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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aufgrund der wachsenden Weltbevdlkerung und dem damit einhergehenden, stetig
steigenden Bedarf an Nahrung, ist eine nachhaltige Kreislaufwirtschaft anzustreben. Diese
gewabhrleistet eine optimale Ressourcennutzung und reduziert Verschwendung. Daher sollten
auch die Nebenprodukte aus der Lebensmittelherstellung fur die menschliche Erndhrung
nutzbar gemacht werden. Biertreber ist mengenmalig der wichtigste Nebenstrom der
Bierbrauindustrie. Er verfugt Uber gute Nahrwerte und food-grade Qualitat. Derzeit ist er
allerdings nur begrenzt in Lebensmitteln einsetzbar und wird hauptsachlich als Tierfutter
verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit sollte Biertreber durch die Fermentation mit
Basidiomyceten aufgewertet und als Lebensmittelzutat im Hinblick auf den Einsatz als
Fleischersatzprodukt fir die Lebensmittelindustrie nutzbar gemacht werden.

Durch die Grundanalytik der Treber wurden die bereits in der Literatur beschriebenen
Nahrwerte bestatigt. Die Durchschnittswerte betrugen fiir den Reinproteingehalt 15 g (100 g)™,
fur den Gesamtfettgehalt 12 g (100 g)”' und den Aschegehalt 3 g (100 g)™.

In einem Screening in Emerskultur wurden 144 Basidiomyceten auf Agar-Platten kultiviert,
deren einzige Nahrstoffquelle die Treber von Weizenbier, Pilsener und Schwarzbier waren.
Aufgrund ihres schnellen Wachstums, dichtem Myzel oder wirzigen Geruchs wurden 27
Basidiomyceten flr ein Screening in Submerskultur ausgewahlt. Aus dem Screening in
Submerskultur wurde die Kombination von Pleurotus ostreatus und Schwarzbiertreber (SBT)
ausgewahlt, da die Fermentation einen hohen Rohproteingehalt von 6 g L lieferte und es sich
bei P. ostreatus um einen bekannten Speisepilz handelt.

Durch eine Supplementierung von 20 g L™ Bierwiirze zum SBT-Medium fand unter initial
neutralem pH-Wert Pilzwachstum in der Vorkultur statt. Die Verwendung einer solchen
Vorkultur stellt eine Alternative zur Vorkultur in Malzextraktmedium dar.

Die Fermentation von SBT mit P. ostreatus wurde im 1 L- und 5 L-MalRstab erfolgreich in den
Bioreaktor Ubertragen und optimiert. Die Optimierung erfolgte mit statistischer
Versuchsplanung (DOE) und zielte auf die Maximierung des Ergosterolgehaltes [mg g™'] und
[mgL"] ab. Gleichzeitig sollte das Inokulumvolumen minimiert werden, um Kosten
einzusparen. Die Modelle wurden durch Bestatigungslaufe validiert und lieferten 1,23 mg g™
und 15,54 mg L™ Ergosterol unter optimierten Bedingungen mit 4,4% (v/v) Inokulum.

Um Kosten einzusparen und die Fermentation weiter zu optimieren, wurden semi-
kontinuierliche Fermentationsstrategien angewendet. Hierbei wurde ein Teil der
Fermentationsbriihe als Inokulum fir folgende Kulturen verwendet oder der Kulturiiberstand
als Wasserersatz in frischen Medien verwendet. In jeweils vier aufeinanderfolgenden
Generationen wurden keine negativen Auswirkungen auf das Pilzwachstum festgestellt.

AulRerdem wurde durch die Futterung von Wurze wahrend der Kultivierung im Bioreaktor das
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Pilzwachstum verbessert. Der Ergosterolgehalt betrug 3,39 mg g™ im Vergleich zu 1,96 mg g
bei Fermentationen ohne Futterung.

Durch die Fermentation wurde der Reinproteingehalt in der Biomasse im Vergleich zum Treber
von 16 g (100 g)" auf 20 g (100 g)' gesteigert und der Gesamtfettgehalt von 10 g (100 g)" auf
4 g (100 g)" gesenkt. Die biologische Wertigkeit wurde von 88 auf 94 verbessert, was
anndhernd der biologischen Wertigkeit von Myzel ohne Nebenstrom entsprach. Vor der
Fermentation waren Tryptophan und Lysin limitierend, wahrend nach der Fermentation
Methionin, Cystein und Lysin limitierend waren. Fur Lysin stiegen die chemical scores von 78,3
auf 92,4 an. Durch die Fermentation wurde der Anteil der ungesattigten Fettsduren von 66%
auf 70% erhoht. Die Hauptfettséuren in der Biomasse waren Linol-, Palmitin- und Ols3ure.
Mittels Kopfraum-Festphasenmikroextraktion (HS-SPME) wurden die Aromastoffe aus SBT,
Myzel von P. ostreatus und dem fermentierten Treber extrahiert. Mittels Gaschromatographie
mit Tandemmassenspektrometrie und Olfaktometrie (GC-MS/MS-O) wurden in allen Proben
Hexanal, 1-Octen-3-on und (E)-2-Octenal nachgewiesen. Nach der Fermentation wurden
Furfural, (E)-2-Nonenal, 2-Furanmethanol und 2-Phenylethanol nicht mehr nachgewiesen.
Dafiir wurden 3-Methylbutanal, 3-Octanon, 1-Octen-3-ol und Benzaldehyd nachgewiesen.
1-Octen-3-on war in allen Proben der Aromastoff mit dem hdchsten Aromaverdinnungs-
(FD-)Faktor. In beiden Myzelien wurde ein FD-Faktor von > 256 bestimmt. Durch ein Panel
wurde der Geruch der aufgetauten Biomasse aus SBT und P, ostreatus als wurzig und leicht
pilzartig und gerdstet beschrieben. Aufgrund der Konsistenz wurde die aufgetaute Probe der
nicht zuvor eingefrorenen vorgezogen.

Durch die Fermentation mit P. ostreatus wurde der Schwarzbiertreber innerhalb von vier Tagen
im Hinblick auf den Reinproteingehalt, die biologische Wertigkeit und die Fettsdureverteilung
aufgewertet. Der fermentierte Treber stellt ein Ausgangsprodukt fur die Extraktion von
Mykoprotein oder die Entwicklung eines Fleischersatzproduktes dar. Die Ergebnisse aus den
semi-kontinuierlichen Kulturflihrungen Uber mehrere Generationen und den Fed-Batch
Experimenten suggerieren weiteres Optimierungspotential der Fermentation. Aus dem
Screening geht hervor, dass neben der Kombination von P. ostreatus und SBT weitere Pilz-
Treber-Kombinationen zur Aufwertung von weiterem Biertreber geeignet sind. Durch die
VergroRerung des Prozesses in einen Industrie-Mafistab und weitere Optimierung kdnnte
samtlicher in der Brauerei anfallender Biertreber fermentiert und fur die Lebensmittelindustrie

zuganglich gemacht werden.
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Abstract

Due to a constantly growing world population and the accompanying, constantly increasing
demand for food, a sustainable circular economy should be established. This ensures an
optimal use of resources and reduces waste. Therefore, the by-products from food production
should be harnessed for human nutrition. Brewer's grains are the most important by-product
of the beer brewing industry. It has good nutritional values and accrues in food-grade quality.
Currently, its use in food is limited for sensory reasons and it is mainly used as animal feed.
The aim of this project was to upgrade spent grains by fermentation with basidiomycetes to
make them usable as a food ingredient for the food industry, e.g. as a meat substitute.

The basic analysis of the spent grains confirmed the nutritional values described in the
literature. The average values were 15 g (100 g)' for the true protein content, 12 g (100 g)”'
for the total fat content and 3 g (100 g)™ for the ash content.

In a surface culture screening, 144 basidiomycetes were cultivated on agar plates using spent
grains of wheat beer, pilsner and black beer as sole nutrient sources, respectively. Due to their
rapid growth, dense mycelium or spicy odor, 27 basidiomycetes were selected for a second
screening in submerged culture. From the screening in submerged culture, the combination of
Pleurotus ostreatus and black beer spent grains (SBT) was selected, as the fermentation
yielded a high crude protein content of 6 g L™ and P. ostreatus is a well-known edible fungus.
By supplementing 20 g L™ beer wort to the SBT medium, fungal growth was observed in the
preculture at an initially neutral pH value. The use of such a preculture represents an
alternative to growing precultures in malt extract medium.

The fermentation of SBT with P. ostreatus was successfully transferred to bioreactors on 1 and
5 L scale and optimized. The optimization was carried out with design of experiments (DOE)
and aimed at maximizing the ergosterol content [mg g'] and [mg L"]. Simultaneously the
inoculum volume was reduced in order to save costs. The models were validated by
confirmation runs and resulted in 1.23 mg g™ and 15.54 mg L™ ergosterol under optimized
conditions with 4.4% inoculum.

Semi-continuous fermentation strategies were used to save costs and further optimize the
fermentation. Therefore, a part of the fermentation broth was used as inoculum for subsequent
cultures or the culture supernatant was used as a water substitute in fresh media. No negative
effects on fungal growth were observed in each of four successive generations. In addition,
feeding wort during the cultivation in the bioreactor improved fungal growth. The ergosterol
content increased from 1.96 mg g™ in fermentations without feeding to 3.39 mg g™

The fermentation with P. ostreatus increased the true protein content of the biomass from
16 g (100 g)" to 20 g (100 g)™' compared to the spent grains and reduced the total fat content
from 10 g (100 g)" to 4 g (100 g)". The biological value was improved from 88 to 94, which

approximately corresponded to the biological value of the mycelium without side stream.
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Tryptophan and lysine were limiting in the unfermented spent grains, while after fermentation,
methionine, cysteine and lysine were limiting. For lysine, the chemical score increased from
78.3 t0 92.4. The fermentation increased the proportion of unsaturated fatty acids from 66% to
70%. The main fatty acids in the biomass were linoleic, palmitic and oleic acid.

Headspace solid phase microextraction (HS-SPME) was used to extract the aroma
compounds from SBT, the mycelium of P. ostreatus and the fermented spent grains. By using
gas chromatography with tandem mass spectrometry and olfactometry (GC-MS/MS-O),
hexanal, 1-octen-3-one and (E)-2-octenal were detected in all samples. After fermentation,
furfural, (E)-2-nonenal, 2-furanmethanol and 2-phenylethanol were no longer detected.
Instead, 3-methylbutanal, 3-octanone, 1-octen-3-ol and benzaldehyde were detected.
1-Octen-3-one was the aroma compound with the highest flavor dilution (FD)-factor in all
samples; an FD-factor of > 256 was determined in both mycelia. A sensory panel described
the odor of the thawed biomass from SBT and P. ostreatus as spicy and slightly mushroom-
like and roasted. Due to the consistency, the thawed sample was preferred over the not
previously frozen sample.

