfasergehalt nach. Palm Kernel Cake, also der nicht gemahlene Riick-
stand der Palmkernol-Produktion wies in der Studie von Cheirsilp und Kollegen einen Ligninge-

halt von 15,7% + 1,2% auf. (Cheirsilp und Kitcha 2015)

4.1.1 Fermentation von EFB und PKM

In einem Screening, welches dieser Arbeit voranging, wurden 69 Pilze auf den EFB kultiviert und
das Wachstum der Pilze optisch beurteilt. Eine grofse Rolle bei der Beurteilung spielte die Schnel-
ligkeit des Wachstums, was fiir eine spitere Anwendung des Verfahrens in der Industrie wichtig
ist. Aufderdem wurde die Bleichung der EFB durch die Weif3faulepilze beurteilt. Je heller, desto
eher konnte davon ausgegangen werden, dass Lignin tatsachlich angegriffen beziehungsweise ab-
gebaut wurde. (Novotny et al. 2004) Fiir die Festbettkultivierung wurde ein Feuchtigkeitsgehalt
von 65% gewahlt. In unterschiedlichsten Studien, in denen bereits Festbettfermentationen mit
Weififaulepilzen durchgefiihrt wurden, lagen die optimalen Feuchtigkeitsgehalte meist zwischen

65% und 75%. (Dinis et al. 2009; Zadrazil und Brunnert 1981; Baker et al. 2019)

Fiir die Festbettkultivierung wurde die Standardtemperatur von 24 °C, welche am Institut iiblich
ist, auf 28 °C erhoht. Dies sollte dazu dienen nach Pilzen zu screenen, die auch in tropischen Ge-

genden, in denen Tagestemperaturen von {iber 30 °C herrschen, ein gutes Wachstum zeigen.

Die fiinf aus diesem Screening hervorgegangenen Pilze wurden im Anschluss fiir zwei Wochen im
Erlenmeyerkolben auf 10 g Substrat mit 15 g Leitungswasser (ca. 65% Feuchtigkeit, weil das Sub-
strat ebenfalls 5-10% Restfeuchte enthielt) kultiviert und hinsichtlich der Stickstoff- und Amino-
sduregehalte untersucht (Tabelle 25). Der Stickstoffgehalt stieg im Vergleich zu den nicht-fermen-
tierten EFB leicht an, was gegebenenfalls auf den Biomasseverlust und die stickstoffhaltigen Me-
taboliten der Pilze wie das Polymer Chitin, welches fiir den Aufbau der Zellwdnde von Pilzen be-
notigt wird, zuriickzufiihren ist. So lasst sich auch ein geringerer Aminosauregehalt trotz des er-

hohten Stickstoffgehaltes erklaren.

Nachdem sich die fiinf Pilze zuvor bewéhrt hatten, wurden drei Vertreter zur Optimierung der
Kultivierungsbedingungen mit den Palmol-Seitenstrémen ausgewahlt. Irpex consors bildet eine
aktive Peroxidase, die in vorausgegangenen Arbeiten isoliert und charakterisiert werden konnte.
(Imami et al. 2015) Daher wurden die Fermentationen mit Irpex lacteus nicht weiter verfolgt um
eine moglichst grofde Vielfalt der Gattungen mit den Experimenten abzudecken. Aufderdem wurde

Marasmius palmivorus (Marasmiellus palmivorus) ausgewahlt, welcher sich ebenfalls durch die

93



Diskussion

Aktivitat ligninolytischer Enzyme auszeichnet (Chenthamarakshan et al. 2017) und von Stimmen
der Olpalme isoliert wurde. (Schneider et al. 2018) Aus diesem Grund wurde davon ausgegangen,
dass er besonders gut geeignet ist, die Palmol-Seitenstrome als Nahrstoffquelle zu nutzen und das
Lignin abzubauen. Aufderdem wurde Bjerkandera adusta ausgewahlt, da dieser nicht nur fiir die
Bildung ligninolytischer Enzyme bekannt ist, sondern auch in einzelnen Studien schnelles Wachs-
tum auflignocellulosehaltiger Biomasse gezeigt hat und die Bildung von Cellulasen nachgewiesen
wurde. (Quiroz-Castafieda et al. 2011; Nakamura et al. 1999) Trotz der in der Literatur bereits
erfolgreich gezeigten Bildung von Fruchtkorpern von Pleurotus ostreatus auf Palmolseitenstro-

men wurde dieser Pilz hier nicht ausgewahlt. (Mohd Tabi et al. 2008)

4.1.2 Ergosterolbestimmung in Festbettkulturen

Im Anschluss an das Screening sollte das Pilzwachstum anhand des Biomarkers Ergosterol analy-
siert werden. Hierbei handelt es sich um eine Substanz, die ausschliefilich von Pilzen gebildet wird

und sich in ihrer Zellmembran befindet.

Um die Pilzgehalte der fermentierten EFB zu bestimmen, wurde zuvor ein Referenzwert fiir reines
Pilzmyzel benotigt. Jedoch wurde dieser nicht wie tiblich durch Kultivieren der Pilze in einem 16s-
lichen Submersmedium generiert. Durch die Unterscheidungen in der Beschaffenheit der Hyphen
des Emersmyzels im Vergleich zu den Pellets in Submerskulturen wurde davon ausgegangen, dass
sich der Ergosterolgehalt der Myzelien unterscheidet. Dies wurde auch durch den Vergleich der
Ergosterolgehalte der beiden Kultivierungsformen gezeigt. Mit einem anderen Vertreter der Ab-
teilung Basidiomycota, Agaricus brasiliensis, welcher unter anderem auf Ananas-Schalen kultiviert
wurde, konnte dies ebenfalls gezeigt werden. (Nakamura et al. 1999; Mokochinski et al. 2015) Bei
Ananas-Schalen handelt es sich ebenfalls um einen lignocellulosehaltigen Seitenstrom der Le-
bensmittelindustrie. (Roda und Lambri 2019) In dieser Studie wurde in Emerskulturen ein sehr
geringer Gehalt an Ergosterol nachgewiesen, welcher mit den Gehalten in EFB vergleichbar ist
(vgl. Tabelle 26). Die verwendeten Seitenstrome wie Ananas-Schalen oder auch Apfeltrester wie-
sen einen gewissen Gehalt an lslichen, fermentierbaren Zuckern auf, weshalb die Submerskulti-
vierung ein besseres Pilzwachstum zeigte, welches mit den EFB nicht realisierbar gewesen wire.

Daher wurde in dieser Arbeit lediglich die Festbettfermentation durchgefiihrt.

Asther et al. untersuchten die Esteraseproduktion von Aspergillus niger in Zuckerriiben-Schnitzel-
Medien, sowohl in Sub- als auch in Emerskultur und bestimmten die Pilzbiomasse ebenfalls tiber
die Ergosterolgehalte. Die Gehalte in den Festbettfermentationen erreichten an Tag fiinf ein Ma-
ximum, welches in einem Plateau anhielt. Dieses lag bei ca. 2 mg g-1 Fermentat. In den Submerskul-
turen war das Maximum bereits nach vier Tagen mit 1 mg g1 erreicht und die Kurve fiel im Kul-

turverlauf ab. (Asther et al. 2002) Diese Ergebnisse sind mit den in dieser Studie auf Malzextrakt-
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Medium bestimmten Ergosterolgehalten vergleichbar; auch hier wurde ein deutlich hoherer Er-
gosterolgehalt nachgewiesen (vgl. Tabelle 27). Bei A. niger handelt es sich allerdings um einen Pilz
der Abteilung Ascomycota, trotzdem wird die These, dass die Pilze unterschiedliche Mengen Er-
gosterol in den verschiedenen Kulturen bilden durch die Ergebnisse unterstiitzt. Somit wurde es
als sinnvoll erachtet, zur Berechnung des Pilzgehaltes von Emerskulturen ebenfalls emers geziich-

tetes Pilzmyzel als Referenzwert zu nutzen.

Fiir die Ernte von reinem Pilzmyzel von den ME-Agarplatten wurden sterilisierte, durchlassige
Cellophanfolien genutzt, die auf den Agarplatten ausgebreitet und im Anschluss mit dem Inoku-
lum beimpft wurden. So konnte nach sieben Kulturtagen Myzel der vollstindig bewachsenen
Agarplatten geerntet werden. Hierfiir kdnnte beispielsweise auch ein Nylongewebe verwendet

werden. (Steudler und Bley 2015)

Die Ergosterol- und die daraus berechneten Pilzgehalte der fermentierten, getrockneten und ge-
mahlenen EFB sind aufgrund des grofden Unterschieds der Trockenmasse des Substrats und My-
zels sehr gering (vgl. Tabelle 28). Ein weiterer Einflussfaktor auf den Ergosterolgehalt von Pilz-
myzelien konnte der Sauerstoffgehalt der Kulturen sein; Nout et al. analysierten den Ergosterol-
gehalt in Submerskulturen von Rhizopus oligosporus mit unterschiedlichen Sauerstoffkonzentra-
tionen. Sie zeigten, dass 3% Sauerstoff zu einem Ergosterolgehalt von 2,1 pg mg! Biomasse fiihr-
ten, wahrend die Ergosterolgehalte bei 21% Sauerstoffzufuhr in den 14 Kulturtagen auf tiber
20 pg mg! Biomasse anstiegen. (Nout et al. 1987) Sie bezogen diese Ergebnisse auch auf die Tem-
peh-Produktion mit R. oligosporus und fithrten die Fermentation von Sojabohnen lediglich in Pet-
rischalen durch, um den Einfluss der Sauerstoffabnahme in der stationdren Festbettfermentation
auszuschliefden. In dieser Arbeit wurde das Substrat in Erlenmeyerkolben fermentiert, somit war
lediglich durch den mit einem sterilen Cellulose-Stopfen verschlossenen Hals des Kolbens an der
Oberflache eine Sauerstoffzufuhr sichergestellt. Es ist davon auszugehen, dass der Sauerstoffgeh-
alt in diesem Fall ebenfalls innerhalb des Substrats abgenommen hatte und dies einen signifikan-
ten Einfluss auf den Ergosterolgehalt und den daraus berechneten Pilzgehalt hatte. Zusammen-
fassend lasst sich sagen, dass sich der Biomarker Ergosterol fiir die Abschiatzung des Pilzanteils
einer Probe eignet. Es gibt jedoch einige Einfliisse auf die Bildung von Ergosterol, wie die unter-
schiedlichen Kultivierungsformen (submers und emers) und die Schwankungen des Sauerstoff-

gehalts beziehungsweise der Sauerstoffzufuhr welche nicht aufier Acht gelassen werden sollten.
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4.1.3 Optimierung der Kultivierungsbedingungen

4.1.3.1 Mischung von PKM und EFB

Im nachsten Schritt sollten die Kultivierungsbedingungen optimiert werden, um das Pilzwachs-
tum und den Nahrstoffgehalt der Palmol-Seitenstrome fiir die Nutzung als Futtersubstrat fiir die
Larven der Schwarzen Soldatenfliege zu steigern. Der erste Ansatz der Optimierung war die Bei-
mischung von Palmkernmehl zu den Festbettkulturmedien aus empty fruit bunches. Von jedem
geernteten Fruchtstand der Olpalme verbleiben nach dem Ablésen der Palmfriichte 25 gew.-%
EFB (Chew et al. 2021) und 10,5 gew.-% Schalen und Palmkerne (Corley und Tinker 2016) die
zum Palmkernmehl verarbeitet werden. Aus diesem natiirlich anfallenden Verhaltnis von ca. 7:3
ergab sich das Mischungsverhaltnis fiir die Optimierung der Festbettkultivierung. Die Ergebnisse
der Ergosterolgehalte (vgl. Tabelle 29) zeigten keine deutliche Steigerung des Pilzwachstums. Es
wurde die zuvor verwendete 10%ige Inokulation der Festbettkultivierung mit 5% Inokulations-
volumen verglichen. Die Verringerung der Menge an Vorkultur zeigte keine Veranderung der Er-
gosterolgehalte, sodass die folgenden Versuche mit dem Inokulationsvolumen von 5% durchge-
fithrt werden konnten, ohne eine Verringerung des Pilzwachstums in Kauf nehmen zu miissen. Im
weiteren Verlauf sollten ebenfalls Inokulationsmethoden mit fermentierten EFB getestet werden,

um die grofstechnische Handhabung zu vereinfachen.

Die fermentierten, gemischten Seitenstréome wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Patrick Kliiber
an die BSFL verfiittert, um eine Praferenz hinsichtlich eines der drei verwendeten Weifd3faulepilze
zu ermitteln. Das Ergebnis dieser Versuche wird in der abschliefRenden Diskussion dieses Projekts

dargestellt.

4.1.4 Upscaling der Festbettkultivierung und abschlief3ende
Analytik

Das Upscaling der Festbettkultivierung der Pilze M. palmivorus, B. adusta und I. consors wurde
ausschliefdlich mit EFB und Leitungswasser als Medium durchgefiihrt. Es wurde daraufverzichtet,
das PKM vor der Fermentation mit den EFB zu mischen, da sich gezeigt hat, dass die Pilze den
zusatzlichen Stickstoff nicht zum Aufbau von wertvollem Protein nutzten, sondern lediglich mehr
Néahrstoffe metabolisierten. Die Kultivierung sollte nicht mehr mit fliissigen Vorkulturen durch-
gefiihrt werden, welche das Handling des Prozesses im industriellen Maf3stab erschweren wiir-
den. Daher wurde eine frische, sterilisierte Charge EFB in Metallbehéltern mit bereits fermentier-
ten EFB beimpft. Die Metallcontainer wurden regelmafiig beliiftet und das Substrat gelegentlich
mit einem sterilen Spatel umgewalzt, um einen Luftaustausch zu gewahrleisten. Die finalen Lar-
vensubstrate wurden hinsichtlich des Fettgehalts, dem Fettsdureprofil, ihrer Aminosaurevertei-

lung, des Lignin-, Asche- und Ergosterolgehalts analysiert.
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Die Stickstoffgehalte der fermentierten Substrate wurden von B. adusta und I consors leicht er-
hoht; dies ist allerdings auf den gegebenenfalls entstandenen Biomasseverlust durch den Stoff-
wechsel der Pilze oder die natiirlichen Schwankungen im Substrat zurtickzufiihren. Die Fermen-
tation mit M. palmivorus lieferte keine Veranderung des Stickstoffgehalts im Vergleich zur nicht-
fermentierten Referenz. Die gemessenen Aminosauregehalte der fermentierten Substrate waren
im Vergleich zu EFB im Mittel etwas geringer. Dies konnte auf den Aufbau der Pilzbiomasse zu-
riickzufiihren sein, da das Zellwandpolymer Chitin aus dem Monomer N-Acetylglucosamin gebil-

det wird. Dieses enthalt im Gegensatz zu Cellulose Stickstoff. (Kumar, Ravi Majeti N. V. 2000)

Es konnte in den Versuchen kein Abbau des Gesamtlignins der fermentierten Substrate nachge-
wiesen werden. Lediglich eine Steigerung des sdureldslichen Anteils des Lignins wurde gezeigt.
Dies konnte darauf hindeuten, dass die Pilze grofiere Polymere in kleine Fragmente metabolisie-
ren und diese dann sdureloslich sind. Die gleichzeitige Zunahme des sdureunléslichen Lignins
lasst sich durch die Mitbestimmung von weiteren potentiell sdureunloslichen, hochmolekularen
Inhaltsstoffen erklaren. In der Literatur wurde bei der Ligninbestimmung von Weizenkdrnern
und Maiskleie gezeigt, dass sowohl ein Teil des Stickstoffgehalts der Proben als auch ein Teil der
pflanzlichen Fett- und Wachs-Bestandteile im Riickstand fiir die Bestimmung des sdureunlosli-

chen Lignins nach der Extraktion mit Schwefelsdure verbleiben. (Bunzel et al. 2011)

Auch die Pilze kénnen zu geringen Anteilen dazu beigetragen haben, dass es zu einer Uberbestim-
mung des Lignins kam. Fiir Chitin wurde beispielsweise gezeigt, dass es sich bei mehrstiindigem
Kochen in 2%iger (w/w) Schwefelsdure nicht16st. In der Methode fiir die Ligninbestimmung wur-
den die Proben fiir lediglich 2,5 h in 72%iger (w/w) Schwefelsdure bei Raumtemperatur inku-
biert. (Zamani et al. 2007) Auch in anderen Studien wurden die harschen Bedingungen genannt
unter denen das Chitin in Schwefelsaure 16slich ist, was davon ausgehen lasst, dass 2,5 h bei Raum-
temperatur in der konzentrierten Schwefelsiaure nicht ausreichten. (Kumar, Ravi Majeti N. V.

1999)

Eine weitere von einigen WeifRfaulepilzen gebildete hochmolekulare Stoffgruppe sind die Mela-
nine, welche sich ebenfalls durch ihre Widerstandsfahigkeit auszeichnen und die Pilze vor Um-
welteinfliissen schiitzen. (Eisenman und Casadevall 2012) Sie lassen sich nicht mithilfe von Sau-
ren l6sen oder fragmentieren. (Nosanchuk und Casadevall 2003) Melanine zeichnen sich durch
ihre braune oder schwarze Farbung aus. Da die Festbettkulturen aufgrund der Farbung der EFB
eine braune Farbe aufwiesen ist nicht auszuschlief3en, dass wahrend der Fermentation Melanine
gebildet wurden, welche bei der Ligninbestimmung des sdaureunloslichen Lignins das Ergebnis

verfalschen konnten.

Die Ergosterolgehalten der Festbettfermentationen betrugen abgesehen von Kulturen mit M. pal-
mivorus, der einen vergleichbaren Ergosterolgehalt aufwies nur einen Bruchteil der Ergosterolge-

halte der Kulturen in Erlenmeyerkolben, welche mit einer submersen Vorkultur beimpft wurden.
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B. adusta bildete in den Upscale-Kulturen lediglich ein Viertel des zuvor nachgewiesenen Er-
gosterolgehalts und 1. consors sogar nur ein Zwanzigstel (Tabelle 26; Tabelle 30). Dies konnte auf
einen geringeren Ergosterolgehalt der festen Vorkulturen, die im Scale-Up-Prozess verwendet
wurden, zuriickzufiihren sein. Durch den geringeren Sauerstoffgehalt, durch das Wegfallen des
Schiittelns beziehungsweise Umwalzens der Vorkulturen im festen Medium kann davon ausge-
gangen werden, dass der Pilz weniger Ergosterol gebildet hat und sich dies auf die Festbettkultu-

ren in den Metallcontainern iibertragen hat. (Nout et al. 1987)

Die Fettgehalte der Fermentate lassen darauf schliefen, dass die Pilze in der Lage sind, das Fett

abzubauen und zu verstoffwechseln um andere Fettsiduren aufzubauen.

B. adusta verstoffwechselte die in den EFB enthaltene Olsiure, sodass ihr relativer Anteil an den
Fettsduren von ca. 21% auf 15% sank, die anderen Pilze verstoffwechselten diese kaum. Palmit-
insdure wurde von allen drei Pilzen aufgebaut, ihr relativer Anteil in den Fermentaten erhdhte
sich auf 50-70% durch den Abbau anderer Fettsduren. Der Gehalt an Stearinsdure war in den Fer-
mentaten vergleichbar zu dem Gehalt, der in den EFB nachgewiesen wurde. Linolsdure, welche in

den EFB kaum nachweisbar war, wurde von allen drei Pilzen gebildet.

Cheirsilp und Kollegen haben aus Palmolseitenstromen und den Palmélproduktionsanlagen asso-
ziierten Boden Cellulose-abbauende Pilze isoliert und ebenfalls eine Festbettfermentation der
EFB durchgefiihrt. Die Fettsduren der Pilze sollten zur Biogasproduktion dienen. Die Fermenta-
tion erfolgte unter Zusatz einer Mineralstofflosung und im Anschluss an eine Vorbehandlung mit
10%iger Natronlauge, welche zum Ligninabbau beitragen sollte. Auflerdem wurden die Pilze in
der Studie nicht in ihre Phyla eingeordnet, sondern lediglich mit Stammnummern bezeichnet.
Zum Vergleich wurde ein Pilz der Abteilung Ascomycota und ein Vertreter der Mucoromycota
herangezogen. Die gebildeten Fettsduren der Palmoélproduktions-assoziierten Pilze umfassten vor
allem Ol-, Palmitin-, Linol- und Stearinséure. Sie wiesen bei der Fermentation der EFB 32-42%
Olsiure nach. Linolsiure, die in dieser Arbeit von den Pilzen gebildet wurde, konnte von Cheirsilp

et al. ebenfalls nachgewiesen werden. Palmitinsdaure wurde lediglich zu 21-30% nachgewiesen.

Aufgrund der hohen Abweichung der von den Pilzen gebildeten Anteilen an Ol- und Palmitinsiure
ist davon auszugehen, dass es sich bei denen von Cheirsilp et al. isolierten Pilzen vor allem um
Pilze der Abteilung Ascomycota handelte und diese sich in ihrem Fettsaurespektrum von Pilzen

der Abteilung Basidiomycota unterschieden. (Cheirsilp und Kitcha 2015)

Die Fettsduren Laurin-, Myristin- und Olsiure wiesen alle ein ahnliches Muster auf, was den Abbau
durch die Pilze der Abteilung Basidiomycota angeht. B. adusta baute die drei Fettsauren von den
drei Pilzen am starksten ab, wahrend die Gehalte in den Fermentaten mit M. palmivorus im Ver-

gleich zu den nicht-fermentierten EFB fast unverandert waren.
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Aufgrund des Mangels an Informationen dariiber, welche Aminosauren fiir das Wachstum der
Larven der Schwarzen Soldatenfliege essentiell sind, 1asst sich keine Aussage iiber die biologische
Wertigkeit der Proteine beziehungsweise liber limitierende Aminosauren fiir die Insekten treffen.
Abbildung 8 zeigt, dass einige Aminosdauren wie Aspartat beziehungsweise Asparagin und Histidin
in dem mit B. adusta fermentierten Substrat zu grofieren Anteilen vorkommen als im nicht-fer-
mentierten Substrat. Es hat sich aber auch gezeigt, dass der Pilz Arginin, Leucin, Tryptophan und
Tyrosin verstoffwechselt. Bei den Pilzen I. consors und M. palmivorus konnte keine auffallige Ver-
dnderung in der Zusammensetzung des Aminosaureprofils festgestellt werden. Der Gehalt an His-
tidin wurde von L. consors leicht angehoben, Tryptophan war hingegen in dem fermentierten Lar-

ven-Substrat nicht mehr nachweisbar.

Trotz des geringen Ligninabbaus und den geringen Ergosterolgehalten der Festbettkulturen
wurde innerhalb dieses Projekts ein alternatives Futtersubstrat fiir die Larve der Schwarzen Sol-
datenfliege entwickelt. Das Pilzwachstum ist auf den ESEM-Aufnahmen als Netzwerk, welches
sich um die Fasern legt zu erkennen. Die Festbettfermentation der EFB mit dem Pilz der Gattung
Basidioycota B. adusta, welcher von den Larven praferiert wurde, eignet sich fiir die Vorbehand-
lung des Substrats mit anschliefender Zugabe des proteinreicheren PKMs. Festbettfermentatio-
nen haben einige Vorteile gegeniiber der submersen Kultivierung in technisch aufwendigen Bio-
reaktoren. Sie imitieren das natiirliche Habitat der Pilze, welche auf Totholz wachsen, haben einen
geringeren Energieaufwand und produzieren kein Abwasser. Es wird lediglich Trinkwasser beno-
tigt, um die EFB zu befeuchten und den Pilzen ein Medium mit 65-70% Feuchtigkeit bereitzustel-
len. Das Larven-Substrat wurde im Anschluss an die Fermentation bei -20 °C gelagert und ohne

weitere Aufbereitungsschritte an die Larven verfiittert.

Die Larven haben das faserhaltige, fermentierte Substrat genutzt und es konnte eine Anpassung
des Darmmikrobioms beobachtet werden. Es war ein Shift der bakteriellen Gemeinschaft hin zu
Cellulase-produzierenden Taxa zu erkennen. (Kliiber et al. 2022) Im Rahmen des Projekts wurden
im Anschluss weitere Fiitterungsversuche von mit B. adusta fermentierten EFB und anschliefRen-
der Beimischung von PKM durchgefiihrt. Die larvale Entwicklung wies im Vergleich zu den BSFL,

die mit der fermentierten Mischung gefiittert wurden keinen Unterschied auf.
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4.2 Fermentation von Biertreber

Weltweit wurden 2018 190 Milliarden Liter Bier produziert; hierfiir wurden 90% der weltweit
angebauten Gerste verwendet. Nachdem die Wiirze abfiltriert wurde, bleibt der Biertreber als fes-
ter Riickstand. (Castro und Colpini 2021) Biertreber bildet mit 85% den grofdten Anteil der Sei-
tenstrome, die bei der Bierproduktion anfallen. Aktuell wird ein grofier Teil der Treber an Nutz-
tiere verfiittert. Aufgrund der hohen Verderblichkeit durch einen Wassergehalt von 75-80% kann
der Treber nur kurze Zeit nach dem Brauen gelagert und anschliefdend verfiittert werden. (Buf-

fington 2014; Robertson et al. 2010b)

Aufgrund des hohen Protein-, Ballaststoff-, und Feuchtigkeitsgehalt sind viele Anwendungen von
Biertreber als Kulturmedium von Mikroorganismen erforscht. (Aliyu und Bala 2011) Durch ihr
spezifisches Enzymportfolio ist es den Mikroorganismen moglich, die Inhaltsstoffe wie beispiels-
weise Kohlenhydrate von Biertreber zu verwerten. Hierzu gehoren Xylanasen und Esterasen, wel-
che von Talaromyces stipitatus und Humicola grisea auf Biertreber-Medien gebildet werden.
(Mandalari et al. 2008) Biertreber wurde ebenfalls als Medienbestandteil fiir die Zucht von
Fruchtkorpern des Austernseitlings P. ostreatus verwendet. (Gregori et al. 2008) Die Verwendung
zur Produktion von Milchsdure durch Lactobacillus delbrueckii (Mussatto et al. 2007b) oder Feru-
lasdure, welche als natiirliche Antioxidans Anwendung in der Lebensmittelindustrie findet, ist
ebenfalls erforscht (Mussatto et al. 2007a). Viele der Anwendungen von Biertreber besitzen das
Potential zum nachhaltigen Recycling des Seitenstroms, sind allerdings lediglich im Labormaf-
stab erforscht. (Aliyu und Bala 2011) Aufierdem ist zu bedenken, dass bei der Produktion von
Enzymen oder Substanzen durch Mikroorganismen erneut Seitenstrome anfallen, welche nach
der Extraktion zuriickbleiben. Gréfiere Mengen Biertreber konnten Anwendung finden, wenn sie
zum Beispiel fiir die Proteinisolierung genutzt werden oder direkt als Lebensmittelzutat einge-
setzt wiirden. Doch auch hier gibt es Herausforderungen und die Verwendung ist nicht trivial.