Fermentation with P. ostreatus was used to improve the true protein content, biological value
and fatty acid distribution of the spent grains within four days. The fermented spent grains
represent a starting product for the extraction of mycoprotein or the development of meat
substitutes. The results from the semi-continuous fermentations over several generations and
the fed-batch experiments suggest further potential for optimizing the fermentation. The
screening revealed that, in addition to the combination of P. ostreatus and SBT, other
mushroom-spent grain combinations might be suitable for upgrading other spent grains. By
scaling up the process to an industrial scale and further optimization, all spent grains produced

in the brewery could be fermented and made available for the food industry.
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Abkurzung Bedeutung

AA Aminoséure

AAS Amino Acid Score

ANOVA analysis of variance

AVA Aromaverdinnungsanalyse

BW Biologische Wertigkeit

CS Chemical Score

DFFITS difference in fits

DO dissolved oxygen, geldster Sauerstoff

DOE design of experiments

EAAI Essential Amino Acid Index

F flow, Begasungsrate

FD flavor dilution

FID Flammenionisationsdetektor

FS Fettsdure

FSME Fettsduremethylester

GC Gaschromatograph/Gaschromatographie

GRAS generally recognized as safe, allgemein als
sicher anerkannt

HS head space, Kopfraum

MBTH 3-Methyl-2-benzothiazolinon-Hydrazon-
Hydrochlorid

ME(A) Malzextrakt(agar)

MS Massenspektrometrie

MSTFA N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid

N agitation, Rihrgeschwindigkeit

nz nicht zerkleinert

) Olfaktometrie

ODP Olfaktometrie Detektor Port

POS Pleurotus ostreatus

PT Pilsenertreber

RBF repeated-batch fermentation, mehrfache
Batch-Fermentation

RI Retentionsindex

SBT Schwarzbiertreber
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Abkulrzung Bedeutung

SPME solid phase micro extraction,
Festphasenmikroextraktion

TAA total amino acids

THF Tetrahydrofuran

™ Trockenmasse

VE voll entsalzt

WT Weizentreber

z zerkleinert
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Einleitung und Aufgabenstellung

1 Einleitung und Aufgabenstellung

1.1 Nebenstrome und Kreislaufwirtschaft

In der Mitte der 2080er Jahre wird ein Maximum der Weltbevolkerung von 10,3 Milliarden
Menschen erwartet. 2024 wurde die Weltbevdlkerung mit 8,2 Milliarden Menschen angegeben
(United Nations Department For Economic And Social Affairs 2024). Damit verbunden ist ein
erhohter Bedarf an Lebensmitteln. Um den weltweiten Bedarf in 2050 zu decken, misste die
Lebensmittelproduktion im Vergleich zum Jahr 2005 um 70% gesteigert werden (FAO 2009).
Im Jahr 2023 litten 9% der Weltbevdlkerung unter Hunger. Das entspricht weltweit jedem 11.
Menschen. Etwa 29% der globalen Bevoélkerung waren erndhrungsunsicher. Eines der
nachhaltigen Entwicklungsziele der UN ist das Besiegen des weltweiten Hungers bis 2030
(FAO et al. 2024).

Wahrend der weltweiten Produktion gehen etwa 14% der Lebensmittel verloren. Hierbei nicht
berlcksichtigt sind Verluste im Einzelhandel und auf Verbraucherebene. Die Reduzierung von
Lebensmittelverlusten und -verschwendung ist wichtig, um Erndhrungsziele wie das Beenden
von Hunger zu erreichen (FAO 2019).

Bei der Herstellung von Lebensmitteln fallen Nebenstrome an. Dazu zahlen beispielsweise
Traubentrester aus der Weinproduktion, Apfeltrester sowie Zitrusschalen aus der
Saftproduktion, Kartoffelschalen, Olivenpresskuchen aus der Olherstellung oder
Getreidenebenprodukte (Schieber 2017). Diese Nebenstrome enthalten wertvolle Inhaltsstoffe
wie Protein, Rohfaser, Fett, Antioxidantien, Vitamine und Mineralstoffe. Aus den
Nebenstromen der Lebensmittelproduktion werden in der Regel Non-Food Artikel. Dazu
zahlen die Verwendung als Tierfutter, Biomasse oder Abfall. Durch geeignete Verfahren
kénnen die Nebenstréme jedoch aufgewertet und fir die menschliche Ernadhrung nutzbar
gemacht werden. Im Sinne einer nachhaltigen Kreislaufwirtschaft ist es erforderlich, die
Nebenstrome wieder in den Wertschdpfungskreislauf einzubringen (Aschemann-Witzel und
Stangherlin 2021; Salvatore et al. 2024).

1.2 Bierherstellung und Nebenstrome der Brauindustrie

1.2.1 Bier

In Deutschland wurden in 2024 82 Mio. hL Bier produziert. Je Einwohner gerechnet wurde ein
Bierkonsum von ca. 82 L berechnet (Statistisches Bundesamt 2025). Insgesamt wurden im
Jahr 2022 weltweit 185 Mio. Tonnen Bier produziert (FAOSTAT). Bier wird aus Wasser,

Gerstenmalz, Hopfen und Hefe sowie gegebenenfalls Zusatzen hergestellt. Zu Beginn wird
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das Braumalz gemahlen und eingemaischt. Hierbei wird durch Mischen und Erhitzen die
Starke hydrolysiert. Die Maische besteht aus dem extrahierten Getreideriickstand und der
flussigen SuRwirze (Olajire 2020). Beim Lautern wird die Wirze vom Treber getrennt.
Anschlie3end wird sie gekocht und Hopfen zugesetzt. Durch das Wirzekochen koaguliert das
Getreideeiweil3, die vorhandenen Enzyme werden inhibiert und Metallionen, Gerbstoffe und
Fette bilden unldsliche Komplexe. Diese werden durch das Klaren der Wirze entfernt.
Nachdem die Wirze geklhlt und bellftet wurde, erfolgt die Zugabe von Hefe. Diese
metabolisiert die enthaltenen Zucker und setzt Ethanol, CO. und Aromastoffe frei.
AbschlielRend wird das Jungbier gelagert, erneut filtriert und abgefilit (Olajire 2020).

Die Hauptnebenstrome der Bierproduktion sind Biertreber, Althefe, Kieselgur-Schlamm und
Abwasser (Fillaudeau et al. 2006; Olajire 2020).

1.2.2 Biertreber

Das Nebenprodukt, das mit 85% den grofdten Anteil der Nebenprodukte ausmacht, ist
Biertreber. Bei der Herstellung von 100 L Bier fallen durchschnittlich 20 kg Biertreber an
(Mussatto et al. 2006; Mathias et al. 2015; Ortiz et al. 2019). Bei der Bierproduktion fielen
dementsprechend innerhalb des Jahres 2024 allein in Deutschland 1,64 Mio. Tonnen
Biertreber an.

Biertreber enthalt hauptsachlich Spelzen, das Perikarp und die Samenschale von
Braugetreide. Uberwiegend wird hierbei Gerste eingesetzt. Neben dem groRen Faseranteil,
der aus Lignozellulose besteht, ist Treber reich an Protein. Ein Grofteil der in Getreide
enthaltenen Starke wird wahrend des Brauprozesses abgebaut (Kissell und Prentice 1979;
Mussatto et al. 2006; Mussatto 2014).

Derzeit wird der anfallende Biertreber Gberwiegend als Tierfutter genutzt. In Europa werden
etwa 70% des Trebers fiir die Rindermast und Milchviehhaltung eingesetzt. Weitere 20%
werden kompostiert und 10% fur die Produktion von Biogas verwendet. Teilweise wird Treber
sogar nach einer Trocknung verbrannt oder endet auf Deponien (Knirsch et al. 1999; Bianco
et al. 2020). In wissenschaftlichen Arbeiten wurden bereits weitere verschiedene
Einsatzmdglichkeiten evaluiert. Dazu zahlen die Verwendung in Bioplastik, in der Biokraftstoff-
Herstellung und Ethanol-Produktion, als Adsorbens und als Lebensmittel-Zusatz oder -Zutat.
Der Einsatz in Lebensmitteln ist jedoch begrenzt, da der Treber-Zusatz zu sensorischen
Veranderungen der Produkte flhrt (Mussatto 2014; Lisci et al. 2024; Belardi et al. 2025).
Aufgrund seiner hohen Feuchte und Zusammensetzung ist Biertreber anfallig fur mikrobiellen
Verderb. Gleichzeitig eignet sich Treber durch diese Eigenschaft als Nahrmedium fir
mikrobielle Fermentationen. Verschiedene Arbeiten zeigen bereits die erfolgreiche Kultivierung
von Bakterien, Hefen und Pilzen unter der Verwendung von Biertreber (Robertson et al. 2010;
Mussatto 2014; Mitri et al. 2022).
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1.2.3 Althefe

Bei Althefe handelt es sich nach Biertreber um einen der Haupt-Nebenstrdme der
Bierindustrie. Pro m® Bier fallen durchschnittlich 2 kg Althefe an (Ferreira et al. 2010). Bierhefe
wird in der Regel vier- bis sechsmal wiederverwendet, bevor sie als Nebenstrom anfallt. Althefe
enthalt neben Hefe Bierfeststoffe und Trub. Sie sollte daher nicht mit Reinzuchthefen
verwechselt werden, die zum Bierbrauen eingesetzt werden (Huige 1994; Ferreira et al. 2010).
Analog zum Biertreber wird Althefe aktuell GUberwiegend als Tierfutter verwendet und teilweise

verbrannt oder auf Deponien entsorgt (Ferreira et al. 2010; Karlovi¢ et al. 2020).

1.2.4 Malzkeime

Vor dem eigentlichen Brauprozess erfolgt das Malzen der Gerste. Das Malzen entspricht einer
Keimung unter kontrollierten Bedingungen und dient der Enzymaktivierung. Dazu wird die
Gerste eingeweicht, gekeimt und gedarrt. Durch diesen Vorgang werden hydrolytische
Enzyme freigesetzt, die die Zellwande, Proteine und die Starke teilweise verdauen. Dies macht
das Korn brichiger (Celus et al. 2006; Ferreira et al. 2010; Karlovi¢ et al. 2020).

Die Keimlinge und Wurzeln, welche zusammen 3-5% des Malzes ausmachen, bleiben nach
dem Malzen Ubrig. Sie werden vom Malz getrennt, da sie Feuchtigkeit absorbieren und dem
Bier eine Bitternote und eine unerwiinschte Farbung geben wirden. Da sie nahrstoffreich sind,

werden sie als Tierfutter eingesetzt (Celus et al. 2006; Karlovi¢ et al. 2020).

1.3 Pilzfermentation

1.3.1 Basidiomyceten

Schatzungsweise gibt es weltweit Gber 5 Millionen verschiedene Pilzarten. Dazu zahlen neben
denen im Volksmund als ,Pilze* bezeichneten Arten unter anderem Hefen und Schimmelpilze.
Die auch als Standerpilze bekannte Abteilung Basidiomycota umfasst etwa 30.000 Arten, zu
denen die meisten bekannten Speisepilze gehdren. Ungefahr 25 der Arten werden als
Lebensmittel akzeptiert (Fazenda et al. 2008; Blackwell 2011; Valverde et al. 2015). Weltweit
am haufigsten konsumiert werden davon Agaricus bisporus, Pleurotus ssp. und Lentinula
edodes (Valverde et al. 2015; Roncero-Ramos und Delgado-Andrade 2017). Pilze sind
ernahrungsphysiologisch gut fir den Menschen geeignet, da sie einen niedrigen Fett- und
Energiegehalt aufweisen und reich an Protein und Rohfaser sind. Der Proteingehalt von Pilzen
ist vergleichbar mit dem von Hulsenfrichten. Im Pilzprotein sind dabei alle essentiellen

Aminosauren vertreten, was in einer hohen biologischen Wertigkeit (BW) resultiert. Diese ist

3
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je nach Stamm hdher als die BW von Sojaprotein (Gonzalez et al. 2020; Berger et al. 2022;
Libeck und Lubeck 2022).

Fur ihr Wachstum bendtigen Pilze primar organischen Kohlenstoff und Stickstoff. Letzterer
kann aus organischen oder anorganischen Quellen stammen. Aus diesem Grund eignen sich
viele verschiedene Substrate zur Pilzkultivierung (Berger et al. 2022; Libeck und Libeck
2022). In der Literatur wurden neben synthetischen Medien bereits unterschiedliche
Nebenstrome wie verschiedene Trester, Kartoffelplilpe, Kakaobohnenschalen und viele
weitere erfolgreich zur Pilzkultivierung eingesetzt (Ahlborn et al. 2019; Papadaki et al. 2019;
Bickel Haase et al. 2024; Happel et al. 2025). Zur Verwertung dieser Substrate werden
entsprechende Enzyme sekretiert, welche die Pflanzenzellwdnde zersetzen. Dabei wird
zwischen Braun- und Weil3faulepilzen unterschieden. Weildfaulepilze sind in der Lage neben
Zellulose und Hemizellulose auch Lignin abzubauen (Fazenda et al. 2008; Gonzalez et al.
2020).

1.3.2 Pleurotus ostreatus

Zu den Weil¥faulepilzen gehdrt die Gattung Pleurotus ssp., die etwa 40 Arten umfasst. Diese
sind kommerziell erhaltlich und essbar. Aufgrund von Inhaltsstoffen wie phenolischen
Substanzen und p-Glucanen werden sie teilweise als Medizinalpilze genutzt (Valverde et al.
2015). Naturlicherweise leben Pleuroten auf lebenden oder toten Pflanzenteilen, die arm an
Nahrstoffen und Vitaminen sind. Sie wachsen jedoch auch schnell und gut in Flissigkultur
(Zadrazil 1978).

Die bekannteste Art ist Pleurotus ostreatus. Sie ist auch unter dem Namen Austernseitling
bekannt. Die Fruchtkérper von Austernseitlingen werden seit den 1970er Jahren industriell
produziert (Zadrazil 1978). Sie zeichnen sich durch einen hohen Proteingehalt aus, der sich
kaum von dem des Myzels unterscheidet. Die biologische Wertigkeit des Proteins ist hoch und
wird primar durch Methionin limitiert (Manu-Tawiah und Martin 1987).

P. ostreatus wurde bereits erfolgreich auf verschiedenen Nebenstrémen wie Weintrub und
Trester, verschiedenen Pflanzenfasern, Papier und Sagespanen Kkultiviert. Fruchtkdrper
wurden auch bereits auf biertreberhaltigen Medien kultiviert (Wang et al. 2001; Mandeel et al.
2005; Papadaki et al. 2019; Bakratsas et al. 2024).

1.3.3 Myzelproduktion

Eine Alternative zu der Produktion von Fruchtkérpern ist die Myzelkultivierung. Bei Myzel
handelt es sich um den vegetativen Teil des Pilzes, der netzwerkartig wachst (Islam et al.
2017). Myzel kann in filamentdser Form in Festbettkultivierung oder in Fllssigkultur produziert

werden. In Flussigkultur sind die filamentdésen Strukturen dicht verwoben und liegen in

4
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kugelférmigen, sogenannten Pellets vor (Papagianni 2004; Scholtmeijer et al. 2023). Die
Flussigkultur wird auch als Submerskultur bezeichnet und stellt einen biotechnologischen
Prozess dar, in dem ein Pilz in einem flissigen Nahrmedium wachst. Die Kultur wird wahrend
der Fermentation geruhrt, um den Sauerstofftransport ins Medium zu gewahrleisten (Gonzalez
et al. 2020).

Im Vergleich zur Fruchtkdrperproduktion ist die Submersfermentation weniger aufwandig,
kdrzer und erfordert weniger Platz. Grundsatzlich lassen sich die Fermentationen in beliebigen
Malstaben durchfuhren. Sie sind nicht zeit- oder ortsgebunden und kénnen dementsprechend
dort durchgefihrt werden, wo Substrat verfligbar ist. In Bioreaktoren kénnen die bevorzugten
Kultivierungsparameter eingestellt und die Fermentation mithilfe von Sensoren Uberwacht
werden (Corréa et al. 2016; Berger et al. 2022; Scholtmeijer et al. 2023). Pilze wachsen
schneller als Pflanzen und insbesondere durch die Kultivierung in Bioreaktoren kann qualitativ
hochwertiges Pilzprotein gewonnen werden. Der CO,-Ausstol’ ist dabei im Vergleich zur
Produktion von Insekten oder Pflanzen geringer. Durch die Verwendung von Nebenstrémen
aus der Lebensmittelindustrie und die Wiederverwendung von Wasser aus dem
Kultivierungsprozess kann eine nachhaltige Kreislaufwirtschaft angestrebt werden (Berger et
al. 2022).

Fruchtkérper und Myzel weisen Unterschiede in Bezug auf die quantitative Zusammensetzung
auf. Dies wird auf eine unterschiedliche Genexpression zurlckgefuhrt (Berger et al. 2022;
Chen et al. 2025). Fruchtkdrper von Speisepilzen werden allgemein als sicher (generally
recognized as safe, GRAS) anerkannt. Myzel hingegen wurde vor dem 15. Mai 1997 nicht in
nennenswertem Umfang in der EU flr den menschlichen Verzehr verwendet und fallt unter
Artikel 3 Abs. 2 a) der VO (EU) 2015/2283 (Novel Food Verordnung). GemaR Artikel 6 Abs. 2
dirfen ,nur zugelassene und in der Unionsliste aufgeflihrte neuartige Lebensmittel [...] als
solche in Verkehr gebracht oder in und auf Lebensmitteln verwendet werden®. Derzeit ist
lediglich ein Myzelauszug von Lentinula edodes zugelassen (Beschluss der Kommission vom
2. Februar 2011).

1.4 Fleischersatzprodukte und Mykoprotein

Mit dem Anstieg der Weltbevdlkerung wird mit einer erhdhten Nachfrage nach tierischen
Produkten gerechnet (FAO 2009). Seit 1961 hat sich die Produktion von Wiederkauerfleisch
mehr als verdoppelt. Die Viehhaltung hat derzeit einen erheblichen Einfluss auf die
Treibhausgasemissionen,  Versauerung von Bdden, Eutrophierung und den
SuRwasserverbrauch. 80% der landwirtschaftlichen Nutzflachen weltweit entfallen auf die

Viehzucht. Dazu zahlen Weideflachen und Ackerflachen fir die Futterproduktion (Poore und
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Nemecek 2018; Humpendder et al. 2022). Aufgrund dieser Lage besteht ein steigender Bedarf
fur Fleischalternativen.

Fleischersatzprodukte imitieren den Geschmack, das Aussehen und die Textur von tierischem
Fleisch. Fleischersatz kann aus Pflanzen, Insekten, Algen oder Pilzen hergestellt werden. Auf
dem Markt Uberwiegt aktuell der Anteil der pflanzenbasierten Produkte (Kim et al. 2011; Swing
et al. 2021; Boukid und Gagaoua 2022).

Die bekanntesten Fleischalternativen auf Pilzbasis sind Tempeh und Quorn. Bei Tempeh
handelt es sich um eine schnittfeste Masse, die traditionell aus mit Rhizopus ssp. fermentierten
Bohnen besteht. Tempeh ist ein traditionelles Lebensmittel in Indonesien (Nout und Kiers
2005). Quorn ist die Markenbezeichnung fur Myzel von Fusarium ssp.. Dieses wird in einer
kontinuierlichen Flissigfermentation hergestellt, bei der sich alle vier bis finf Stunden die
Zellmasse verdoppelt. Das Kulturmedium ist synthetisch und besteht aus Glucose,
Ammonium, Mineralstoffen und Biotin (Sadler 1988). Quorn hat einen hohen Proteingehalt mit
einer hohen biologischen Wertigkeit, die vergleichbar mit der von Huhnerei ist.
Dementsprechend wird Quorn haufig als Mykoprotein bezeichnet. Diese Bezeichnung meint
Protein aus Pilzmyzel (Sadler 1988; Derbyshire et al. 2023; Todorov et al. 2024).

Im Vergleich zu tierischem Protein hat Mykoprotein einen kleineren dkologischen FuRabdruck.
Durch die Verwendung von Nebenstromen bei der Medienherstellung kann dieser weiter
verkleinert werden. Bei 20% Substitution von Wiederkauerfleisch durch Mykoprotein kdnnten
die COz-Emissionen durch Entwaldung bis 2050 halbiert und zudem der Methanaussto3
verringert werden (Upcraft et al. 2021; Humpendder et al. 2022; Todorov et al. 2024).
Mykoprotein hat weniger Fett und durch Ballaststoffe wie AGlucan einen hdheren
Kohlenhydratanteil als vergleichbare Soja-Produkte. Zusatzlich werden eine bessere Textur
und besserer Geschmack von Mykoprotein im Vergleich zu pflanzenbasierten Produkten
beschrieben (Kim et al. 2011). Der bessere Geschmack lasst sich auf Glutaminsaure und
Asparaginsaure zurlckfuhren. Diese sind die Hauptaminosauren im Pilzmyzel und sorgen fiir

einen Umami-Geschmack (Todorov et al. 2024).

1.5 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war die Aufwertung des bislang kaum fiir die Lebensmittelherstellung genutzten
Biertrebers durch die Fermentation mit Basidiomyceten. Dazu war eine geeignete Pilz-
Substrat-Kombination fir die Flissigfermentation zu ermitteln. Um eine Auswahl der
Organismen flr ein Screening in FlUssigkultur zu erhalten, war zunachst ein Screening in
Oberflachenkultur durchzuflihren.

Die Fermentation der gewahlten Pilz-Substrat-Kombination sollte im Hinblick auf einen

industriellen Prozess optimiert und im Labormalistab vergrofiert werden. Dazu wurden
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verschiedene Parameter wahrend der Fermentation sowie die Kulturfiihrung variiert. Die aus
der Fermentation erhaltene Biomasse sollte chemisch und sensorisch charakterisiert werden.
Dabei wurde der Fokus auf die Veranderungen der Nahrwerte, sowie des Aminosaure- und
Fettsaureprofils gelegt. Die sensorische Charakterisierung erfolgte, um Veranderungen des
Aromas durch die Fermentation festzustellen. Da das Fermentationsprodukt als Fleischersatz
eingesetzt werden soll, ist ein ansprechendes Aroma wichtig. Da das Pilzmyzel nach der
Fermentation derzeit nicht von den Treber-Resten getrennt werden kann, war der Pilzanteil in
der Biomasse zu bestimmen. Hierfir wurde standardmaRig der Biomarker Ergosterol
verwendet. Erganzend dazu wurden andere Methoden, wie die Chitinbestimmung, getestet.

Im Anschluss an diese Arbeit wird ein industrieller Prozess auf der Grundlage der in dieser
Arbeit ermittelten Daten angestrebt. Dieser wertet den Biertreber durch Fermentation auf und

fuhrt das Produkt im Sinne einer Kreislaufwirtschaft wieder der Lebensmittelindustrie zu.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Substrate

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Substraten handelte es sich um Nebenstrome der
Brauindustrie. Diese wurden von der Stértebeker Braumanufaktur GmbH (Stralsund, DE) zur
Verfliigung gestellt. Bei den verwendeten Biertrebern handelte es sich um Weizenbiertreber
(WT), Pilsenertreber (PT) und Schwarzbiertreber (SBT, Abbildung 2-1). Die Treber wurden
nach der Probenahme gefroren und in Thermoboxen geliefert. Die Temperatur im Inneren der
Boxen bei Probenerhalt lag zwischen -5 °C und 5 °C. Der Treber wurde bei -20 °C gelagert
und etwa 24 h vor Verwendung bei Raumtemperatur aufgetaut. Sofern nicht anders
beschrieben, wurde der Treber vor der Verwendung mit einem Thermomix fur 30 s auf Stufe 8

zerkleinert.

Abbildung 2-1: In dieser Arbeit verwendete Biertreber (von links): Weizentreber (WT), Pilsenertreber (PT) und
Schwarzbiertreber (SBT)

Neben den Biertrebern wurden Vorderwirze, Althefe und Malzkeime verwendet (Abbildung
2-2). Vorderwurze und Althefe wurden analog zum Biertreber gefroren und bei -20 °C gelagert.

Die Malzkeime waren trocken und wurden bei Raumtemperatur gelagert.

\\ - Wirze

Abbildung 2-2: Frische Vorderwtirze, Althefe und getrocknete Malzkeime

efe



Material und Methoden

2.1.2 Organismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Organismen sind mit interner Stammnummer, bevorzugtem
Medium und ihrer Herkunft in Tabelle 2-1 aufgefuhrt. Die Medienzusammensetzungen sind in
Tabelle 2-2 dargestellt.