(Amoriello et al. 2020)

4.2.1 Wiederfindungsraten der Aminosaureanalytik

Bei der Bestimmung der Aminosduregehalte beziehungsweise -verteilung wurde mit einer exter-
nen Kalibrierreihe mit fiinf Punkten gearbeitet, welche fiir die einzelnen Aminosauren ein Be-
stimmtheitsmaf von mindestens 0,99 besaf. Mithilfe des Referenzproteins a-Lactalbumin wur-
den die Wiederfindungsraten fiir die einzelnen Aminosaduren bestimmt, welche in Tabelle 31 auf-
gefiihrt sind. Die Aufarbeitung und Analyse der Aminosauren erfolgte in Anlehnung an Anhang III,
F, Bestimmung des Gehalts an Aminosduren (aufier Tryptophan) und G Bestimmung des Tryp-
tophangehalts der Verordnung (EG) Nr. 152 /2009 der Kommission vom 27.Januar 2009 zur Fest-
legung der Probenahmeverfahren und Analysemethoden fiir die amtliche Untersuchung von Fut-

termitteln. Der Tryptophangehalt wurde separat nach basischer Hydrolyse bestimmt. Allerdings
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soll der pH-Wert laut der Methode nach VO (EG) 152/2009 auf 3,0 eingestellt werden. (Europai-
sche Kommission 27.01.2009) In der am Institut etablierten Methode wird der pH-Wert auf 2,2
eingestellt, da dies von der chromatographischen Methode und Pufferzusammensetzung erfor-
dert wird. Tryptophan wies die geringste Wiederfindungsrate von 21,52% # 1,45% auf. Gegebe-
nenfalls kann die Anderung des pH-Werts wihrend der Aufarbeitung fiir hohe Verluste von Tryp-

tophan sorgen.

Methionin und Cystein, die durch eine der Hydrolyse vorangegangene Oxidation einem weiteren
Aufarbeitungsschritt unterliegen, wiesen Wiederfindungsraten von 63,34% + 5,01% beziehungs-
weise 76,23% + 5,04% auf. Diese Werte sind mit den Wiederfindungsraten der tbrigen Amino-
sauren, die alle zwischen 76% und 107% lagen, vergleichbar. In der Literatur werden Cystein und
Methionin zum Teil nicht analysiert, oder die Wiederfindungsraten weichen stark von denen der
anderen Aminosauren ab. Dies zeigt, dass sich die Aufarbeitung mit vorangegangener Oxidation
fiir die Analyse der schwefelhaltigen Aminosduren eignet. In der Literatur wurde mit bovinem
Serumalbumin als Referenz eine Wiederfindungsrate von 25% fiir Cystein ermittelt. Dabei wurde
mithilfe einer UHPLC und einer Derivatisierung mit Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (FMOC)
gearbeitet. (Meussen et al. 2014) Die ilibrigen Wiederfindungsraten lagen zwischen 80% und
100%. In einer weiteren Studie, in der die Hydrolyse mit der sauren Hydrolyse vergleichbar ist
und die Messung ebenfalls mit einer lonenaustauscher-Saule stattfand, wurden hohe Wiederfin-
dungsraten zwischen 90% und 115% bestimmt. Tryptophan und Cystein wurden hier jedoch
nicht analysiert. (Shim et al. 2013) Auch Zeng und Kollegen, die mit einem Lithium-Puffersystem
arbeiteten, analysierten sowohl Tryptophan als auch Cystein und Methionin nicht. Sie bestimmten
lediglich Wiederfindungsraten freier Aminosduren. Diese waren mit 95%-110%, vergleichbar

hoch. (Zeng et al. 2015)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Aminosduren relativ hohe Wiederfindungsraten auf-
weisen. Lediglich die Methode zur Bestimmung von Tryptophan wies eine deutlich niedrigere
Wiederfindungsrate auf, jedoch kann das auf die Instabilitit der Aminosaure zuriickzufiihren sein,

weshalb sie oft auch aufder Acht gelassen wird.

4.2.2  Analytik der Substrate

Zu Beginn des Projekts wurden die zur Verfiigung gestellten Biertreber der Stortebeker Brauma-
nufaktur und die Lupinenseitenstrome auf ihre Zusammensetzung und hinsichtlich ihrer Protein-
gehalte und -qualitiat untersucht. In Tabelle 53 sind die Ergebnisse im Vergleich zur Literatur auf-
gefiihrt. Die Ergebnisse fiir den Protein- und Aschegehalt der drei unterschiedlichen Biertreber

wurde in der Tabelle als Spannweite angegeben.
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Tabelle 53: Vergleich der unterschiedlichen Analysen von Biertreber.

(Robertson (Mussatto | (Xiros und
Biertre- ot al. und Christako- (Kabel et (Kanauchi
ber 2010b) Roberto poulos al. 2002) | etal.2001)
2006) 2012)
[g (100 g T™M)-1]
Hemi-
cellu- n.a. n.a. 28,4 40,0 38 (nicht- 21,8
lose starke Poly-
Cellu- na. 19,7 2,7 16,8 11,5 saccharide) 253
lose
Starke n.a. 6,7+4,1 2,9 4 n.a.
27,8
Lignin n.a. 14517 Klason: 23 11,9 n.a. 11,9
ASL: 4,8
Protein 16-21 18,6 + 4,5 153 14,0 30 24,0
’ ’ (N=6,25) ’ ’
Fett n.a. n.a. n.a. 13,0 n.a. 10,6
Asche 2,8-3,3 n.a. 4,6 3,2 n.a. 2,4

Bei den Mineralstoffen der Biertreber war der Calciumgehalt mit 5 mg (g TM)-! im Durchschnitt
dominierend, die Kalium- und Natriumgehalte lagen zwischen 1 und 1,5 mg (g TM)-! und die Mag-
nesiumgehalte zwischen 1,5 und 2mg (g TM)1. In der Literatur wurde in Biertreber
3,5 mg (g TM)-1 Calcium nachgewiesen, was unter dem in dieser Arbeit nachgewiesenen Gehalt
liegt. Der Magnesiumgehalt mit 2,0 mg (g TM)-! der Literatur ist mit dem in dieser Arbeit be-
stimmten vergleichbar. Die Kalium- und Natriumgehalte lagen in der Literatur mit 0,25-0,31 mg
(g TM)-lweit unter den in dieser Arbeit nachgewiesenen Gehalten. (Mussatto und Roberto 2006)
Eisen und Zink wurden in dieser Arbeit lediglich in geringen Mengen von 0,1 bis 0,2 mg (g TM)-!
nachgewiesen, bei Mussato und Roberto lagen die Konzentrationen ebenfalls bei unter
0,2 mg (g TM)-1 und waren somit vergleichbar. Die Mineralstoffzusammensetzung von Getreide
unterliegt stark den duferen Einfliissen wihrend des Anbaus. Es wurde beispielsweise gezeigt,
dass ein geringer Wassergehalt des Bodens zu einer Akkumulation der Mineralstoffe Phosphor,

Calcium, Magnesium und Zink fiihrt. (Zhao et al. 2009)

Die Bodenbeschaffenheit und die Anbaubedingungen kénnen auch einen Einfluss auf weitere In-
haltsstoffe von Getreide, wie den Proteingehalt haben. Es wurde beispielsweise nachgewiesen,
dass Stickstoffdiinger das Wurzelwachstum stimuliert, die Produktion von Speicherproteinen
steigert und die Speicherung von Mineralstoffen in Weizen begiinstigt. Dies ist aber von weiteren

aufderen Faktoren wie dem pH-Wert des Bodens abhiangig. (Caldelas et al. 2023)
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Robertson und Kollegen analysierten Lager- und Ale-Biertreber. Der typische Feuchtigkeitsgehalt
der Treber betrug 75-80%. Aufserdem analysierten sie die Aminosauregehalte. Fiir den Glutamin-
gehalt wurden fiir Pilsener-Treber, Schwarzbiertreber und Weizenbiertreber in dieser Arbeit zwi-
schen 17,6 und 23,4 g (100 g AS)-! und damit die grofiten Anteile nachgewiesen, dies deckt sich
mit der Literatur. Hier sind Gehalte zwischen 19 und 20 g (100 g AS)-! angegeben. An zweiter
Stelle steht der Prolingehalt mit einem Maximum von 13,8 g (100 g AS)-1 im Pilsener-Treber und
einem Minimum von 9,4 g (100 g AS)-! im Weizenbiertreber, verglichen mit ca. 9,5% gemittelt in
Ale und Lager Biertreber. (Robertson et al. 2010b) Die Aminosadureverteilung scheint zwischen

den Sorten aus Gerste und Weizen zu variieren, ist jedoch gut mit der Literatur vergleichbar.

Die biologische Wertigkeit der Proteine im Biertreber betrug 84, die des Lupinenklarlaufs 74 und
die des Substrats, das als Lupinenfasern bezeichnet wurde sogar 87. Diese haben im Vergleich den
geringsten Proteingehalt von ca. 15%, was, wie die Bezeichnung vermuten lasst, darauf zuriickzu-

fithren ist, dass sie sich grofstenteils aus Fasern zusammensetzen.

4.2.3 Screening

Das Screening von 22 Speisepilzen erfolgte auf fiinf unterschiedlichen Agarmedien im Vergleich
zum Standardmedium Malzextrakt-Agar. Die meisten der 22 getesteten Pilze zeigten auf den Me-
dien mit Seitenstromen ein dhnliches Wachstum wie auf Malzextrakt-Agar. Die Geruchseindriicke
unterschieden sich jedoch deutlich. Die Agarplatten mit Biertreber wiesen meist brotartige Ge-
ruchseindriicke auf, die mit den Pilzaromen, wie im Fall des C. aegerita, ein ansprechendes Aroma
bildeten. Die Agaplatten mit dem Lupinenklarlauf und anteilig Biertreber zeichneten sich bei ei-
nigen Pilzen, wie P. eryngii und P. salmoneo-stramineus zusatzlich durch fruchtige Noten aus. Das
Medium aus Lupinenklarlauf und -faser ohne Biertreberzusatz schlug wiahrend der Fermentation
hingegen schnell in sduerliche, unangenehme Noten um. Diese Kultivierungsansétze wurden da-

her nicht weiterverfolgt.

Fiir die weiteren Versuche wurden nach dem Screening einige Pilze ausgewahlt, die die Agarplat-
ten nach 14 Tagen vollstindig bewachsen hatten. P. eryngii zeichnete sich auf dem Pilsener-Tre-
ber- und Weizenbiertreber-Medium durch schnelleres Wachstum als auf dem Vergleichsmedium
aus. Auflerdem wiesen die bewachsenen Agarplatten ein Aroma mit neutralen bis leicht honigar-
tige Noten auf. P. nameko wuchs auf allen Medien mit einer vergleichbaren Geschwindigkeit und

zeichnete sich durch seine neutralen Geruchseindriicke auf den Biertreber-Medien aus.

P. salmoneo-stramineus zeichnete sich durch ein schnelles Wachstum und fruchtig, frische Ge-

ruchseindriicke auf den Medien mit Lupinenseitenstromen aus.