Tabelle 2-1: In dieser Arbeit verwendete Organismen mit interner Stammnummer, bevorzugtem Nahrmedium und
Bezugsstelle; CBS: Westerdijk Fungal Biodiversity Institute; DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Géttingen: Georg-August Universitat Gottingen, FPr: Florian Prell, FAM: Falk Amelung, Alm: Adrian
Imami, VSc: Viktor Schilberg, MRu: Martin Rihl, BDa: Bianka Daubertshauser, HZI: Helmholtz-Zentrum flr
Infektionsforschung, IHI Zittau: Internationales Hochschulinstitut Zittau

Interne Stamm-Nr. Name Medium  Herkunft
3 Ischnoderma benzoinum  MEA CBS

4 Mycetinis scorodonius MEA CBS

5 Pleurotus sapidus MEA DSMZ

6 Trametes suaveolens MEA DSMZ

7 Trametes versicolor MEA unbekannt
9 Wolfiporia cocos MEA CBS

10 Pleurotus floridanus MEA Gottingen
13 Pleurotus sp. MEA DSMZ

16 Lentinula edodes MEA CBS

20 Cyathus limbatus MEA CBS

22 Wolfiporia cocos MEA Fa. NZYME
24 Laetiporus sulphureus MEA DSMZ

30 Fomitopsis pinicola MEA DSMZ

31 Pycnoporus sanguineus MEA DSMZ

34 Ganoderma sp. MEA DSMZ

35 Coprinellus sp. MEA DSMZ

37 Lentinus squarrosulus MEA DSMZ

38 Pleurotus pulmonarius MEA DSMZ

39 Lentinus crinitus MEA DSMZ

41 Coprinus comatus MEA DSMZ

42 Hypsizygus marmoreus MEA DSMZ

43 Panellus serotinus MEA DSMZ

46 Trametes hirsuta MEA DSMZ

47 Ganoderma anullaris MEA DSMZ
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Interne Stamm-Nr. Name Medium  Herkunft
52 Hygrophoropsis MEA DSMZ
aurantiaca
56 Gymnopilus sp. MEA DSMZ
57 Pholiota aurivella MEA DSMZ
59 Pholiota sp. MEA DSMZ
60 Kuehneromyces mutabilis MEA DSMZ
61 Lycoperdon pyriforme MEA DSMZ
63 Phellinus igniarius MEA DSMZ
65 Pholiota squarrosa MEA DSMZ
67 Fistulina hepatica MEA DSMZ
79 Laetiporus sp. MEA DSMZ
80 Gloeophyllum abietinum MEA DSMZ
86 Lycoperdon pyriforme MEA DSMZ
87 Armillaria sp. MEA DSMZ
88 Armillaria tabescens MEA DSMZ
89 Coprinus sp. MEA DSMZ
92 Lentinellus cochleatus var. MEA CBS
inolens
100 Pleurotus eryngii MEA DSMZ
103 Hericium erinaceus MEA InterMed Discovery GmbH,
Dortmund (DE)
110 Exidia glandulosa MEA DSMZ
112 Phlebia tremellosa MEA DSMZ
113 Pholiota nameko MEA DSMZ
114 Pleurotus citrinopileatus MEPA DSMZ
121 Abortiporus biennis MEA CBS
123 Postia sp. MEA CBS
127 Hericium cirrhatum MEA CBS
128 Hericium coralloides MEA CBS
135 Polyporus squamosus MEA CBS
136 Fomitopsis pinicola MEA CBS
139 Pycnoporus coccineus MEA CBS

10
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Interne Stamm-Nr. Name Medium  Herkunft

141 Parasola conopilea MEA CBS

144 Lentinellus cochleatus var. MEA CBS
inolens

159 Agrocybe pediades MEA CBS

160 Flammulina velutipes MEA DSMZ

161 Hypsizygus marmoreus MEA DSMZ

162 Clitocybe geotropa MEA CBS

164 Agaricus arvensis MEA CBS

165 Meripilus giganteus MEA DSMZ

166 Cyclocybe aegerita MEA Sylvan Inc., Kittanning (US)

167 Fomes fomentarius MEA FAM

168 Flammulina velutipes MEA FAM

170 Verticillium sp. MEA DSMZ

176 Ganoderma applanatum MEA FAM

177 Pleurotus sp. MEA Gottingen

178 Pleurotus cornucopiae MEA Géttingen

179 Pleurotus ostreatus MEA Gottingen

183 Macrolepiota procera MEA Gottingen

186 Armillaria mellea MEA DSMZ

187 Pleurotus ostreatus MEA Yoichi Honda

189 Psathyrella candolleana MEPA FAM

190 Trametes hirsuta MEPA FAM

192 Fomitopsis pinicola MEPA FAM

194 Kuehneromyces mutabilis MEPA FAM

196 Pycnoporus cinnabarinus ~ MEA DSMZ

197 Mycena alnetorum MEPA FAM

201 Piptoporus betulinus MEPA FAM

202 Macrolepiota procera MEPA FAM

205 Clitopilus sp. MEPA FAM

206 Crepidotus sp. MEPA FAM

207 Clitocybe nebularis MEPA FAM

208 Meripilus giganteus MEPA FAM

11
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Interne Stamm-Nr. Name Medium  Herkunft
210 Phellinus igniarius MEPA FAM
211 Trametes ochracea MEPA FAM
212 Coprinellus micaceus MEPA FAM
214 Hypholoma sublateritum  MEPA FAM
217 Leucopaxillus tricolor MEPA FAM
220 Mycena pseudocorticola MEPA FAM
222 Lycoperdon pyriforme MEPA FAM
223 Psathyrella piluliformis MEPA FAM
226 Parasola conopilus MEPA FAM
227 Gloeophyllum trabeum MEPA FAM
228 Clitocybe sp. MEPA FAM
229 Armillaria gallica MEPA FAM
230 Daedaleopsis confragosa MEPA FAM
232 Gloeophyllum abietinum SNL FPr
233 Trametes ochracea MEPA FPr
234 Phlebia tremellosa MEPA FPr
239 Gloeophyllum sepiarium MEPA FPr
245 Ischnoderma benzoinum  MEA FPr
248 Pholiota lignicola MEPA Alm
252 Sparassis crispa MEA FPr
254 Hypholoma sublateritium  MEA FPr
256 Trametes versicolor SNL FPr
264 Stropharia rugosoannulata MEA Mycelia, Deinze (BE)
270 Cyclocybe aegerita MEA IHI Zittau
274 Ustilago maydis MEPA MB215
275 Coprinellus flocculosus MEPA VSc
279 Cyclocybe aegerita MEA MRu
289 Hymenopellis radicata MEPA FPr
290 Agaricus bernardii MEPA FPr
295 Pleurotus pulmonarius MEPA FPr
296 Laetiporus sulphureus MEA FPr

12
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Interne Stamm-Nr. Name Medium  Herkunft

301 Clitocybe gibba SNL FPr

307 Gymnopus peronatus SNL FPr

309 Mycetinis alliaceus SNL FPr

310 Psathyrella candolleana MEA FPr

313 Cyclocybe aegerita MEA Senckenberg  Gesellschaft,
Frankfurt (DE)

316 Lycoperdon pyriforme MEPA FPr

319 Laetiporus sulphureus MEA FPr

331 Stereum hirsutum MEPA BDa

332 Coprinus comatus MEA FPr

337 Trametes cinnabarina MEPA FPr

342 Strobilurus esculentus MEPA FPr

345 Stropharia rugosoannulata MEA Mycelia, Deinze (BE)

348 Auriscalpium vulgare MEPA FPr

383 Cyclocybe aegerita MEA MRu

408 Cyclocybe aegerita MEA MRu

433 Mycena galericulata MEA CBS

435 Inonotus obliquus MEA CBS

436 Pleurotus sp. MEPA CBS

451 Agaricus sp. MEPA DSMZ

484 Hericium coralloides YM 6.3 HZI Braunschweig  (AG
Stadler)

485 Pleurotus dryinus MEPA DSMZ

491 Ganoderma lucidum MEPA DSMZ

502 Flammulina velutipes MEA DSMZ

503 Lactarius torminosus MEA CBS

506 Schizophyllum commune  MEA Han  Wéstern,  University
Utrecht

515 Hericium sp. MEA Myco Genetics

517 Clitocybe sp. MEPA DSMZ

518 Stropharia caerulea MEPA DSMZ

520 Grifola frondosa MEA Mycelia, Deinze (BE)
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Tabelle 2-2: Zusammensetzungen der verwendeten Medien

MEA MEPA SNL YM6.3
Malzextrakt 20gL" 30glL" 10glL’
Agar-Agar 15gL" 15¢gL™ 15gL" 15gL"
Sojapepton 3glL’
Glucose Monohydrat 30gL" 4glL
Asparagin Monohydrat 45gL"
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5¢gL"
Magnesiumsulfat Monohydrat 05gL"
Hefeextrakt 3glL’ 4glL"’
Spurenelement-Lésung 1mL L’
pH-Wert nativ 5,6 6,0 6,3

2.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien sind im Folgenden

aufgeflihrt (Tabelle 2-3).

Tabelle 2-3: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien mit Bezeichnung, Hersteller und Herstellerort

Gerat Bezeichnung Hersteller Herstellerort

Alufolie Starke 30 pm Th. Geyer GmbH & Renningen, DE
Co. KG

Aminosaureanalysator | S433 Amino Acid Sykam GmbH Eresing, DE

Aufschlussbecher HT Probenglas C. Gerhardt GmbH & Konigswinter,
Co. KG DE

Autoklav Laboklav 25B SHP Steriltechnik Haldensleben,

Laboklav 160 MSL DE

Braunglas Vial

Brutschrank

Derivatisierungs-

rohrchen

Edelstahlsieb

Einwegspritzen 1 mL

bis 10 mL

Kurzgewindeflaschen
ND9 Braunglas, 1,5 mL
INE 500

Kulturrohrchen 16

X

160 mm mit Gewinde und

Kappe
Rundsieb,
Maschenweite 1,5 mm

Braun Inkjet

Edelstahl,

Th. Geyer Gmb
Co. KG

H & Renningen, DE

Memmert GmbH & Schwabach,

Co. KG DE

Otto E. Kobe KG Marburg, DE

Contacto Bander Erkrath, DE

GmbH

B. Braun SE Melsungen,
DE
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Herstellerort

Einwegspritzen 50 mL
mit Luer-Lock

Enghals
Erlenmeyerkolben
Exsikkator
Extraktionsbecher
Extraktionshulsen aus
Cellulose

Faltenfilter

Feinwaage

Feuchtebestimmer

Gefriertrockner

Glaswolle

Grobwaage

HS-Kappe

HS-Vial

Hydrotherm

Terumo Syringe

100 — 2000 mL

250 mL

MN 615 1/4 D=185 mm

BP 211 D

SI-234A

MA 35

Alpha 1-2 LD Plus

extra fein

Acculab ATL-2202

Feingewindeschraub-
ND18,

8 mm

kappe
magnetisch,
Mittelloch, Silikonseptum
Feingewindeflasche,

20 mL, Klarglas
Hydrotherm-H5-
Apparatur

Terumo Corporation

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

Glaswek Wertheim
C. Gerhardt GmbH &
Co. KG

C. Gerhardt GmbH &
Co. KG
Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG
Sartorius Lab
Instruments GmbH &
Co. KG
Denver Instrument
Company

Lab
Instruments GmbH &
Co. KG

Martin Christ

Gefriertrocknungs-

Sartorius

anlagen GmbH

Th. Geyer GmbH &
Co. KG
Sartorius Lab
Instruments GmbH &
Co. KG

Th. Geyer GmbH &

Co. KG

Th. Geyer GmbH &
Co. KG
C. Gerhardt GmbH &
Co. KG

Laguna, PH
Renningen, DE
Wertheim, DE
Kdnigswinter,
DE
Kdnigswinter,
DE

Diren, DE

Gottingen, DE

Denver, US

Gottingen, DE

Osterode
Harz, DE

am

Renningen, DE

Gottingen, DE

Renningen, DE

Renningen, DE

Kdnigswinter,
DE
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Gerat Bezeichnung Hersteller Herstellerort

Impfnadel Impfésenhalter PP, nach Th. Geyer GmbH & Renningen, DE
Kolle Co. KG

Kjeldahl Turbotherm C. Gerhardt GmbH & Kdnigswinter,

Aufschlussblock Co. KG DE

Kjeldahl-Kolben Kjeldahl-Kolben = K250, C. Gerhardt GmbH & Konigswinter,
250 mL Co. KG DE

Kjeldahl Vacusog C. Gerhardt GmbH & Konigswinter,

Saurewascher Co. KG DE

Klarglas Vials

Kolbenhubpipetten
(0,5-5mL, 1-10 mL)
Kolbenhubpipetten
(2-20 L, 20-200 pL,
100-1000 L)
Kolbenhubpipetten-
spitzen

Korkbohrer

Kivetten

Magnetrihrer

Magnetrihrstabchen

Medizinbecher

Membranfilter

Messkolben

Mikroeinsatz 0,1 mL

Morser und Pistill

Muffelofen

Kurzgewindeflaschen
ND9 Klarglas, 1,5 mL

Transferpette S

peqPETTE (Peglab)

20 pL, 200 pL, 1000 pL

Korkbohrer 5,0 mm

10 x4 x 45 mm

Heiz- und Magnetrihrer,
analog, Keramikplatte
15-40 mm

30 mL, transparent
Nylon Membran,
Durchmesser 25 mm,
Porengrofe 0,45 pm
Messkolben

10 — 2500 mL

aus Porzellan

Controller B 180

Lab Logistics Group
GmbH

Brand GmbH & Co.
KG
VWR
GmbH

International

Greiner Bio-One

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

Sarstedt Ag & Co.
KG

Otto E. Kobe KG

Otto E. Kobe KG
Otto E. Kobe KG

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

Lab Logistics Group
GmbH

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

Nabertherm GmbH

Meckenheim,
DE
Wertheim, DE

Darmstadt, DE

Kremsmiinster,
AT
Renningen, DE

Nimbrecht,
DE

Marburg, DE
Marburg, DE
Marburg, DE
Renningen, DE
Renningen, DE
Meckenheim,
DE

Renningen, DE

Lilienthal, DE
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Gerat Bezeichnung Hersteller Herstellerort
Orbitalschuttler Orbitron Infors HAT Bottmingen,
CH

Passiertuch 50 x 50 cm, feingewebt, Dichtegrad 100, Baumwolle

Pasteurpipette Otto E. Kobe KG Marburg, DE

Pergamentschiffchen Macherey-Nagel Duren, DE

(stickstofffrei) GmbH & Co. KG

Peristaltikpumpe Masterflex L/S Economy Cole Parmer Vernon  Hills,
Drive us

Petrischalen PS, 94/16 mm, mit Greiner Bio-One Kremsmiinster,
Nocken AT

pH-Meter SevenkEasy pH Meter Mettler Toledo GmbH Urdorf, CH

pH-Teststreifen
Photometer

PP
Kurzgewindekappen
PP

Kurzgewindekappen

Pyrex-Réhrchen

Quarztiegel
Rundfilter

Schott-Flaschen

Siedesteinchen

Soxtherm

Sterilstopfen

S20
LLG-Universal
Papier pH 1-14
UviLine SI1 7000
Septum:
RedRubber/PTFE
Septum: PTFE

Indikator

Pyrex Kulturréhrchen mit
rundem Boden aus
Borosilikatglas mit

Schraubverschluss,

Kapazitat 19 mL

MN 612 Durchmesser
9cm
Gewindeflasche mit
Ausgielring und Kappe,
50 — 1000 mL

Typ A

Soxtherm

Zellstoffstopfen

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

S| Analytics

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

Th. Geyer GmbH &
Co. KG
Thermo Fisher

Scientific

Otto E. Kobe KG

Th. Geyer GmbH &
Co. KG

DWK Life Sciences

C. Gerhardt GmbH &
Co. KG

C. Gerhardt GmbH &
Co. KG
VWR
GmbH

International

Renningen, DE

Mainz, De

Renningen, DE

Renningen, DE

Waltham, US

Marburg, DE
Renningen, DE

Wertheim, DE

Kdnigswinter,
DE
Kdnigswinter,
DE

Darmstadt, DE
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Gerat Bezeichnung Hersteller Herstellerort
Sterilwerkbank Thermo Scientific Thermo Fisher Waltham, US
Herasafe KS18 Scientific
Thermomix TM6 Vorwerk SE & Co. Wuppertal, DE
KG
Trichter Glastrichter Kalk-Soda- Th. Geyer GmbH & Renningen, DE
Glas, 40 mm Co. KG
Trockenschrank Dry-Line 53 VWR International Darmstadt, DE
GmbH
Ultra-Turrax T25 digital Ultra-Turrax IKA-Werke GmbH & Staufen im
Co. KG Breisgau, DE
Ultraschallbad Omnilab Bremen, DE
Vortex VTX-3000L LMS Consult GmbH Brigachtal, DE
& Co. KG
Wagepapier C. Gerhardt GmbH & Konigswinter,
Co. KG DE
Wasserbad WNB 7-45 Memmert GmbH & Schwabach,
Co. KG DE
Wasserdampf- Vapodest 450 C. Gerhardt GmbH & Konigswinter,
destillations-Apparatur Co. KG DE
Zentrifuge Megafuge 16R Thermo Fisher Waltham, US
Centrifuge Scientific
Zentrifugenréhrchen Cellstar Tubes Greiner Bio-One Kremsmdunster,
AT

2.1.4 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind mit Reinheit und Herstellerangaben in

Tabelle 2-4 aufgefuhrt.

Tabelle 2-4: Verwendete Chemikalien mit Reinheit, Hersteller und Herstellerort

Chemikalie Reinheit Hersteller Herstellerort

Acetylchlorid 98% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

Acetonitril >999% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

N-Acetyl-D-glucosamin >999% Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe, DE

Agar-Agar n/a Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE

Aktivkohle n/a Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
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Chemikalie Reinheit Hersteller Herstellerort
Ameisensaure >990% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE
Amino Acid Standard Stock | n/a Sykam GmbH Eresing, DE
Solution Type H
Ammoniumsulfamat > 98% Fisher Scientific GmbH Schwerte, DE
Asparagin Monohydrat reinst AppliChem GmbH Darmstadt, DE
Benzaldehyd > 98% Fisher Scientific GmbH Schwerte, DE
Borsaure >098% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE
2-Butanon >99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Chitin aus Krabbenschalen Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Citronensaure Monohydrat > 99 8% Fisher Scientific GmbH Schwerte, DE
7-Dehydrocholesterol >95% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE
Eisen(lll)-chlorid >08,5% Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe, DE
Ergosterol >95,0% TCI EUROPE N.V. Zwijndrecht, BE
Ethanol >99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
EDTA > 99% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Fettsdurestandard n/a CS-Chromatographie Langerwehe, DE
Service GmbH
flissiger Stickstoff n/a Linde plc Dublin, IE
2-Furanmethanol 99% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH
Furfural Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH
Glucose Monohydrat n/a Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE
HCI 37% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Hefeextrakt n/a Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Helium 5.0 Nippon Gases Dusseldorf, DE
n-Heptan > 99% Honeywell International, Inc. Morris Plains,
us
n-Hexan >97,0% Honeywell International, Inc. Morris Plains,
us
Hexanal 96% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH
Isopropanol >99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe, DE
Kaliumcarbonat 99% AppliChem GmbH Darmstadt, DE
Kaliumdihydrogenphosphat > 98% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE
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Chemikalie Reinheit Hersteller Herstellerort

Kjeldahl-Tabletten 97% VWR International GmbH Darmstadt, DE

(quecksilber- und selenfrei)

Magnesiumsulfat Hydrat > 99% Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe, DE

Malzextrakt n/a Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

Methanol >999% Sigma Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

3-Methyl-2-Benzothiazolinon- Fluorochem Ltd Hadfield, UK

Hydrazon-Hydrochlorid

Monohydrat (MBTH)

MSTFA 99% Fluorochem Ltd Hadfield, UK

3-Octanon 98% Fisher Scientific GmbH Schwerte, DE

(E)-2-Octenal > 94% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

1-Octen-3-ol 98% Fisher Scientific GmbH Schwerte, DE

1-Octen-3-on 96% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

Na-Hydrolysat-Puffer A-1 n/a Sykam GmbH Eresing, DE

Na-Hydrolysat-Puffer B-1 n/a Sykam GmbH Eresing, DE

NaOH Platzchen > 98% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE

Natrium-L-(+)-Ascorbat 99% AppliChem GmbH Darmstadt, DE

Natriumnitrit n/a Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

Natriumsulfat, wasserfrei >99% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE

Natronlauge >32% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

Ninhydrin mit 1mL n/a Sykam GmbH Eresing, DE

Reduziermittel

Nonadecanséaure > 95% Cayman Chemical Co. Ann Arbor, US

(E)-2-Nonenal 96% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

Octanal 99% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

Pepton aus Sojabohnen n/a Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

Petroleumether n/a VWR International GmbH Darmstadt, DE

(Siedebereich 40 — 65 °C)

Phenol >99% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH
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Chemikalie Reinheit Hersteller Herstellerort

2-Phenylethanol 99% Sigma  Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

Phosphorsaure (85%) 85% Carl Roth GmbH + Co. KG  Karlsruhe, DE

Salzsaure 0,1M Mal3- Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

I6sung

Salzsaure reinst >250% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

Schwefelsaure > 97% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

THF >999% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

Thiodiglykol >95,0% Sigma Aldrich  Chemie Taufkirchen, DE
GmbH

Trinatriumcitrat Dihydrat > 99% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE

Wasserstoff 5.0 Nippon Gases Dusseldorf, DE

Wasserstoffperoxid (30%) >30,0% Th. Geyer GmbH & Co. KG  Renningen, DE

2.2 Methoden

2.2.1 Pilzkultivierung

2.2.1.1 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung der verwendeten Basidiomyceten erfolgte in Emerskultur auf Malzextrakt-
Agar-Platten (MEA). Das Medium bestand dabei aus 20 g L' Malzextrakt und 15 g L™ Agar-
Agar geldst in voll entsalztem (VE-)Wasser. Das Nahrmedium wurde zur Sterilisation bei
121 °C fur 20 min autoklaviert und anschlie®end unter sterilen Bedingungen in Petrischalen
gegossen. Bei Platten, die 70% bis 80% bewachsen waren, wurde mittels Korkbohrer ein Stlick
vom Rand des Myzelrasens (ca. 0,25 cm?) ausgestochen und auf eine neue MEA-Platte
umgesetzt. Das Umsetzen der Pilze erfolgte in einer Sterilwerkbank. Die Inkubation erfolgte

bei 24 °C und unter Lichtausschluss.

2.2.1.2 Screening in Emerskultur

Fir das Emersscreening wurden Treber-Agar-Platten hergestellt. Dafiir wurden 30 g L' TM
der drei in Abbildung 2-1 gezeigten Treber nach dem Mérsern mit flissigem Stickstoff mit
15 g L' Agar-Agar und entsprechend VE-Wasser versetzt und wie in 2.2.1.1 beschrieben
sterilisiert und in Petrischalen gegossen. Die Treber-Agar-Platten wurden jeweils mit einem
Stlick Myzel der in Tabelle 2-1 aufgefiihrten Pilze inokuliert. Die Inokulation und Inkubation
erfolgten analog zu 2.2.1.1. Die Kultivierung der Platten erfolgte fir 14 Tage, wobei der

Durchmesser des Myzelrasens an Tag 2, 5, 7, 9, 12 und 14 vermessen und dokumentiert
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wurde. Zusatzlich wurden die Platten an Tag 7 und 14 gedffnet, der Geruchseindruck
dokumentiert und die Platten fotografiert. Fir das Screening in Submerskultur wurden die
Organismen ausgesucht, die ein schnelles Wachstum von >70% an Tag 7 oder ein sehr
dichtes Wachstum aufwiesen. Zusatzlich wurden die Organismen bevorzugt, die ein intensiv
wirziges Aroma aufwiesen. Kandidaten, die Geruchseindricke wie blumig, fruchtig, muffig
oder stechend aufwiesen, wurden nicht fir die Auswahl beriicksichtigt.

MEA-Platten mit unterschiedlichen pH-Werten wurden hergestellt, indem nach dem
Autoklavieren sterile Natronlauge bzw. Salzsaure zugegeben wurde. So wurde ein pH-Bereich
von drei bis acht abgedeckt. Die Platten wurden jeweils mit einem Myzelstlick von Pleurotus
ostreatus analog zu 2.2.1.1 inokuliert. Nach sieben Tagen Inkubation bei 24 °C wurden die

Durchmesser des Myzelrasens auf den Platten gemessen.