Im nachsten Schritt wurden Submerskulturen hinsichtlich Pilzwachstum und Rohproteingehalt

analysiert. Die Substrate wurden nicht vorbehandelt, sondern gefroren von der Brauerei erhalten
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und feucht fiir die Medienbereitung genutzt. Dies sparte einen Arbeitsschritt und den Zeit- bezie-

hungsweise Energieaufwand fiir die jeweilige Trocknungsmethode.

Eine Gefriertrocknung der grofsen Mengen Treber, die fiir die Medien vor allem in der industriel-
len Anwendung des Verfahrens benétigt wiirden, ware vor dem Hintergrund des nachhaltigen
Recyclings der Seitenstrome nicht sinnvoll. Eine Gefriertrocknung wiirde den Energieaufwand
des Prozesses enorm steigern. (Aliyu und Bala 2011) Die Trocknung wiirde zwar das Volumen
und Gewicht des Biertrebers verringern und so einen positiven Einfluss auf die Transportkosten
haben, allerdings ist auch eine unerwiinschte Veranderung des Aromas denkbar. (Robertson et al.
2010a) Die Lagerung der Substrate erfolgte stets gefroren bei -20 °C. Der Biertreber sollte keines-
falls bei Raumtemperatur gelagert werden, da die mikrobiologische Aktivitit bereits beim Abkiih-
len nach dem Brauen einsetzt. (Bianco et al. 2020) Durch Gefrieren kann das mikrobielle Wachs-
tum gehemmt werden und es kommt nicht zu Verlusten in der Zusammensetzung des alkoholun-
l6slichen Riickstandes, wie der Polysaccharide, oder zum Abbau der phenolischen Sauren, wie es
bei Autoklavieren und anschliefRender Lagerung bei 4 °C der Fall war. (Robertson et al. 2010a)
Allerdings ist zu beachten, dass die Substrate im Rahmen der Medienbereitung autoklaviert wur-
den und Verdnderungen dadurch nicht auszuschlief3en sind. Die Kohlenhydratzusammensetzung

vor und nach dem Autoklavieren wurde in dieser Arbeit nicht analysiert.

Aus dem Screening in Submersmedien mit Biertreber in vollstindig entsalztem Wasser ging her-
vor, dass P. eryngii und P. nameko eine Steigerung des Proteingehalts in Verbindung mit dem Ver-
lust an Biotrockenmasse des Mediums erzielten. Bei P. eryngii war die Steigerung geringer, und
lag bei ca. 2-3,5 g Protein (100 g TM)-t im Vergleich zum nicht-fermentierten Pilsener-Treber. Der
Biomasseverlust betrug nach neun Kulturtagen fast 50%, von den eingesetzten 20 g L-! wurden
nach neun und elf Tagen nur noch 10,4-10,6 g L1 nachgewiesen. Der Biomasseverlust von
P. nameko in Weizenbiertreber und vollstindig entsalztem Wasser betrug ca. 25%, von 20 g L1
auf 14,3 g L-t an Kulturtag neun. Am elften Tag betrug der Gehalt noch 12,8 g L-1. Die Steigerung
des Proteingehalts erfolgte von 19,2 g (100 g TM)-1des nicht fermentierten Weizenbiertrebers auf
27,3 g (100 g TM)-tan Kulturtag elf. Aufgrund der Steigerung des Proteingehalts in Kulturen mit
P. nameko wurde P. eryngii ebenfalls im Weizenbiertreber-Medium geziichtet; hierbei wurde im
ndchsten Schritt das Wasser durch Lupinenklarlauf ersetzt. Der Fokus lag auf der Verwendung
eines weiteren Nebenstroms, damit auf den Zusatz von Frischwasser verzichtet werden konnte.
Diese Kulturen wiesen einen sehr fruchtigen, himbeerartigen Geruchseindruck auf, weshalb die
Kultivierung von P. eryngii in Weizenbiertreber-Medium mit Lupinenklarlauf 1 weitergefiihrt

wurde.

Die Lupinenfasern wurden in Kombination mit Weizenbiertreber und dem Lupinenklarlauf 1
ebenfalls zu einigen Submerskulturen hinzugefiigt; der Kulturverlauf von P. salmoneo-stramineus

ist in Abbildung 14 gezeigt. Zu Beginn war eine Steigerung der Biomasse pro Liter zu erkennen,

104



Diskussion

was auf die Inhomogenitdt der Substrate beziehungsweise des Prozesswassers zuriickgefiihrt
werden konnte. An Kulturtag neun verringerte sich die Biomasse und lag bei unter 13,4 g L-1. Der
Rohproteingehalt wurde von 26,2 g (100 g TM)-1 leicht gesteigert, auf 31,7 g (100 g TM)-1 und fiel
danach wieder auf 28,25 g (100 g TM)-t ab. Allerdings waren die Fehler bei dieser Kultivierung
mit Prozesswasser grofder, was auf sehr grofde biologische Schwankungen hindeutet. Aufierdem
waren die Geruchseindriicke von P.salmoneo-stramineus nicht ansprechender als die vom

P. eryngii.

4.2.4  Pleurotus eryngii

Mit den aus dem Screening hervorgegangenen Pilzen wurde zunachst die Medienoptimierung
durchgefiihrt, um einen moglichst hohen Proteingehalt und eine hohe Biomasseausbeute zu er-
halten. Begonnen wurde mit Fed-Batch-Ansatzen mit P. eryngii. In einer vorangegangenen Arbeit
wurden vergleichbare Versuche bereits mit Pleurotus sapidus in einem nicht-vollstdndig 16slichen
Medium aus Seitenstromen der Lebensmittelindustrie durchgefiihrt. Diese Versuche sorgten fiir
ein besseres Pilzwachstum und eine bessere Biokonversion der Seitenstrome als Batch-Ansatze.
(Ahlborn 2019) Die Zusammensetzung der Fed-Batch-Medien mit einer Substratmenge von ins-
gesamt 20 g L-! orientierte sich an den vorangegangenen Arbeiten. Die Medien sind in Tabelle 8
aufgefiihrt. Die Ergebnisse wurden jeweils mit denen von P. eryngiiin 20 g L-1 Trockenmasse Wei-
zenbiertreber verglichen. Abbildung 15 zeigt den Pilz- und Rohproteingehalt der Kulturen. Es ist
deutlich zu erkennen, dass der Pilzgehalt bei relativ stabilem Rohproteingehalt in den unter-

schiedlichen Fed-Batch-Kulturen stark gesteigert werden konnte.

Parallel zu den Kulturen mit Weizenbiertreber und Lupinenklarlauf 1 wurde P. eryngii in Malzex-
traktmedium kultiviert, um den Pilzgehalt abzuschatzen. In dieser Arbeit wurde P. eryngii mehr-
fach in ME-Medium kultiviert und analysiert. Aufierdem wurde nach der Methodenvalidierung
der GC-FID Methode (Bickel Haase et al. 2024) liberpriift, ob die beiden Methoden zur Analyse der
Ergosterolgehalte vergleichbare Ergebnisse lieferten. Nachdem dies sichergestellt wurde, wurden
die ME-Kulturen von P. eryngii stets parallel zu den Kulturen in Biertreber-Medium kultiviert. Die

Werte lagen, bis auf einen biologischen Ausreifder von ca. 7,3 mg (g TM)-! bei 3,2-3,8 mg (g TM)-L

Bereits 1993 wurden erste Bezugswerte des Ergosterolgehalts von Hyphomyceten analysiert. Bei
diesen Pilzen konnte kein Einfluss des Kulturmediums auf die Ergosterolgehalte gezeigt werden.
Allerdings unterschieden sich die Gehalte von zwei verschiedenen Stimmen von Alatospora acu-
minata im gleichen Medium. Der gleiche Stamm wiederum bildete zeitlich unabhangig eine repro-
duzierbare Menge Ergosterol. (Gessner und Chauvet 1993) Des Weiteren wurde in Submerskul-
turen von vier unterschiedlichen aquatischen Hyphomyceten nachgewiesen, dass der Ergosterol-
gehalt mit der Pelletgrofie korreliert. (Raviraja et al. 2004) Der Ergosterolgehalt ist in festen Me-

dien wie Bodenproben oder Pflanzengewebe als Parameter zum Nachweis von Pilzwachstum
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etabliert. (Gessner und Schmitt 1996; Mille-Lindblom et al. 2004) Hierbei handelt es sich aller-
dings nicht primar um Speisepilze. Es wurde ebenfalls ein Anstieg im Ergosterolgehalt wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase von Hyphomyceten und zu Beginn der stationdren Phase des
Wachstums nachgewiesen. (Charcosset und Chauvet 2001) Dieser Anstieg zeigte sich auch bei Pil-
zen der Abteilung Basidiomycota. Charcosset und Chauvet verglichen das Wachstum der Pilze in
Erlenmeyer- und Schikane-Kolben und zeigten einen vergleichbaren Glucoseabbau, jedoch eine
langsamere Steigerung des Ergosterolgehalts durch die geringere Sauerstoffverfligbarkeit in Er-
lenmeyerkolben. Dies ist allerdings nicht auf den Sauerstoffgehalt zuriickzufiihren, der in beiden
Kolben vergleichbar war, sondern auch auf die Pelletgrofie, die in den Erlenmeyerkolben grofier
war. So gelangt weniger Sauerstoff an die Zellen im Inneren der Pellets. Ein Pilz der Abteilung der
Basidiomycota, Hebeloma crustuliniforme wurde in einer Studie aus dem Jahr 1990 bereits auf den
Ergosterolgehalt untersucht. Dieser variierte mit dem Glucosegehalt des Mediums. Bei Abwesen-
heit von Glucose wurde mehr Ergosterol gebildet. Das zeigt, dass ein Einfluss des ldslichen Medi-
ums nicht vernachldssigt werden kann. Dennoch wurde der Ergosterolgehalt unter vergleichba-
ren Bedingungen als Biomarker fiir den Pilzgehalt und das Wachstum des Pilzes gewahlt. (Johnson
und McGill 1990) Gegebenenfalls unterscheidet sich die Abhangigkeit des Ergosterolgehalts vom
Medium je nach Pilz oder ist von weiteren dufderen Faktoren abhangig. Wie Ahlborn zeigte, wurde
von P. sapidus zum Beispiel ein vergleichbarer Ergosterolgehalt in Minimalmedium wie im Malz-
extraktmedium gebildet. (Ahlborn 2019) Dort hatte das Medium keinen wesentlichen Einfluss auf
das gebildete Ergosterol. Grundsatzlich ist es moglich, den Ergosterolgehalt als Marker fiir die Bi-
okonversion zu nutzen und somit den Pilzgehalt der Kulturen abzuschatzen, wenn die dufieren

Bedingungen vergleichbar sind.

Das Pilzwachstum in den Medien mit Lupinenklarlauf 1 lief3 sich nur bedingt reproduzieren. Diese
Probleme konnen gegebenenfalls auf Inhaltsstoffe im Lupinenklarlauf 1 zuriickgefiihrt werden.
Der Lupinenklarlauf wurde lediglich auf seinen Protein- und Mineralstoffgehalt untersucht und
nicht auf weitere pflanzliche Sekundarmetabolite. Die Ansitze der Fed-Batch-Kulturen wurden
dann in VE-Wasser wiederholt. Hierbei wurden die Medien beziehungsweise Ansatze FB 5 bis
FB 8 verwendet (Tabelle 9). Bei der Kultivierung von P. eryngii wurde erneut eine Kultivierungs-
dauer von sieben Tagen gewahlt, da sich diese im Screening als Kompromiss zwischen Biomasse-
verlust und Proteingehalt erwies. Ein weiterer Vorteil der Kultivierungsdauer von sieben Tagen
war der ansprechende Geruchseindruck von P. eryngii, welcher als fruchtig wahrgenommen
wurde. Tabelle 37 zeigt, dass die Pilzgehalte nicht wie zuvor in Kulturen mit Lupinenklarlauf bei
tiber 50% lagen, sondern bei unter 20%; daher wurden weitere Experimente zur Steigerung der

Biokonversion durchgefiihrt.

In einem Optimierungsansatz wurden die Vorkulturen von P. eryngii an unterschiedlichen Kultur-

tagen auf ihren Ergosterolgehalt analysiert. Standardméafdig wurden die Vorkulturen nach sieben
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Tagen verwendet. Um sicherzugehen, dass der Ergosterolgehalt entsprechend hoch ist und der
Pilz sich an diesem Tag im Wachstum befindet, wurden die Vorkulturen von Tag sieben bis elf

geerntet und auf ihren Ergosterolgehalt untersucht.

Einen fritheren Zeitpunkt zu wihlen wurde nicht in Erwdgung gezogen, da erst ab Tag sieben eine
ausreichende Menge Pellets gebildet wurde, die sich durch Homogenisieren als Inokulum eignete.
Basierend auf Erfahrungswerten wurde als Minimum die Pellet-Menge gewahlt, die etwa einem

Drittel des Medien-Volumens entsprach, welches optisch beurteilt wurde.