2.2.1.3 Vorkultur

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Vorkulturen in Enghals-Erlenmeyerkolben mit
Malzextraktmedium (ME, 20 g L") angesetzt. Die Flllmenge der Kolben betrug jeweils 40%
(v/v). Das Medium und die Kolben inklusive Sterilstopfen wurden fir 20 min bei 121 °C
sterilisiert und auf Raumtemperatur abgekiihlt. Pro 100 mL Medium wurden 0,5 cm? vom Rand
des Myzelrasens einer etwa 75% bewachsenen Platte ausgestochen und in den Kolben
Uberfuhrt. AnschlieRend wurde das Myzelstlick mittels Ultra-Turrax fir 30 s bei 10.000 rpm
dispergiert. Der Kolben wurde mit einem Sterilstopfen verschlossen und fiir 7 Tage bei 150 rpm
und 24 °C auf einem Orbitalschittler unter Lichtausschluss kultiviert. Das Ansetzen der

Vorkulturen erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer Sterilwerkbank.

2.2.1.4 Screening in Submerskultur

Um eine geeignete Treber-Konzentration fir das Screening in Submerskultur festzulegen,
wurden fur die Pilze Pleurotus eryngii, Hypsizygus marmoreus, Pycnoporus sanguineus,
Pleurotus sp. und Lentinula edodes die Konzentrationen 177 gL' TM, 30gL" TMund 43 g L™’
TM getestet. Fur die Vorbereitung der Medien wurden die entsprechenden Mengen
zerkleinerten Trebers (WT, PT und SBT) in Enghals-Erlenmeyerkolben eingewogen und mit
VE-Wasser versetzt. Die Medien wurden in Kolben mit Sterilstopfen flir 20 min bei 121 °C
autoklaviert und auf Raumtemperatur abgekihlt. Als Inokulum dienten jeweils die geman
2.2.1.3 angesetzten Vorkulturen der jeweiligen Organismen. Vor der Verwendung wurden
diese fir 30 s bei 10.000 rpm mittels Ultra-Turrax dispergiert. AnschlielRend wurde ein Teil der
homogenisierten Vorkultur mit einer Kolbenhubpipette mit angeschnittener Pipettenspitze zu
den vorbereiteten Treber-Medien gegeben. Die Menge an Inokulum betrug hierbei 10% (v/v)
in Bezug auf das Treber-Medium. Die Kulturen wurden bei 24 °C unter Lichtausschluss fur 7

Tage auf einem Orbitalschittler mit 150 rpm inkubiert. Nach der Kultivierung wurden die
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Kulturen jeweils in Zentrifugenrdhrchen dberfihrt und bei 4000g und 4 °C fur 20 min
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Uberstande abdekantiert und die festen Riickstande
lyophilisiert. Die Bestimmung der Feucht- und Trockenmassen erfolgte gravimetrisch. Nach
dem Trocknen wurden die Ruckstande gemalf} 2.2.2.2 auf ihren Rohproteingehalt analysiert.
Um zu beurteilen, ob flr das Screening in Submerskultur eine Zerkleinerung des Trebers
notwendig war, wurden jeweils 17 g L' TM zerkleinerter (z) und nicht-zerkleinerter (nz) Treber
(WT, PT und SBT) verwendet. Die Vorbereitung der Medien, die Kultivierung und die Ernte der
Kulturen erfolgten wie oben fir die Festlegung der Treber-Konzentration beschrieben. Nach
dem Trocknen wurden die Rickstande gemal 2.2.2.8 hinsichtlich des Ergosterolgehaltes
analysiert.

FiUr das Screening in Submerskultur wurden die in 3.2 als geeignet befundenen Kandidaten
verwendet. Als Medium wurden jeweils 30 g L' TM des zerkleinerten Trebers (WT, PT und
SBT) verwendet und wie zuvor beschrieben angesetzt. Die Vorkulturen wurden gemaf 2.2.1.3
angesetzt und als Inokulum wurden 10% (v/v) in Bezug auf das Volumen des Mediums
verwendet. Die Kultivierung erfolgte bei 24 °C unter Lichtausschluss auf einem Orbitalschuttler
mit 150 rpm. Die Dauer der Kultivierung betrug 9 Tage, wobei der Geruchseindruck an Tag 2,
5, 7 und 9 bewertet wurde. Die Kulturen wurden wie zuvor beschrieben mittels Zentrifuge
geerntet und getrocknet. Die Bestimmung der Feucht- und Trockenmassen erfolgte
gravimetrisch. Nach dem Trocknen wurde der Rohproteingehalt der Biomassen gemaf 2.2.2.2
bestimmt. Die Screening-Kulturen wurden in Triplikaten angesetzt und die Kulturen fir die

Vorarbeiten in Duplikaten.

2.2.1.5 Optimierung der Vorkultur

Fir die Erstellung einer Wachstumskurve wurden Vorkulturen von P. ostreatus gemaf} 2.2.1.3
angesetzt. An Kulturtag 6 bis 10 wurden jeweils drei Kolben mittels Zentrifuge geerntet. Die
Biomassen wurden gefriergetrocknet und die Trockenmassen gravimetrisch bestimmt.
Zusatzlich wurden die pH-Werte der Kulturliberstdnde gemessen.

Um eine geeignete Zusammensetzung fir Vorkulturen mit Treber-Medium zu finden, wurden
zusétzlich zu 17 g L' TM SBT Wiirze, Hefe und Malzkeime in verschiedenen Konzentrationen
verwendet. Die Malzkeime wurden direkt verwendet. Fur die Wirze wurde eine Stammldsung
mit der Konzentration 20 g L™ und fir die Hefe eine Stammlésung mit der Konzentration
10 gL' angesetzt. Die Medien setzten sich jeweils aus SBT und den in Tabelle 2-5
aufgeflihrten Konzentrationen von Wirze, Hefe oder Malzkeimen zusammen. Um eine
Vergleichbarkeit der Kulturen innerhalb einer Versuchsreihe zu ermdglichen, wurde zum
Inokulieren eine Suspension aus 2 cm? Myzelrasen von P. ostreatus und 40 mL sterilem VE-

Wasser hergestellt. Davon wurde jeweils 1 mL als Inokulum verwendet.
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Tabelle 2-5: Konzentrationen von Wurze, Hefe und Malzkeimen, die dem SBT-Medium fur die Optimierung der
Vorkulturen zugesetzt wurden. Nur einer der Nebenstrome wurde jeweils in den angegebenen Konzentrationen
supplementiert. Die mit * markierten Medien wurden erneut mit eingestelltem pH-Wert betrachtet.

Wirze-Konzentrationen Hefe-Konzentrationen Malzkeime-Konzentrationen
[gL7] [gL7] [gL7]

0,0 0,0 0,0

1,0 1,5* 0,5

2,5 3,0* 1,0

5,0* 50 1,5

10,0* 10,0

20,0

Um das Wachstum von P. ostreatus in der Vorkultur weiter zu verbessern, wurde der pH-Wert
vom SBT-Medium und ME-Medium vor dem Autoklavieren der Medien mit Natronlauge auf 8
eingestellt. Zum Vergleich wurden die Medien ohne eine Veranderung des pH-Wertes
vorbereitet. Als Inokulum diente hierbei die oben beschriebene Myzel-Suspension.

Die in Tabelle 2-5 mit * markierten Medien wurden erneut angesetzt und vor dem Autoklavieren
auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Als Inokulum wurde hier ebenfalls die oben beschriebene
Myzel-Suspension verwendet. Vor dem Inokulieren wurde der pH-Wert der eingestellten
Medien mittels pH-Papier Uberprift. Alle Vorkulturen wurden bei 24 °C fur sieben Tage bei
150 rpm auf einem Orbitalschiittler inkubiert. Die Ernte der Kulturen erfolgte mittels Zentrifuge.
AnschlielRend wurden die Biomassen lyophilisiert und der Ergosterolgehalt analysiert. Die
Bestimmung der Trockenmassen erfolgte gravimetrisch und die pH-Werte der Uberstande
wurden mittels pH-Meter bestimmt. Zur Uberpriifung, ob sich die optimierte Vorkultur als
Inokulum eignet, wurde SBT-Medium mit 17 g L' TM in Kolben angesetzt, sterilisiert und mit

5% (v/v) der optimierten Vorkultur inokuliert. Alle Kultivierungen erfolgten in Triplikaten.

2.2.1.6 Ubertragung der Fermentation in Bioreaktoren

Die Ubertragung der Fermentation in den Bioreaktor erfolgte zunachst im 1 L-MaRstab im
Eppendorf Parallelfermenter-System (Tabelle 2-6). Vor Beginn der Fermentation wurden flr
das Medium 17 g L™ TM SBT und 1 L Trinkwasser in den Reaktor gefiillt und die pH-Elektrode

mittels Zweipunktkalibrierung auf den Bereich 4 bis 7 kalibriert.
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Tabelle 2-6: Gerateparameter des Eppendorf Parallelfermenter-Systems

SciVario® twin (Eppendorf SE, Julich (DE))

Kulturgefaf’ DS1500 (Arbeitsvolumen 0,4 — 1,5 L, Zellkultur)

pH-Elektrode EasyFerm Plus (325 mm, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz (CH))
DO-Sensor VisiFerm RS485 (325 mm, H2 Kappe, Hamilton Bonaduz AG,
(optisch) Bonaduz (CH))

Begasung Submers

Sparger L-Sparger

Ruhrwerk 2 Schragblattrihrer, 1 Rushton-Typ-Ruhrer

Software DASware® control (Version 6.5.0.0)

Nach dem Autoklavieren wurde der Reaktor konditioniert. Dafur und fur die nachfolgende
Fermentation wurde die Kaskade in Tabelle 2-7 verwendet. Nachdem die Sauerstoffsattigung,
die mittels dissolved oxygen (DO) Sensor gemessen wurde, stabil war, wurde der DO-Sensor
auf 100% kalibriert. Der Setpoint fir den DO wurde auf 30% festgelegt. Als Inokulum wurden
50 mL einer sieben Tage alten Vorkultur von P. ostreatus in ME-Medium (siehe 2.2.1.3)
verwendet. Abweichend von 2.2.1.3 wurden bei den Vorkulturen flir den Bioreaktor die
doppelte Myzelmenge zum Ansetzen verwendet. Die Temperatur wahrend der Fermentation

wurde auf 24 °C eingestellt.

Tabelle 2-7: Kaskade im Eppendorf Parallelfermenter-System fir die erste Kultivierung von P. ostreatus auf SBT-
Medium im Bioreaktor

Controllerleistung [%] Setpoint
Ruhrgeschwindigkeit 0 150 rpm
40 350 rpm
Sauerstoffkonzentration 60 21%
100 21%
Begasungsrate 40 55Lh"
60 15Lh"

Wahrend der Fermentation wurden die Parameter geldster Sauerstoff (dissolved oxygen, DO),
Ruhrgeschwindigkeit (N), Temperatur (T), Begasungsrate (F) und der pH-Wert Gberwacht und
mit Hilfe der Software aufgezeichnet. Nach der Fermentation wurde die Kultur durch ein
Passiertuch und Sieb geerntet.