Abbildung 17 zeigt, dass die Biotrockenmasse der Vorkulturen von Tag sieben bis elf anstieg. Der
Ergosterolgehalt erreichte sein Maximum am achten Kulturtag. Das Maximum des absoluten Er-
gosterolgehalts in einem Kolben (100 mL Vorkultur) war an Tag zehn erreicht. Es wurden aus
Vorkulturen, welche unterschiedlich lange kultvierten wurden (sieben, acht und zehn Tage)
Hauptkulturen in Malzextrakt- und Weizenbiertreber-Medium angesetzt. Hierfiir wurde 10 g L1
Trockenmasse Biertreber verwendet, da sich diese Menge in den Fed-Batch-Versuchen im Ver-
gleich zu 20 g L-! als vorteilhafter erwiesen hatte (vgl. Tabelle 35). Die Kulturen wurden an den
Kulturtagen fiinf und sieben geerntet. Tabelle 37 zeigt, dass die Ergosterolgehalte der Hauptkul-
turen von Tag fiinf auf Tag sieben im Weizenbiertreber-Medium anstiegen, der Pilz also weiterhin
gewachsen ist. Mit siebentdgiger Vorkultur konnten nach sieben Tagen in Malzextraktmedium er-
neut 3,8 mg (g TM)-! Ergosterol nachgewiesen werden, was fiir die Reproduzierbarkeit dieser

Werte sprach (Tabelle 36).

Bei der Berechnung der Pilzgehalte der unterschiedlichen Kulturen in Weizenbiertreber-Medium
konnte kein Unterschied festgestellt werden, der darauf hindeutet, dass die Vorkultur-Dauer be-
ziehungsweise der Ergosterolgehalt der Vorkulturen einen Einfluss auf den Pilzgehalt der Haupt-
kulturen hatte. Die Vorkulturdauer von sieben Tagen wurde daher beibehalten. Man konnte kiir-
zere Kultivierungsdauern untersuchen, allerdings sollte aufgrund der geringen Menge an Pellets
in einem grofleren Mafdstab als 100 mL kultiviert werden. Sieben Tage eignen sich als Kompro-

miss zwischen Ergosterolgehalt und Pellet-Menge sehr gut.

Mit Mangansulfat wurde in der Literatur bereits bei einer Supplementierung von
50 pg g1 Substrat eine Steigerung des Pilzwachstums bei der Fruchtkérperzucht von P. eryngii er-
zielt. (Staji¢ et al. 2009) Dies wurde mit dem positiven Einfluss von Mangan auf die Transkription
und Aktivierung der Mn-Peroxidasen des Pilzes erklart. Da es sich bei Biertreber um einen lig-
nocellulosehaltigen Nebenstrom handelt, wurde davon ausgegangen, dass sich die Supplementie-
rung mit Mangan auch positiv auf das Pilzwachstum in den Submerskulturen auswirken konnte,
wenn die Transkription und Aktivierung der Mn-Peroxidasen geférdert werden. Als Menge wur-
den mit 32,5 mg Mn g! Biertreber eine deutlich héhere als die in der Literatur vorgegebene ge-
wahlt. Die Menge sollte im kleineren Mafdstab applizierbar sein. Auf3erdem handelte es sich um

Submerskulturen, in denen sowohl das Medium als auch das Inokulum verdiinnter vorliegen, als
107



Diskussion

in einer Festbettkultur. Das Mangansulfat beeinflusste das Pilzwachstum jedoch negativ. Die Kul-
turen mit MnSO4 verfarbten sich dunkel und der Pilz wurde im Wachstum gehemmt oder abgeto-

tet.

Mit der Erkenntnis, dass das Alter der Vorkultur keinen Einfluss auf die Biokonversion der Seiten-
strome hatte, und sich Mangansulfat in der eingesetzten hohen Konzentration als Supplement im
Medium negativ auf das Pilzwachstum auswirkte wurde im nédchsten Ansatz die eingesetzte
Menge an Weizenbiertreber variiert. Die Versuchsreihe wurde in einer Dreifachbestimmung mit
2,5 bis 100 g L-1 Treber angesetzt und sieben Tage kultiviert. Der Pilzgehalt in den Kulturen mit
dem geringsten Treber-Anteil lag nach sieben Tagen bei iiber 55%. Der Pilzgehalt in dem Medium
mit 10 g L-! Treber betrug etwa 35%, was mit den zuvor bestimmten Werten (Tabelle 37) ver-
gleichbar war. Um eine moglichst grofde Menge des Seitenstroms Biertreber zu verwerten, ist es
nicht sinnvoll, weniger als 10 g TM L-! als Medium einzusetzen. Hinzukommt der hohe Biomasse-
verlust. Bei 2,5 g eingesetztem Treber blieben lediglich 1,8 g L-! Fermentat zurtick, was 70% ent-
spricht. Dies bedeutet, dass ein Fermenter fiir eine Produktion von 1 kg Trockenmasse iiber

500 Liter Volumen fassen miisste.

Im Anschluss an die Bestimmung des Pilzgehalts wurden die Stickstoff- und Aminosduregehalte
der drei vielversprechendsten Kulturen, also der Medien mit 2,5; 5 und 10 g L-1 Treber, bestimmt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 40 aufgefiihrt. Die Fermentation von 2,5 g L't Treber fiihrte zu kei-
nem signifikanten Unterschied im Aminosduregehalt im Vergleich zu 10 g L-1 Treber. Der Amino-
sduregehalt von 5 g L-1Treber unterschied sich dagegen signifikant (¢=0,05) von den anderen bei-
den Medien. Die biologische Wertigkeit und der essential amino acid index unterschieden sich je-
doch nicht. Der Aminosduregehalt fiel bei 2,5g L1 Biertreber im Medium mit weniger als
17 g (100 g TM)-t gering aus und in Verbindung mit dem Stickstoffgehalt nach Kjeldahl von 4,8 g
(100 g TM)-t zu einem geringen Kjeldahlfaktor fiir den Reinproteingehalt von 3 gefiihrt hat. Dies
lasst sich damit erklaren, dass der Pilz bei einer starkeren Limitierung des Substrats (2,5 g L-1im
Vergleich zu 10 g L-1) in einem anderen Stoffwechselstadium gewesen zu sein scheint. Es wurde
ein grofderer Anteil der Stickstoffverbindungen aus dem Biertreber in Pilzeigene Stoffe umgebaut,
bei denen es sich neben Proteinen auch um Chitin handelt, welches bei der Stickstoffbestimmung
nach Kjeldahl mitbestimmt wurde und so zu einem vergleichbaren Stickstoffgehalt bei einem ge-
ringeren Aminosiuregehalt fithrt. Bei einem Uberangebot an Biertreber im Medium kénnen durch
die Kultivierungsbedingungen wiederum auch stickstoffhaltige Substanzen in Losung gegangen

sein, was zu einem leicht verringerten Stickstoffgehalt fiihrte.

Der Krauterseitling P. eryngii ist ein weit verbreiteter Speisepilz und die Fruchtkérper sind in Eu-
ropa, Asien und Nord-Amerika beliebt. In Japan stieg die Produktion von 1995 mit 60 t innerhalb
von 8 Jahren auf 29.000 t. (Rodriguez Estrada und Royse 2007) Die Fruchtkérper wurden bereits

auf unterschiedlichsten Substraten geziichtet. Dazu gehoren Sagespane, Reiskleie und auch
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Biertreber. (Peng et al. 2000) Der Pilz wird nicht nur wegen seines Geschmacks geschitzt, sondern
auch aufgrund der positiven erndhrungsphysiologischen Eigenschaften der Fruchtkérper. Schon
1999 wurde eine Studie verdffentlicht, die in Fruchtkérpern von P. eryngii einen Stickstoffgehalt
von 5,2+ 0,03 g (100 g TM)-1 und ein Aminosauregehalt von 22,3 g (100 g TM)-! nachwies. (Manzi
et al. 1999) Aufserdem wurde gezeigt, dass der Pilz fiir die Humanerndhrung essentielle Spuren-
elemente wie Selen aus anorganischen Salzen akkumuliert und so als wichtige Mineralstoffquelle
dienen kann. (Staji¢ et al. 2009) Durch die Aktivitdt von Manganperoxidasen und Arylalkoholoxi-
dasen konnte bereits 1994 ein Ligninabbau von 47% von Weizenstroh durch die Fermentation
mit P. eryngii erzielt werden. (Camarero et al. 1994) Dies spricht dafiir, dass sich der Pilz auch fiir
den Abbau von in Biertreber enthaltenem Lignin und dadurch fiir die Generierung eins hoherwer-
tigen Produktes eignet. Hierfiir sollte zukiinftig auch der Ligningehalt beziehungsweise -abbau

bestimmt werden.

Dem submers kultivierten Myzel des Pilzes wurde in der Literatur bisher kaum Aufmerksamkeit
gewidmet. Nur eine Studie enthdlt Nahrwerte. Der Proteingehalt betrug 24,52 + 0,53%. Als Er-
gosterolgehalt wurden 2,51 + 0,24 mg g1 nachgewiesen und mit Werten der Fruchtkorper vergli-
chen. Es wurde ein Rohrzucker-Pepton-Medium mit einem C/N-Verhdltnis von 14 verwendet,
welches sich als optimal fiir P. eryngii herausstellte. Das Wachstum war dabei Kohlenstoff-limi-
tiert. Saccharose und Glucose waren praferierte C-Quellen fiir eine hohe Ausbeute an Myzel.
(Singh et al. 2020) Das C/N-Verhaltnis von Weizenbiertreber betragt 14,8. Auf diesen Grundlagen

konnten weitere Optimierungsschritte des Mediums erfolgen.

4.2.5 Pholiota nameko

Der zweite Pilz, der fiir die Biomasse- und Proteinproduktion in Biertrebermedien genutzt wurde,
war P. nameko. Dieser soll vor allem in einem dieser Arbeit folgenden Projekt fiir das Upscaling
der Fermentation genutzt werden. Zu Beginn wurde der Pilz in 20 g L-1 Trockenmasse Biertreber
kultiviert, die Kulturen an unterschiedlichen Tagen geerntet und auf ihre Biomassen und Rohpro-
teingehalte analysiert. Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit wurde diese Zeitreihe in zwei
zeitlich unabhangigen Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Biotrockenmassen der ersten Kulti-
vierung sind in Abbildung 24 dargestellt. Die Biotrockenmasse war tliber den Zeitraum von Tag
drei bis neun in Pilsener-Treber-Medium relativ konstant bei 20-22 g L-1. In Weizenbiertreber-
Medium sank die Biomasse allerdings ab Kulturtag fiinf auf 17,5 g L-1. Die zeitlich unabhingige
Kultivierung sorgte flr stark variierende Biotrockenmassen in beiden Zeitreihen. Im Pilsener-
Treber-Medium wurden lediglich 62% der Biotrockenmassen nachgewiesen und im Weizen-
biertreber-Medium waren es 65,3%, was auf die biologische Variabilitiat des Biertrebers zuriick-
zufiihren sein konnte. Der grofée Biomasseverlust kann von unterschiedlichen Wassergehalten
der Biertreber-Chargen stammen, da der Feuchtigkeitsgehalt nicht vor jeder Medienzubereitung

tiberprift wurde.
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Der Rohproteingehalt von Pilsener-Treber (23,67 £ 1,24 g (100 g)-1) wurde wahrend der Kultivie-
rung mit P. nameko auf 23-24,2 g (100 g)-! kaum beeinflusst. Der Rohproteingehalt von Weizen-
biertreber von 19,24 g + 0,71 g (100 g)-! wurde durch die Fermentation mit P. nameko bis zum
Kulturtag neun um fast 50% auf 28,4 g (100 g)-! angehoben. Im Malzextraktmedium wies die Pilz-

biomasse einen Rohproteingehalt von 37,5 g (100 g)-! auf.

Als Bezugswert fiir die Berechnung der Pilzgehalte wurde der Ergosterolgehalt in Malzextraktme-
dium am flinften Kulturtag gewahlt. Der Ergosterolgehalt war sowohl in den zwei Biertreberme-
dien also auch in Malzextraktmedium an Kulturtag fiinf am hochsten. Der Pilzgehalt der kineti-

schen Reihe betrug jedoch maximal 12%, was deutlich unter den Gehalten von P. eryngii liegt.

Analog zu P. eryngii wurden im nachsten Schritt Versuche zur Medienoptimierung durchgefiihrt.
Zuerst wurden die Vorkulturen von P. nameko auf ihre Trockenmassen und Ergosterolgehalte un-
tersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 gezeigt. Im Vergleich zu P. eryngii (Abbildung 17)
stieg die Biotrockenmasse der Vorkulturen nicht so stark von Kulturtag sieben bis elf an. Die
Werte lagen konstant zwischen 3 und 4 g L-! und stiegen erst am elften Tag auf tiber 4 g L1 an.
Auch die Ergosterolgehalte schwankten zwischen den Kulturen nur wenig. Ein Maximum wurde
an Kulturtag acht mit 3,85 * 0,29 mg (g TM)-1 nachgewiesen, welcher sich aufgrund des grofden
Fehlers nicht signifikant von dem Wert an Kulturtag sieben unterschied. Daher wurden die Vor-

kulturen im Folgenden weiterhin fiir sieben Tage kultiviert.

Im nachsten Schritt wurde eine Optimierung der eingesetzten Menge an Treber analog zu
P. eryngii durchgefiihrt. Es wurden sowohl mit Pilsener-Treber als auch mit Weizenbiertreber
eine Zeitreihe mit 10 g L-1 und verschiedene Fed-Batch-Kulturen angesetzt. Es wurden erneut die
Ansitze FB 5, FB 6 und FB 7 (Tabelle 9) verwendet. Da bei diesem Pilz der Fokus auf das Upscaling
gelegt werden sollte, wurde in diesen Ansatzen Leitungswasser verwendet. Es wurden erneut die
Biotrockenmassen und Rohproteingehalte analysiert, welche in Abbildung 30 beziehungsweise
Abbildung 31 gezeigt sind. In 10 g L-1 Weizenbiertreber wurde der hochste Rohproteingehalt von
31,9 beziehungsweise 32,4 g (100 g)-! an den Kulturtagen fiinf beziehungsweise sieben bestimmt.
Auch in den Fed-Batch-Ansitzen konnte im Weizenbiertreber eine grofie Steigerung des Rohpro-
teingehalts von tiber 50% auf 29,78 g (100 g)-! in der Fed-Batch-Kultur FB6 im Vergleich zu rei-
nem Weizenbiertreber erzielt werden. Der Biomasseverlust lag allerdings bei fast allen unter-
suchten Kulturen bei mindestens 50%, sodass der absolute Proteingehalt der Fermentate ver-

gleichbar mit dem der Biertreber ist.

Fiir die Berechnung der Pilzgehalte wurde der Bezugswert von 4,8 mg Ergosterol (g TM)-! ver-
wendet, welcher nach der ersten Zeitreihe in Malzextraktmedium (Abbildung 26) reproduzierbar

gebildet wurde. Wahrend der Pilzgehalt in Pilsener-Treber wahrend der Kultivierung von Tag drei
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bis sieben relativ konstant bei rund 22% lag, zeigte der Pilz im Weizenbiertreber-Medium ein Ma-
ximum mit 25% Pilzgehalt nach fiinf Kulturtagen. Die Fed-Batch-Ansatze fiihrten nicht zu einer

Steigerung des Pilzgehalts, sondern eher zu einer Verschlechterung des Wachstums.

Mithilfe der Fermentation mit P. nameko wurde eine Steigerung des Rohproteingehalts des Wei-
zenbiertrebers erzielt. Allerdings deutet der relativ geringe Pilzgehalt darauf hin, dass dies eher

auf eine Anreicherung durch in Loésung gehende Medienbestandteile zuriickzufiihren sein kénnte.

4.2.5.1 Aromaanalytik

Da es fiir den Einsatz in der Lebensmittelindustrie auch von Interesse ist einen ansprechenden
Geruchseindruck des Fermentats zu erzielen, wurden im Anschluss an die Analytik von Protein-
und Pilzgehalt die Geruchseindriicke von P. nameko in Pilsener-Treber und Weizenbiertreber-Me-
dium ermittelt. Die unbeimpften Medien wiesen nach dem Autoklavieren einen leicht stfilichen,

an Pflanzendrink erinnernden, getreideartigen Geruch auf.

Die Kultivierung von P nameko erfolgte mit 10 g L-1 beziehungsweise 20 g L-1 der Substrate. Die
Kulturen mit 10 g L-1 Weizenbiertreber und 20 g L-! Pilsener-Treber wiesen wenig ansprechende
Geruchseindriicke auf. Die Kulturen von P. namekoin 10 g L-1 Pilsener-Treber hatten an den ersten
vier Kulturtagen waldartige, fruchtige und siif3liche Aromen. In 20 g L-1 Weizenbiertreber wurden
in den ersten drei Kulturtagen vor allem brotartige und seifige Geriiche wahrgenommen. An Tag
vier schlug der Geruchseindruck ins Kunststoffartige um. Ab dem fiinften Kulturtag wurden so-
wohl in den Kulturen mit 10 g L-! Pilsener-Treber als auch mit 20 g L-1 Weizenbiertreber sauerli-
che und stechende Geruchseindriicke wahrgenommen. Trotz dieser Verdnderungen des Aromas
zeigten beide Kulturansitze potentiell interessante Aromen, sodass diese fiir die weitere Analytik

gewdhlt wurden.

Die Uberstinde der nicht fermentierten Medien und die Kulturiiberstinde von Kulturtag 3 wur-
den mittels SBSE extrahiert und mittels GC-MS-0 analysiert. Die von drei Probandinnen olfakto-
risch nachgewiesenen Substanzen wurden mithilfe der RIs auf zwei unterschiedlichen Saulen, ei-
ner polaren VF-Wax und einer unpolaren DB-5 identifiziert. Im autoklavierten Medium fielen vor
allem die brotartigen, wachsartigen, frischen und siifen, vanilleartigen Geruchseindriicke auf.
Mithilfe des Vergleichs mit der NIST-Datenbank und Referenzverbindungen konnten die drei ge-
ruchsaktiven Substanzen (E,E)-2,4-Nonadienal, (E,E)-2,4-Decadienal und Vanillin im Medium
identifiziert werden. In der Literatur wurden in Biertreber 26 aromaaktive Substanzen nachge-
wiesen; hierzu zdhlten vor allem Aldehyde und Ketone. Die Extraktion erfolgte mittels in-tube
extraction technique mit anschlieRender GC-MS-Analyse. (Farcas et al. 2021) In dieser Studie
wurde der Biertreber allerdings nicht erhitzt, wie beim Autoklavieren. In der Studie wurden ge-

backartige Produkte aus Biertreber hergestellt und auf volatile Substanzen untersucht. Auch diese
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waren nicht vergleichbar mit den wenigen in dieser Arbeit nachgewiesenen. Ein Grund der gerin-
gen Menge an volatilen Substanzen kann die Verdiinnung des Trebers in Wasser sein beziehungs-

weise dass nicht der Treber direkt extrahiert wurde.

In den fiir drei Tage fermentierten Proben wurden in beiden Biertrebermedien mit Ausnahme von
Carvon, welched nur im Pilsener-Treber-Medium gebildet wurde dieselben sechs Substanzen ol-
faktorisch nachgewiesen. Diese sind in Tabelle 48 aufgefiihrt. Die Substanzen 1 und 2 wurden ol-
faktorisch wahrgenommen, konnten jedoch mittels SBSE-GC-MS-0 nicht identifiziert werden.
Vollstandig identifiziert wurden Linalooloxid, Linalool, Carvon. Die Substanz 7, welche nach Chlor,
aber auch waldig roch, wurde anhand der Retentionsindices auf den unterschiedlichen Saulen
mithilfe der NIST-Datenbank vorlaufig als 2-Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd identifiziert. Hier-
fiir konnte kein Standard gemessen und somit kein Referenz-RI bestimmt werden. Die R-Matches
dieser Substanz mit den Vorschldgen der Datenbank lagen in allen Proben auf beiden Saulen bei

uber 900, was deren Identitit sehr wahrscheinlich macht.

Die Bildung chlorhaltiger Substanzen durch Pilze ist in der Literatur belegt. Der erste Nachweis
eines chlororganischen Metaboliten von Pilzen erfolgte 1952 mit Drosophilin A (Tetrachlor-4-me-
thoxyphenol) aus dem Organismus Psathyrella subatrata (Syn. Drosophila subatrata). (Anchel
1952; Kavanagh et al. 1952) Bis zum Jahr 1997 wurden insgesamt 81 halogenierte aliphatische
und aromatische Metabolite in Pilzen der Abteilung Basidiomycota nachgewiesen, von denen die
meisten chloriert sind. (Field et al. 1995; Jong und Field 1997) Insgesamt wurden diese in 68 Gat-
tungen aus 20 unterschiedlichen Familien nachgewiesen. Die Stoffgruppe, welche am haufigsten
vorkommt, sind die chlorierten Anisyl-Metabolite (CAM). (Verhagen et al. 1998) Veratrylchlorid
(3,4-Dimethoxybenzylchlorid) wurde beispielsweise in den 1990er Jahren in Kulturen von
Bjerkandera adusta nachgewiesen. (Swarts et al. 1997) Einige Vertreter der Gattung Hypholoma
bilden bis zu 3% ihrer Biotrockenmasse als organohalogenierte Metabolite, welche unterschied-
liche Zwecke erfiillen kdnnen. Sie kénnen antibiotisch wirken und Konkurrenz fiir die Pilze in ei-
nem Medium ausschalten. (Sonnenbichler et al. 1994) Eine weitere wichtige Rolle spielen CAM im
Lignin-Abbau der Weifdfaulepilze. 3-Chlor- und 3,5-Dichlor-p-anisylalkohol sind beispielsweise
Substrate fiir Arylalkoholoxidasen (AAQ) und sorgen so fiir die extrazellulare Wasserstoffperoxid-
produktion. AAOs sind dafiir verantwortlich, dass Arylalkohole zu Arylaldehyden oxidiert wer-
den, wahrend Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid reduziert wird. Die CAM haben den Vorteil, dass
sie zur Bereitstellung von H,0; dienen, aber durch ihre Chlor-Funktion vor Ligninperoxidasen ge-
schiitzt sind, wahrend Veratrylalkohol und p-Anisalkohol auch Substrate fiir Ligninperoxidasen
(LiPs) sind. (Jong et al. 1994) Jong und Kollegen haben auch CAM in Spezies von Pholiota nachge-
wiesen. Es spricht also vieles dafiir, dass in dieser Arbeit tatsachlich 2-Chlor-4,5-dimethoxyben-

zaldehyd nachgewiesen wurde.
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Die Substanz Linalool und das dazugehorige Oxid, die ebenfalls in den Kulturen von P. nameko
nachgewiesen wurden, sind als Metabolite von Pilzen der Abteilung Basidiomycota bekannt. (Rig-

ling et al. 2021; Sommer et al. 2023)

Neben der Extraktion mittels SBSE wurden die Kulturiiberstinde auch mittels SPME extrahiert.
Hierbei sollten vor allem die nicht identifizierten Substanzen nachgewiesen werden. Die Messung
erfolgte anhand einer polaren Sdule und es konnte mit einem RI von 1300 das frisch, nach Cham-
pignon riechende 1-Octen-3-on vorlaufig identifiziert werden (Tabelle 49). Die Geruchseindriicke
decken sich mit denen der Substanz 1, welche mittels SBSE nicht identifiziert werden konnte. Da
die mittels SPME extrahierte Probe allerdings nur von einer Person olfaktorisch analysiert wurde,
sollten weitere Schritte zur Identifizierung durchgefiihrt werden. Cs-Aromen sind in Pilzen weit
verbreitet und sorgen auch in P. ostreatus und P. eryngii fiir den typischen pilzartigen Geruchsein-
druck. In diesen Austernpilzen sind 44-97% der volatilen Metabolite den Cs-Alkoholen, -Aldehy-

den oder -Ketonen zuzuordnen. (Tagkouli et al. 2021)

In der Literatur wurde beschrieben, dass Aromastoffe besser extrahiert werden konnen, wenn
sich das Adsorbensmaterial in der Probe befindet, wie es bei den Twistern® wahrend der SBSE
der Fall ist. Die direct immersion solid-phase microextracteion (DI-SPME) sorgte in der Literatur
bereits fiir eine effektivere Extraktion der volatilen Verbindungen als die SBSE beziehungsweise
SPME. (Gamero et al. 2013) Bei der Analyse von volatilen Substanzen von Tomaten wurde eine
gute Extraktionseffektivitat von Aldehyden, Olefinen und Ketonen mittels SPME im Vergleich zur
Extraktion mittels SBSE nachgewiesen. (Li et al. 2020) Dies unterstiitzt die These, dass ausrei-
chend 1-Octen-3-on mittels SPME extrahiert werden konnte, um die Substanz nachzuweisen. Ihr
Geruchsschwellenwert in Wasser liegt bei 0,016 pg kg-! (Grimm und Steinhaus 2020), was darauf
hindeutet, dass sie schon in geringen Mengen wahrgenommen werden kann, gegebenenfalls aber

nicht mittels SBSE-GC-MS-0 nachweisbar ist.

Zusammenfassend wies P. nameko zu Beginn der Kultivierung siifSliche, brotartige Geruchsein-
driicke auf. Aromastoffe mit entsprechenden Geruchsqualititen wurden mittels GC-MS-0O detek-
tiert. In den Medien wurden drei und in den Kulturtiberstanden vier Substanzen vollstandig iden-
tifiziert. Der Pilz eignet sich aufgrund der wenigen, recht neutralen volatilen Substanzen, die im
Biertrebermedium gebildet werden, in dieser Kombination fiir eine breite Anwendungen in der

Lebensmittelbranche.