Fur die Kultivierung von P. ostreatus im 5 L-Mal3stab wurde ein Labfors 5 Tischbioreaktor
(Tabelle 2-8) verwendet. Hier wurde ebenfalls die pH-Elektrode vor dem Autoklavieren mittels

Zweipunktkalibrierung kalibriert.
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Tabelle 2-8: Gerateparameter des Tischbioreaktors Labfors 5

Labfors 5 (Infors HT, Bottmingen (CH))

Kulturgefaf’ 7,5 L (Arbeitsvolumen 1 -5 L)

pH-Elektrode EasyFerm Plus (425 mm, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz (CH))
DO-Sensor VisiFerm RS485 (425 mm, H2 Kappe, Hamilton Bonaduz AG,
(optisch) Bonaduz (CH))

Begasung Submers

Sparger L-Sparger

Ruhrwerk 2 Schragblattrihrer, 1 Rushton-Typ-Ruhrer

Software eve® (Version 2021 H2)

Nachdem 5 L SBT-Medium eingeflllt und im Reaktor autoklaviert wurden, wurden 250 mL
einer sieben Tage alten Vorkultur geturraxt und in eine an den Reaktor angeschlossene
Vorlageflasche geflllt. Der Reaktor wurde konditioniert und der DO-Sensor wie zuvor
beschrieben kalibriert. Die Temperatur wurde auf 24 °C eingestellt. Nach dem Kalibrieren des
DO-Sensors wurde das Inokulum mit Hilfe einer Peristaltikpumpe in den Reaktor gepumpt.
Wahrend der Fermentation wurden die oben genannten Parameter iberwacht und mit Hilfe
der eve® Software aufgezeichnet. Die Kaskade des Tischbioreaktors ist in Tabelle 2-9 gezeigt.
Als Setpoint fir den DO wurden 30% gewahlt. Die Ernte erfolgte wie zuvor fir die

Parallelfermenter beschrieben.

Tabelle 2-9: Kaskade im Tischbioreaktor Labfors 5 fur die Kultivierung von P. ostreatus auf SBT-Medium im 5 L-
Mafistab

Maximum Setpoint Minimum
Riihrgeschwindigkeit [rpm] ‘ 400 250 200
Begasungsrate [L min™"] ‘ 4,0 0,5 0,3

2.2.1.7 Vorarbeiten fur die Optimierung der Batch-Fermentation im Bioreaktor

Fir einen Vergleich der Fermentation von verschiedenen SBT-Konzentrationen mit
P. ostreatus wurde das Parallelfermenter-System verwendet. In die Reaktoren wurden
17gL"TM, 34gL" TM, 51 gL’ TM und 68 gL' TM zerkleinerter SBT mit jeweils 1L
Trinkwasser gegeben. Die Vorbereitung der Reaktoren erfolgte analog zu 2.2.1.6. Die Kaskade
war identisch zu der in Tabelle 2-7 mit Ausnahme der Ruhrgeschwindigkeit. FUr die zwei
niedrigen Konzentrationen war der Setpoint bei 0% Controllerleistung 200 rpom und flr die

beiden hohen Konzentrationen 250 rpm. Das Inokulumvolumen betrug 5% (v/v).
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In einer weiteren Fermentation von SBT mit P. ostreatus im Parallelfermenter-System wurden
alle Reaktoren mit 17 g L' SBT-Medium mit Trinkwasser befiillt. Da die Fiillstande bei den
unterschiedlichen SBT-Konzentrationen unterschiedlich waren, wurde der Treber bei dieser
und bei allen weiteren Fermentationen im Bioreaktor in einen Messzylinder eingewogen und
mit Trinkwasser ad 1 L aufgeflllt. Die Vorbereitung der Reaktoren erfolgte analog zu 2.2.1.6.
und die Kaskade entsprach der zuvor beschriebenen. Fur jeweils zwei der Reaktoren wurde
eine Temperatur von 24 °C und 30 °C eingestellt. Zusatzlich wurden zwei Reaktoren bei einem
nativen pH-Wert belassen und in zwei der Reaktoren wurde mit 1 M Natronlauge ein pH-Wert
von 7 eingestellt. Insgesamt waren die Fermentationsbedingungen in allen vier Reaktoren

unterschiedlich.

2.2.1.8 Optimierung der Batch-Fermentation im Bioreaktor mittels DOE

Fur die Optimierung der Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus wurden die in
Tabelle 2-10 aufgeflhrten Parameter in den dort angegebenen Bereichen adressiert. Fur die
Optimierung mittels design of experiments (DOE) wurde ein i-optimaler Versuchsplan mit
Design Expert 13 (Version 23.1.3, Stat Ease Inc., Minneapolis (US)) erstellt (Tabelle 6-3).

Tabelle 2-10: Parameter und Bereich der Parameter, die mittels DOE optimiert wurden

Parameter Bereich

Substratmenge 17gL'"TM-51gL"'T™M
Inokulumvolumen 1,0% - 7,0%

Initialer pH-Wert 50-11,0

Temperatur 24,0°C-40,0 °C

Die Durchfuhrung der Kultivierungen erfolgte im Eppendorf Parallelfermenter-System. Die
Vorbereitung der Reaktoren erfolgte wie zuvor in 2.2.1.6 beschrieben. Die Korrekturldsungen
fur den pH-Wert waren 1 M Natronlauge und 0,1 M Citronenséaure. Beide Korrekturldsungen
wurden vor der Verwendung autoklaviert. Fir alle im Rahmen der Optimierung durchgefihrten
Reaktorlaufe wurde die in Tabelle 2-11 angegebene Kaskade verwendet. Der Setpoint fir die
Konzentration des geldsten Sauerstoffs war 30%. Die Kultivierungen wurden in einer
Einfachbestimmung durchgefihrt. Fir die Evaluierung der Laufe wurde der Ergosterolgehalt

gemaR 2.2.2.8 bestimmt und in den Einheiten [mg g™'] und [mg L] verwendet.
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Tabelle 2-11: Kaskade im Eppendorf Parallelfermenter fir die Optimierung der Kultivierung von P. ostreatus auf
SBT-Medium im Bioreaktor

Controllerleistung [%] Setpoint
Ruhrgeschwindigkeit 0 200 rpm
50 500 rpm
Sauerstoffkonzentration 0 21%
100 21%
Begasungsrate 0 55Lh"
100 15Lh"

Um das von Design-Expert berechnete Modell und die optimalen Kultivierungsbedingungen
zu validieren, wurden die finalen Parameter aus Kapitel 3.5.3 parallel in vier Reaktoren

verwendet.

2.2.1.9 Dauer des Dispergierens

Analog zu 2.2.1.3 wurden Vorkulturen von P. ostreatus angesetzt. Abweichend davon wurden
die Myzelstiicke unterschiedlich lange mittels Ultra-Turrax dispergiert. Die Dauer des
Dispergierens betrug 0s, 30s, 60s, 120 s und 300 s. Alle Ansatze wurden in Triplikaten
erstellt. Die Kulturen wurden nach sieben Tagen Kultivierung geerntet, lyophilisiert und die
Trockenmassen gravimetrisch bestimmt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Vorkulturen von P, ostreatus gemaf} 2.2.1.3 angesetzt.
Nach siebentagiger Kultivierung wurden die Kulturen fir Os, 30s, 60s, 120 s oder 300 s
dispergiert und als Inokulum fir SBT-Hauptkulturen verwendet. Die Hauptkulturen wurden
jeweils in Triplikaten angesetzt und 7 Tage unter Standardbedingungen kultiviert. Anschlief3end
wurden die Kulturen mittels Zentrifuge geerntet, lyophilisiert und die Trockenmassen
gravimetrisch bestimmt. In den Kulturiberstanden wurden die pH-Werte bestimmt und die
getrockneten Biomassen gemal} 2.2.2.8 auf ihren Ergosterolgehalt analysiert.

Da aus den nicht homogenisierten Vorkulturen die Entnahme eines reprasentativen Aliquots
als Inokulum schwierig war, wurden die Dauer 0 s und 30 s wiederholt. Hierfur wurden die
Hauptkulturen in grolRerem Malstab kultiviert, sodass jeweils eine ganze Vorkultur als
Inokulum diente. Die Hauptkulturen wurden wie zuvor beschrieben kultiviert und analysiert.
Aufgrund des groReren Mal3stabs wurden die Kulturen jedoch nicht mittels Zentrifuge, sondern

durch Vakuumfiltration geerntet.

2.2.1.10 Kulturfihrung Uber mehrere Generationen

In einer Versuchsreihe wurde aus Hauptkulturen von P. ostreatus in SBT-Medium Uber

mehrere Generationen neue Hauptkulturen inokuliert. Statt eine Vorkultur gemaR 2.2.1.3 als
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Inokulum fur eine Hauptkultur zu verwenden, wurde eine Hauptkultur nach siebentagiger
Kultivierung unter Standardbedingungen fur 30 s mittels Ultra-Turrax dispergiert und 10% (v/v)
in Bezug auf das neue Hauptkulturmedium als Inokulum flr die neue Hauptkultur enthommen.
So wurden insgesamt vier Generationen kultiviert. Nach der Kultivierung wurden die Kulturen
jeweils mittels Zentrifuge geerntet, die Rickstande Iyophilisiert und die pH-Werte der
Uberstande bestimmt. Die getrockneten Biomassen wurden gemaf 2.2.2.8 hinsichtlich ihres
Ergosterolgehaltes analysiert. Jede Generation wurde in Triplikaten angesetzt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Kulturlberstande der Hauptkulturen als
Medienbestandteil fur weitere Hauptkulturen verwendet. Hierfur wurden Hauptkulturen von
P. ostreatus in SBT-Medium unter sterilen Bedingungen geerntet. Fur die Herstellung der SBT-
Medien wurde der zerkleinerte SBT in Kolben mit Sterilstopfen autoklaviert und anschliel3end
der zuvor erhaltene Kulturiberstand anstelle von Wasser unter sterilen Bedingungen
zugegeben. Da wahrend der Kultivierung und beim Ernten Verluste an Kulturflissigkeit
auftraten, wurden die Kulturiberstdnde mit sterilem Wasser auf das ursprungliche Volumen
aufgefullt. Als Inokulum in dieser Versuchsreihe diente eine ME-Vorkultur (s. 2.2.1.3). Die
Dauer der Kultivierung betrug jeweils 7 Tage. Die Ernte erfolgte mittels Zentrifuge. Die
Biomassen wurden gefriergetrocknet und die Trockenmassen gravimetrisch bestimmt. Der
Ergosterolgehalt der Biomassen wurde gemaf 2.2.2.8 bestimmt. Insgesamt wurden auf diese
Weise vier Generationen nach einer standardmafig angesetzten Generation erhalten. Die

Kultivierungen erfolgten in Triplikaten.

2.2.1.11 Fed-Batch

Fir die Fed-Batch Versuche wurden Feed-Ldsungen aus Schwarzbiertreber und Althefe
angesetzt und sterilisiert. Die Vorderwirze wurde unverdinnt nach der Sterilisation verwendet.
Die Lésungen wurden dabei so hergestellt, dass sie eine hohe Konzentration aufwiesen und
dennoch mit einer Pipette handhabbar waren. Die Konzentrationen der Losungen sind in
Tabelle 2-12 angegeben. Geflttert wurden jeweils Hauptkulturen von P. ostreatus auf SBT-
Medium (17 g L' TM).

Tabelle 2-12: Konzentrationen der verwendeten Feed-Lésungen in Bezug auf die Trockenmasse (TM)

Feed-Lésung Trebersuspension Althefesuspension Vorderwirze
Konzentration [g L' TM] 3 10 26

Im ersten Versuch wurden an Kulturtag funf jeweils 1% (v/v) Feed in Bezug auf das Volumen
der Hauptkultur steril zugegeben. Zusatzlich wurden Kontrollkulturen ohne Feed kultiviert. Alle
Kulturen wurden in Dreifachbestimmungen angesetzt. Nach 7 Tagen wurden die Kulturen

geerntet und die Biomassen lyophilisiert. Die Trockenmassen wurden gravimetrisch bestimmt
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und der Ergosterolgehalt wurde gemal 2.2.2.8 analysiert. Dieser Versuch wurde zusatzlich
mit 5% (v/v) Feed durchgefuhrt. Hier wurde nur der Ergosterolgehalt analysiert.

Fur die Evaluierung des Futterungszeitpunkts wurden Kulturen an Tag 3, 4 und 5 mit 5% (v/v)
Vorderwuirze geflttert. Zusatzlich wurden Kontrollkulturen ohne Feed gefuhrt. Die Ernte und
Analytik erfolgten wie zuvor beschrieben.