4.2.5.2 Glutenanalytik

Bei Biertreber handelt es sich um den unloslichen Getreideriickstand, welcher aus Teilen der Sa-
menschale und des Perikarps besteht. Chemisch setzt sich der Treber hauptséachlich aus Cellulose,

Hemicellulose und Lignin zusammen, wobei der Proteingehalt zwischen 14% und 30% betragt

113



Diskussion

(Tabelle 53). Ein Teil der Speicherproteine von Weizen, Gerste, Roggen und Hafer wird als Prola-
mine bezeichnet. Prolamine zeichnen sich durch ihre Primarstruktur aus, welche eine grofde
Menge Glutamin und Prolin aufweist. Sie bilden das Hauptspeicherprotein im Endosperm. (Bala-

kireva und Zamyatnin 2016)

Die Prolamine im Weizen waren die ersten, die als Gluten identifiziert und bezeichnet wurden.
Weizen-Gluten wird gemaf3 der Osborne-Fraktionen in zwei Klassen von Proteinen unterteilt, die
alkoholldslichen Prolamine (Gliadine) und die nicht-16slichen Gluteline, beim Weizen Glutenin ge-
nannt. Das Gluten ist fir die Backfdhigkeiten von Weizen und die Teigeigenschaften des daraus

hergestellten Teigs verantwortlich. (Wieser 2007)

Gluten hat also einerseits positive Eigenschaften bei der Geback-Produktion. Doch etwa 1% der
Weltbevolkerung leidet an einer Glutenunvertraglichkeit, welche auch als Zoliakie bezeichnet
wird. Dabei wird bei Verzehr von glutenhaltigen Lebensmitteln eine Immunreaktion ausgelost,
welche insbesondere von gastrointestinalen Beschwerden gepragt ist. Menschen, die unter dieser
Unvertraglichkeit leiden miissen auf eine glutenfreie Ernahrung achten. (Rubin und Crowe 2020)
Seit den 1990er Jahren ist die Nachfrage nach glutenfreien Produkten rapide angestiegen, da die
Weizenproteine auch bei Menschen ohne nachgewiesene Zoliakie, Symptome einer Unvertrag-
lichkeit auslosen konnen. (Catassi et al. 1994) Neben der Zoliakie gibt es weitere Arten der Un-
vertraglichkeiten, die ebenfalls zu Magen-Darm-Beschwerden fiihren. (Shahbazkhani et al. 2015)
Aufgrund der weiterhin steigenden Nachfrage war es interessant zu untersuchen, wie die Pilze
zum Glutenabbau des Weizenbiertrebers beitragen, da sie die Proteine im Treber metabolisieren
und Pilzbiomasse aufbauen. Es wurde ein kompetitiver ELISA genutzt, um die Glutengehalte von

Biertreber und den unterschiedlichen Fermentaten zu bestimmen.

Die fermentierten Proben wurden geerntet und gefriergetrocknet. Anschliefiend wurden sie mit
einer Kugelmiihle gemahlen und fiir die Extraktion fiir malzhaltige Proben mit ethanolischer
Fischgelatine-Losung eingesetzt. Das RIDASCREEN® Gliadin competitive R7021 Kit wurde zum
Nachweis von Gluten in glutenfreien Lebensmitteln entwickelt und optimiert. Zu Beginn wurden
unterschiedliche Verdiinnungsfaktoren getestet, um im Kalibrierbereich des fiir sehr kleine Glu-

ten-Mengen konzipierten Kits zu messen.

Die Ergebnisse der Glutengehalte sind mit den jeweiligen Verdiinnungsfaktoren in Tabelle 50 auf-
gefiihrt. Zum Vergleich wurde das nicht-inokulierte Weizenbiertreber-Medium nach sieben Tagen
Inkubation, der Treber vor dem Autoklavieren sowie das Weizen-Bier der Stortebeker Brauma-
nufaktur analysiert. Es war deutlich zu sehen, dass schon bei der Medienbereitung ein Glutenab-
bau der Treber stattfand. Das Autoklavieren kann zu einer Veranderung des Glutens gefiihrt ha-
ben. In der Literatur wurde gezeigt, dass das Vorhandensein von Arginin die Ldslichkeit von Glu-

ten erh6hen kann, (Arakawa et al. 2008) was im Biertreber durchaus denkbar ware. In dieser Ar-
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beit wurden lediglich hydrolysierte Proteine analysiert und es kann keine Aussage iiber das Vor-
handensein von freien Aminosauren getroffen werden, welche das Losungsverhalten von Gluten
beeinflussen wiirden. Das Erhitzen beim Sterilisieren der Medien kann auch zu einer teilweisen
Denaturierung der Proteine gefiihrt haben, die die Ergebnisse des ELISA beeinflusst haben. Durch

unzugdnglichere Epitope konnten die Ergebnisse beeinflusst worden sein.

In der Literatur wurde der Einfluss einer Mikrowellenbehandlung auf den Glutengehalt unter-
sucht. Durch eine Veranderung der Proteinkonformation wurde die Funktionalitiat des ELISAs be-
einflusst. Bei einer Behandlung mit 40 W wurde eine hohere Antigenitit als bei 200 W nachgewie-
sen, was auf freiliegende Antikorper durch denaturierte Proteine zuriickzufiihren sein konnte. Bei
einer Vorbehandlung mit 800 W wurde der geringste Gehalt an Gluten bestimmt, was auf eine
Zerstorung der Disulfidbriicken zwischen Gliadin und Glutenin hindeuten konnte, welche die De-
naturierung einiger Epitope zur Folge hatten. (Gazikalovi¢ etal. 2021) Die Studie zeigte auch einen
Abbau des Glutens bei Erhitzen auf 90 °C ohne Mikrowellen-Einfluss. Es konnte jedoch kein Zu-
sammenhang zwischen einer steigenden Temperatur wahrend der Vorbehandlung und dem Glu-

tengehalt nachgewiesen werden.

Proben mit sehr hohen Glutengehalten miissen zur Analyse stark verdiinnt werden, wobei
zwangslaufig Verdiinnungsfehler auftreten. Die in dieser Arbeit untersuchten Proben wurden
1:1.200.000 verdiinnt. Dies kdnnte erkldren, dass die nachgewiesenen Glutengehalte des Trebers
tiber den zuvor bestimmten Proteingehalten lagen. Daneben kann dies auch zu den unterschied-
lichen Ergebnissen der autoklavierten und nicht-autoklavierten Treber beigetragen haben. Die
geringen Fehler der Doppelbestimmungen untereinander sprechen allerdings dagegen, dass das

Verdiinnen fehleranfallig war.

Das Kit verwendet einen R5-Antikorper, welcher spezifisch fiir Gliadin, Secalin und Hordein ist.
Fiir die Auswertung der Glutengehalte wird ein Verhéltnis von 1:1 zwischen Gliadinen und Glute-
ninen angenommen. Die Gliadinkonzentration wird nach dem Codex Alimentarius ,Codex Stan-
dard for Foods for Special Dietary Use for Persons Intolerant to Gluten“ mit dem Faktor zwei multi-
pliziert. (CODEX STAN 118) Es wurden in der Literatur allerdings mittels RP-HPLC unterschiedli-
che Faktoren von Gliadinen zu Gluteninen in verschiedenen Weizenmehlsorten bestimmt. Diese
lagen zwischen 1,74 und 3,14. (Wieser und Kieffer 2001) Gegebenenfalls eignet sich der Faktor
von zwei mit hohen Anteilen an Gluten in den Proben nicht und kann lediglich als Anndherung fiir

glutenfreie Lebensmittel genutzt werden.

Alternative Kits, die auf G12-Antikérpern basieren, zeigten in Studien bereits eine Anwendbarkeit
auf unterschiedliche Biersorten. Es wurden im Weizenbier hohere Glutengehalte nachgewiesen
alsin dem aus Gerstenmalz. (Comino et al. 2013) Die Bestimmungsgrenze der G12-Antikorper fiir
Gliadin in Bier betrug in der Literatur 0,0015 g L-1 wahrend die der R5-Antikoérper bei 0,005 g Lt

lag. (Moreno et al. 2016) Fiir die Biertreber konnte die Verwendung der G12-Antikoérper also auch
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denkbar sein. Weizenbier weist im Allgemeinen ein deutlich hoheres immunogenes Potential als
Biere aus Gerstenmalz auf. Der Brauprozess hat jedoch ebenfalls einen Einfluss auf den Gluten-
gehalt. So kénnen sich auch unterschiedliche Biere der gleichen Sorte in ihrem Glutengehalt un-

terscheiden. (Berner et al. 2013)

Die Daten zum Glutenabbau von Weizenbiertreber durch den Pilz P. nameko (Tabelle 50) sind in
Abbildung 41 graphisch dargestellt. Zu Beginn wurde der Glutengehalt von Kulturen bestimmt,
die alle zwei Tage geerntet wurden. Dieser Abstand wurde dann ab Tag neun vergrofiert um die
Fermentate an Tag 12 und 14 analysieren zu kdnnen. Als Blindwert (d0) wurde der Gehalt vom
autoklavierten, fiir sieben Tage inkubierten Biertreber genutzt. Im Weizenbiertreber-Medium ist
ein deutlicher Abbau des Glutens zu erkennen. An Kulturtag 14 wurde weniger als 1% des Glutens

in den Proben nachgewiesen (Abbildung 41).

Die Glutengehalte der Fermentate erreichen nicht die Grenzen fiir die nach der Durchfiithrungs-
verordnung (EU) Nr. 828/2014 der Kommission vom 30. Juli 2014 {iber die Anforderungen an die
Bereitstellung von Informationen fiir Verbraucher tiber das Nicht-Vorhandensein oder das redu-
zierte Vorhandensein von Gluten in Lebensmitteln, Anhang A vorgeschriebenen Werte fiir die De-
klaration eines Produkts als glutenfrei von 20 mg kg1 beziehungsweise 100 mg kg1 wenn die De-
klaration ,sehr geringer Glutengehalt’ vorgesehen ist. (Europaische Kommission 30.07.2014)
Hierfiir ist eine gezielte Kultivierungsoptimierung notwendig, denn nach der zweiwdchigen Fer-

mentation mit P. nameko betrug der Glutengehalt noch 860 mg kg-1.
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5. Ausblick

Die Fermentation der empty fruit bunches erfolgte mit den drei Pilzen M. palmivorus, I. consors und
B. adusta. Es zeigte sich, dass die BSFL das mit dem Pilz B. adusta fermentierte Substrat am besten
zum Wachstum nutzen konnten. Allerdings wurden die Fiitterungsstudien mit dem gemischten,
fermentierten Substrat aus EFB und PKM durchgefiihrt. Es sollten fiir die industrielle Anwendung
der Fermentation der EFB ebenfalls Fiitterungsstudien mit fermentierten EFB und dem anschlie-
3end hinzugefiigtem PKM durchgefiihrt werden. Des Weiteren ist eine Optimierung des Ligninab-
baus denkbar. Diese sollte allerdings im Hinblick auf das Upscaling méglichst ressourcenschonend
und kostenglinstig durchzufiihren sein. Gegebenenfalls konnten Nahrsalze supplementiert wer-
den, welche dem Pilz zum Wachstum verhelfen oder die Enzymaktivitaten der ligninolytischen
Enzyme stimulieren. (Zhu et al. 2016) Es ware aufierdem denkbar, die lignocellulosehaltigen Sei-
tenstrome, wie in der Literatur beschrieben, vor der Fermentation mit Wasserdampf und einer
auf diese Weise stattfindenden Hydrolyse vorzubehandeln. Dies wiirde allerdings zu einem hohe-

ren Kostenaufwand fithren. (Sun et al. 2016)

Die Substrate konnten auf die Zusammensetzung ihrer Kohlenhydratfraktion untersucht werden.
Hierfir ist es denkbar, die Methode zur Ligninbestimmung zu optimieren und im Anschluss den
Cellulose- und Hemicellulosegehalt zu ermitteln. Dies konnte zu einer gezielten Anwendung von
Enzymen verhelfen. Auch die simultane Fermentation mit einem Braun- und einem Weifsfaulepilz
zur Verwertung der Kohlenhydrate und des Lignins ware moglich. In der Literatur wurden bereits
Kombinationen aus Pilzen der Abteilung der Ascomycota genutzt, um lignocellulosehaltige Sub-

strate zu fermentieren. (Brijwani et al. 2010)

Die Kultivierung der Pilze in den Biertrebermedien sollte hinsichtlich des Upscalings im Bioreak-
tor optimiert werden. Bei erfolgreicher Biomasseproduktion ist eine direkte Anwendung in der

Lebensmittelindustrie anzustreben.

Die Fermentate von P. eryngii und P. nameko mit Biertreber sollten auf ihre weiteren Ndhrstoffe
untersucht werden. Hierzu gehéren die Fettsdurezusammensetzung und der Kohlenhydratgehalt.
Die Glutenanalytik sollte mit einem weiteren Kit getestet und gegebenenfalls optimiert werden.
Im Anschluss konnten die weiteren Fermentate mit den anderen Pilzen ebenfalls analysiert wer-
den, um Aussagen iiber das allergene Potential treffen zu konnen. Hinsichtlich des Glutenabbaus
konnten auch Optimierungsansatze durchgefiihrt werden, um im Anschluss ein glutenfreies Pro-
dukt gemifd VO (EU) Nr. 828/2014 der Kommission zu erhalten. (Europdische Kommission
30.07.2014)
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Ob sich das Myzel beziehungsweise Fermentat als Functional Food eignet, konnte anhand der S-
Glucangehalte ermittelt werden. Weitere, sich positiv auf die menschliche Erndhrung auswirken-
den Inhaltsstoffe, kdnnten beispielsweise Vitamin D, sein, welches aus Ergosterol unter Einfluss

von UV-Licht gebildet wird. (Ahlborn et al. 2019)

Fiir die Anwendung der Pilzproteine ist denkbar, dass diese isoliert werden und hinsichtlich der
Struktur und Anwendungsmaoglichkeiten analysiert werden. Unterschiedliche Extraktionsmog-
lichkeiten, die evaluiert werden kénnten, waren beispielsweise eine alkalische Extraktion, die tro-
ckene Fraktionierung oder eine enzymatische Extraktion. (Kumar et al. 2021) Die extrahierten

Proteine kdnnten Anwendung in der Lebensmittelindustrie in Fleischersatzprodukten finden.

Bei der Anwendung von Myzel von Speisepilzen oder daraus isolierten Proteinen ist zu beachten,
dass es sich dabei um ein Novel Food handeln wiirde. Diese Produkte miissen vor dem Inverkehr-
bringen zugelassen werden. Novel Food sind definiert als Lebensmittel, die vor dem 15. Mai 1997
nicht in nennenswertem Umfang in der Europdischen Union fiir den menschlichen Verzehr ver-
wendet wurden. Diese Lebensmittel miissen aufderdem in mindestens eine der in Artikel 3 der
Novel Food-Verordnung (EU) 2015/2283 aufgefiihrten Kategorien gehoren. (Européisches Parla-
ment und der Rat 25.11.2015) Es ist also zu bedenken, dass eine Zulassung beantragt werden
muss. Das Verfahren der Zulassung ist in der Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/456 der Kom-
mission vom19. Marz 2018 festgehalten. (Europdische Kommission 19.03.2018)
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7. Anhang

7.1 Kalibrierreihen der Ergosterolbestimmung

Abbildung 42 zeigt eine Kalibriergerade, die mit der Methode mittels HPLC-DAD aufgenommen

wurde.
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Abbildung 42: Kalibriergerade der Ergosterolbestimmung mittels HPLC-DAD.

In Abbildung 43 ist eine Kalibriergerade der Methode mittels GC-FID dargestellt.
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Abbildung 43: Kalibriergerade der Ergosterolbestimmung mittels GC-FID.
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7.2 Ergosterolgehalte

7.2.1 Ergosterolgehalte von P. eryngii

Die Ergosterolgehalte der Kulturen von P. eryngii in Kulturen mit Lupinenklarlauf 1 und Weizen-

biertreber sind in Tabelle 54 aufgefiihrt.

Tabelle 54: Ergosterolgehalte von P. eryngii in Weizenbiertreber und Lupinenklarlauf 1 (n=2). Die Daten reprdsentieren
Mittelwerte (+ halbe Spannweiten).

Ergosterolgehalt
[mg g1]

Weizen-LKL 1 1,062 (£ 0,239)
FB 1 2,099 (£ 0,336)

FB 2 2,882 (£ 0,839)

FB 3 4,069 (£ 0,267)

FB 4 3,390 (+ 0,216)

ME (7d) 7,297 (+ 0,280)

7.2.2  Ergosterolgehalte von P. nameko

Die Ergosterolgehalte von P. nameko in Medien mit Weizenbier- und Pilsener-Treber und Trink-
wasser sind in Tabelle 55 aufgefiihrt. Hieraus ergeben sich die in Abbildung 32 gezeigten Pilzgeh-

alte.

Tabelle 55: Ergosterolgehalte von P. nameko in Weizenbier- und Pilsener-Treber-Medien mit 10 g L-1 Trockenmasse (n=2).
Die Daten reprdsentieren Mittelwerte (+ halbe Spannweiten).

Ergosterolgehalt
[mg g1]

10 g L-1 TM Pilsener-Treber d3 1,003 (£ 0,125)
10 g L-1 TM Pilsener-Treber d5 1,052 (+ 0,098)
10 g L-1 TM Pilsener-Treber d7 1,035 (£ 0,126)
10 g L-1 TM Weizenbiertreber d3 0,722 (+ 0,039)
10 g L-1 TM Weizenbiertreber d5 1,214 (£ 0,224)
10 g L-1 TM Weizenbiertreber d7 1,041 (£ 0,022)
FB 5 Pilsener-Treber 0,657 (+ 0,105)
FB 6 Pilsener-Treber 0,787 (x 0,268)
FB 7 Pilsener-Treber 0,699 (= 0,038)
FB 5 Weizenbiertreber 0,484 (= 0,029)
FB 6 Weizenbiertreber 0,677 (x0,105)
FB 7 Weizenbiertreber 0,512 (x0,020)
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7.3 Aromaanalytik

7.3.1 Massenspektren der in den Medien vorlaufig identifi-

zierten Aromastoffe

Nachfolgend sind die Massenspektren der drei in den Medien mit 10 g L-1 Pilsener-Treber vorlau-
fig identifizierten Substanzen gezeigt. Oben in rot ist jeweils das Spektrum des Peaks der Messung

dargestellt und in blau das Spektrum der Referenzsubstanz. Abbildung 44 zeigt die Spektren von
(E,E)-2,4-Nonadienal im Vergleich.
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Abbildung 44: Massenspektrum von (E,E)-2,4-Nonadienal in Pilsener-Treber-Medium auf der VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 45 zeigt die Spektren von (E,E)-2,4-Decandienal im Vergleich.
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Abbildung 45: Massenspektrum von (E,E)-2,4-Decadienal im Pilsener-Treber-Medium auf der VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 46 zeigt das Massenspektrum von Vanillin im Pilsener-Treber-Medium im Vergleich

mit einem Standard-Spektrum.
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Abbildung 46: Massenspektrum von Vanillin im Pilsener-Treber-Medium auf der VF-WAXms-Sdule.

Die gleichen Substanzen wurden im Weizenbiertreber-Medium mit 20 g L-! Trockenmasse Treber
nachgewiesen, auch die Massenspektren sind nachfolgend im Vergleich dargestellt. Abbildung 47
zeigt die Spektren von (E,E)-2,4-Nonadienal im Vergleich.
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Abbildung 47: Massenspektrum von (E,E)-2,4-Nonadienal in Weizenbiertreber-Medium auf der VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 48 zeigt das Spektrum von (E,E)-2,4,-Decadienal im Weizenbiertreber-Medium, wel-

ches auf einer VF-WAXms-Saule gemessen wurde im Vergleich mit einem Standard.
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Abbildung 48: Massenspektrum von (E,E)-2,4-Decadienal in Weizenbiertreber-Medium auf der VF-WAXms-Sdule.
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Abbildung 49 zeigt die Spektren von Vanillin im Weizenbiertreber-Medium im Vergleich.
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Abbildung 49: Massenspektrum von Vanillin in Weizenbiertreber-Medium auf der VF-WAXms-Sdule.

7.3.2

laufig identifizierten Aromastoffe

Massenspektren der in den Kulturen mit P. nameko vor-

Nachfolgend sind die MS-Spektren von Kulturiiberstanden des P. nameko in Pilsener-Treber-Me-

dium fiir drei Tage gezeigt. Diese wurden aus den Messungen auf der VF-WAXms-Sadule extrahiert.

Abbildung 50 zeigt die Spektren von Linalooloxid im Vergleich. Das obere Spektrum stammt aus

dem Proben-Chromatogramm, unten ist ein Standardspektrum gezeigt.
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Abbildung 50: Massenspektren von Linalooloxid in Kulturen von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium fiir drei Tage, auf

der VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 51 zeigt die Spektren von Linalool im Vergleich.
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Abbildung 51: Massenspektren von Linalool in Kulturen von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium fiir drei Tage, auf der

VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 52 zeigt die Spektren von Carvon.
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Abbildung 52: Massenspektren von Carvon in Kulturen von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium fiir drei Tage, auf der

VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 53 zeigt die MS-Spektren des Peaks, bei dem es sich vermutlich um die Substanz 2-

Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd handelt und des Standards.
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Abbildung 53: Massenspektren von 2-Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd in Kulturen von P. nameko in Pilsener-Treber-

Medium fiir drei Tage, auf der VF-WAXms-Sdule.

Auch die MS-Spektren der Substanzen, die in Kulturen von P. nameko in 20 g L-1 Weizenbiertre-

ber-Medium sind nachfolgend gezeigt. Diese stimmen mit denen im Pilsener-Treber-Medium
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liberein, nur Carvon wurde im Weizenbiertreber-Medium nicht nachgewiesen. Abbildung 54 zeigt

die MS-Spektren von Linalooloxid im Vergleich.
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Abbildung 54: Massenspektren von Linalooloxid in Kulturen von P. nameko in Weizenbiertreber-Medium fiir drei Tage,

auf der VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 55 zeigt die MS-Spektren von Linalool von fermentiertem Weizenbiertreber.
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Abbildung 55: Massenspektren von Linalool in Kulturen von P. nameko in Weizenbiertreber-Medium fiir drei Tage, auf

der VF-WAXms-Sdule.

Abbildung 56 zeigt die MS-Spektren der vermutlich in den Kulturen enthaltenen Substanz 2-

Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd im Vergleich zum Standard-Spektrum.
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Abbildung 56: Massenspektren von 2-Chlor-4,5-dimethoxybenzaldehyd in Kulturen von P. nameko in Weizenbiertreber-

Medium fiir drei Tage, auf der VF-WAXms-Sdule.
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7.3.3 Chromatogramme der Messungen mittels SBSE-GC-MS-

O anhand der DB-5ms-Trennsaule

Um die geruchsaktiven Substanzen zu identifizieren ist eine Messung und damit verbundene Be-
stimmung der Rls auf zwei Sdulen unterschiedlicher Polaritdt notwendig. Nachfolgend sind die
Chromatogramme, welche mit einer DB-5ms-Trennsaule aufgenommen wurden gezeigt. Abbil-
dung 57 und Abbildung 58 zeigen die Chromatogramme der beiden Medien, in denen Vanillin (3)

markiert wurde.
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Abbildung 57: Chromatogramm (DB-5ms Trennsdule) des Pilsener-Treber-Medium (10 g L-1).
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Abbildung 58: Chromatogramm (DB-5ms Trennsdule) des Weizenbiertreber-Mediums (20 g L-1).

Abbildung 59 zeigt das Chromatogramm von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium fiir drei Tage.
Bei der Messung konnten die Geruchseindriicke der Substanzen 1 und 2, welche auf der VF-Wax-

Sédule nachgewiesen wurden nicht erkannt oder zugeordnet werden.
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Abbildung 59: Chromatogramm (DB-5ms-Trennsdule) des mit P. nameko fiir drei Tage fermentierten Pilsener-Treber-
Medium (10 g L-1).

Abbildung 60 zeigt das Chromatogramm von P. nameko in Pilsener-Treber-Medium fiir drei Tage.

Auch hier fehlen die Substanzen 1 und 2 und auch Carvon wurde wie schon auf der VF-Wax-Saule

mit Weizenbiertreber nicht nachgewiesen.
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Abbildung 60: Chromatogramm (DB-5ms-Trennsdule) des mit P. nameko fiir drei Tage fermentierten Weizenbiertreber-
Mediums (20 g L1).

7.3.4 GC-MS-0O-Messung von P. nameko in Biertrebermedien

nach Extraktion mittels SPME

Nachfolgend, in Abbildung 61, ist das Chromatogramm der Messung des Kulturiiberstandes von
P. nameko in 20 g L1 Trockenmasse Weizenbiertreber nach drei Kulturtagen mittels SPME-GC-
MS-O dargestellt. Die Peaks der in Tabelle 49 aufgefiihrten vorlaufig identifizierte Substanzen sind

markiert.
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Abbildung 61: Chromatogramm (VF-WAXms-Trennsdule) des mit P. nameko fiir drei Tage fermentierten Weizenbiertre-
ber-Mediums (20 g L-1); extrahiert mittels SPME.
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