Ein Futterungsversuch wurde im Bioreaktor durchgefuhrt. Daflr wurde der in Tabelle 2-3
beschriebene Tischbioraktor mit 4,5 L SBT-Medium (17 g L' TM) unter Standardbedingungen
verwendet. An Tag 5 wurden 225 mL Vorderwirze steril zudosiert. Die Ernte erfolgte nach
sieben Tagen mittels Passiertuch und Sieb. Nach dem Gefriertrocknen wurden die
Trockenmasse gravimetrisch und der Ergosterolgehalt nach 2.2.2.8 bestimmt. Der Ansatz

wurde zudem unter vergleichbaren Bedingungen ohne Feed als Referenz durchgeflihrt.

2.2.1.12 Wachstumsbeurteilung und Bestimmung des Pilzanteils

Fur die Bestimmung des Pilzanteils wurde P. ostreatus auf SBT-Medium unter den in Tabelle
3-7 angegebenen, optimierten Bedingungen kultiviert. Als Referenzmyzel wurde P. ostreatus
in ME-Medium (20 g L") unter den optimierten Bedingungen kultiviert. Die Kultivierungen
erfolgten jeweils in Doppelbestimmung im Parallelfermenter-System (Tabelle 2-6). Wahrend
den Fermentationen wurde die CO»-Konzentration online mittels Abgasanalyse (DASGIP®
GA4, Eppendorf SE, Jilich (DE)) in der Abluft gemessen. Die Myzelien auf SBT und ME
wurden lyophilisiert und der Pilzanteil im fermentierten Schwarzbiertreber Uber den Ergosterol-
und den Chitingehalt bestimmt.

Im Tischreaktor (Tabelle 2-8) wurde die Wachstumsbeurteilung online mithilfe eines
Lebendzelldichtesensors (Incyte Arc, Hamilton Bonaduz, Bonaduz (CH)) gemessen. Um die
Leitfahigkeit im Medium zu erhéhen und im Kalibrierbereich des Sensors zu liegen, wurde das
Medium far Fermentationen mit Lebendzelldichtesensor mit 1,5gL"
Kaliumdihydrogenphosphat und 0,5gL"' Magnesiumsulfat Hydrat versetzt. In einer
Fermentation von 5 L SBT-Medium mit P. ostreatus unter Standardbedingungen wurde taglich
mittels Tauchrohr und Peristaltikpumpe eine Probe von etwa 80 mL aus dem Reaktor gezogen.
Die Proben wurden zentrifugiert, der Rulckstand lyophilisiert und der Ergosterolgehalt
analysiert. In einer Fermentation von 5 L ME-Medium unter Standardbedingungen wurden, wie
zuvor beschrieben, Proben an Tag 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12 und 13 gezogen. Das Myzel wurde
lyophilisiert und die Trockenmassen gravimetrisch bestimmt. Zusatzlich wurde eine
Fermentation von 4,5 L SBT-Medium unter den in Tabelle 3-7 angegebenen, optimierten

Bedingungen durchgeflhrt.
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2.2.2 Analytik

2.2.2.1 Bestimmung der Feuchte mittels Feuchtebestimmer

Die Bestimmung erfolgte mittels Feuchtebestimmer nach Herstelleranweisung bei 102 °C. Die

Feuchte wurde in % angegeben.

2.2.2.2 Bestimmung des Rohproteingehaltes nach Kjeldahl
Die Bestimmung des Rohproteingehaltes erfolgte nach der Methode von Kjeldahl (Kjeldahl

1883). Hierbei wurden 200 mg der getrockneten Proben in ein Pergamentschiffchen
eingewogen und in einen Kjeldahl-Kolben Uberfuhrt. Nach oxidativ saurem Aufschluss (Tabelle
2-13) mit Schwefelsaure und einem Katalysatorgemisch wurden automatisch Wasser und
Natronlauge zugegeben und der entstandene Ammoniak durch Wasserdampfdestillation
(Tabelle 2-14) ausgetrieben. Der Ammoniak wurde in 2%iger Borsaure aufgefangen und die

Lésung anschlielRend automatisch mit 0,1 M Salzsaure titriert.

Tabelle 2-13: Temperaturprogramm des Aufschlussblocks flr die Rohproteinbestimmung
Heizintensitat [%] Zeit [min]
100
0
100
0
100
0
75

= 01 o1 o1 01 O O

50

Tabelle 2-14: Parameter der Wasserdampfdestillations-Apparatur fiir die Rohproteinbestimmung

Parameter Wert
Zugabe Wasser 90 mL
Zugabe Natronlauge 80 mL
Reaktionszeit Os
Destillationszeit 240 s
Dampfleistung 100%
Zugabe Borsaure 80 mL
Probenabsaugung 30s
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Die Berechnung der Rohproteingehalte erfolgte nach Gleichung (2-1) unter Verwendung des
allgemeinen Umrechnungsfaktors fur Lebensmittel von 6,25 geman Art. 2 Abs. 4 in Verbindung
mit Anhang | Nr. 10. von VO (EU) Nr. 1169/2011.

_ 11,4007 (Vprobe - Vaiing)"UF (2-1)
P= E-1000 100
Mit P Rohproteingehalt [g (100 g)']

1,4007 1 mL HCI (0,1 M) entspricht 1,4007 mg Stickstoff
Vperobe Verbrauchtes Volumen an 0,1 M HCI fir die Probe [mL]
Vaina Verbrauchtes Volumen an 0,1 M HCI fiir den Blindwert [mL]

UF Umrechnungsfaktor von Stickstoffgehalt in Proteingehalt, allgemein 6,25

E Probeneinwaage [g]

2.2.2.3 Bestimmung des Gesamtfettgehaltes

Die Bestimmung des Gesamtfettgehaltes erfolgte nach Weibull-Stoldt. Hierfir wurden je nach
zu erwartendem Fettgehalt der Probe etwa 2 g bis 8 g in ein Wagepapier eingewogen und
dieses in den Aufschlussbecher Uberflhrt. Der Aufschluss mit 4 M Salzsaure, sowie die
Filtration und das chloridfrei Waschen des Filters erfolgten automatisch mittels Hydrotherm
(Tabelle 2-15). Nach dem Trocknen des Filters wurde das Fett in der Soxtherm-Apparatur
automatisch mit Petrolether extrahiert (Tabelle 2-16). Der im Extraktionsbecher verbliebene
Petrolether wurde unter Stickstoffstrom abgedampft und das extrahierte Fett im
Trockenschrank bei 105 °C bis zur Massekonstanz getrocknet. Die Berechnung des

Gesamtfettgehaltes erfolgte gravimetrisch nach Formel (2-2).

Tabelle 2-15: Parameter der Aufschlussapparatur fur die Bestimmung des Gesamtfettgehaltes

Phase Parameter Wert
Flllstande Salzsaure 125 mL
Wasser 125 mL
Heizphase Aufheizphase 10 min
Kochphase | 26 min
50%
Kochphase I 30 min
70%
Kihlphase 20 min
Filter — Befeuchtung Anzahl Zyklen 3
Volumen pro Zyklus 30 mL
Filtrationsphase Wartezeit 5s
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Phase Parameter Wert
Spulzyklen 18
Leitungsrohr Offnungszeit 200 ms

Filtrationsphase Probenspllzeit 10s
Probenspilung 50 mL
Kuhlerspulung 40 mL
Filterspulung 40 mL

Tabelle 2-16: Parameter der Soxtherm-Apparatur fur die Bestimmung des Gesamtfettgehaltes

Parameter Wert
Petrolether 35/65 155 mL
T-Klasse 200 °C
Extraktionstemperatur 150 °C
Absenkintervall 4 min
Absenkimpuls 2s
Kochphase 30 min
Intervalle bei Abdestillieren AA 5
Extraktionszeit 90 min
Intervalle bei Abdestillieren AB 4
Abdestillieren AC 5 min
F= sz-Erm 100 (2-2)

Mit F Gesamtfettgehalt [g (100 g)™]
m1 Masse des leeren, getrockneten Extraktionsbechers mit Siedesteinen [g]
mz Masse des Extraktionsbechers mit Siedesteinchen und Fett nach der
Trocknung [g]

E Probeneinwaage [g]

2.2.2.4 Bestimmung des Aschegehaltes

Der Aschegehalt wurde durch Differenzwagung eines leeren Tiegels und des Tiegels mit Probe

nach vollstandiger Veraschung bei 550 °C und mit Formel (2-3) bestimmt.
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my - My
E

(2-3)

A= 100

Mit A Rohaschegehalt [g (100 g)']
m Masse des leeren Tiegels [g]
mo Masse des Tiegels mit Probe nach vollstandiger Veraschung [g]

E Probeneinwaage [g]

2.2.2.5 Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehaltes

Der Gesamtkohlenhydratgehalt der Proben wurde rechnerisch nach Formel (2-4) berechnet.
Als Proteingehalt wurde jeweils der Reinproteingehalt, der nach Formel (2-1) und (2-7)

berechnet wurde, verwendet.

KH = 100 - (P,gj, + A+ F) (2-4)
Mit KH Gesamtkohlenhydratgehalt [g (100 g)']
A Rohaschegehalt [g (100 g)']
Pin Reinproteingehalt [g (100 g)]
F Gesamtfettgehalt [g (100 g)™]

2.2.2.6 Aminosaureanalytik

Fir die Bestimmung der Aminosduren wurden drei verschiedene Aufschlisse durchgefuhrt,
um alle proteinogenen Aminosauren zu erfassen. Fur den Uberwiegenden Teil aller
proteinogenen Aminosauren (total amino acids, TAA) wurden etwa 25mg der
gefriergetrockneten Probe in ein Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 2,5 mL
Hydrolysemix (6 M HCImit 1 g L™ Phenol) bei 110 °C fiir 24 h hydrolysiert. Nach dem Abkiihlen
wurde das Hydrolysat auf Eis mit 7,5 M Natronlauge neutralisiert. Anschlieend wurde der pH-
Wert mit Natronlauge auf 2,2 eingestellt und das Hydrolysat in einem Messkolben mit
Citratpuffer (Tabelle 2-17) auf 20 mL aufgefillt. Nach Membranfiltration und ggf. Verdinnung

mit Citratpuffer wurde die Losung mittels Aminosaureanalysator analysiert.

Tabelle 2-17: Zusammensetzung des Citratpuffers (0,12 M) nach SYKAM fiir die Aminosaureanalytik

Chemikalie Konzentration pH-Wert
Trinatriumcitrat Dihydrat 11 gL’ 2,2
Citronenséaure 6glL’

Thiodiglycol 14 mLL"

HCI (32%) 12mL L™

Phenol 2glL’
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Die Trennung der Aminosauren erfolgte auf einer Kationenaustauschersaule. Fir die Detektion
wurden die Aminosauren zunachst mit Ninhydrin mittels Nachsaulenderivatisierung zu einer
farbigen Verbindung umgesetzt und anschliefend mit UV/VIS-Detektor bei 570 nm bzw.
440 nm (Prolin) detektiert (Tabelle 2-18).

Tabelle 2-18: Parameter fur die Analyse der Aminosauren mit Ausnahme von Tryptophan

Parameter Aminosaureanalysator S433 (SYKAM GmbH, Eresing)

Vorsaule Ammoniakfiltersaule LCA K13/Na fur Protein-Hydrolysat
(4,6 x 100 mm)

Injektionsvolumen | 50 pL

Trennsaule Kationentrennsaule LCA K13/Na far das erweiterte
Hydrolysatprogramm (PEEK, 4,6 x 175 mm)

Eluenten A: Na-Citratpuffer A1 (0,12 N, pH 3,45, SYKAM)

B: Na-Citratpuffer B1 (0,20 N, pH 10,85, SYKAM)

C: Regenerationslésung (0,2 g L EDTAin 0,5 M Natronlauge)
Flussrate: 0,45 mL min™

Gradient und

100 - —

Ofentemperatur

Anteil [%], T[°C]

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

Aminomodul Ninhydrin (0,1 M in Methanol)
Flussrate: 0,25 mL min™
Reaktortemperatur | 130 °C

Fir die Bestimmung von Cystein und Methionin wurden etwa 25 mg der gefriergetrockneten
Probe in ein Zentrifugenréhrchen eingewogen und in einem Eisbad 0,5 mL frisch angesetzter
Oxidationsmix hinzugefiigt. Der Oxidationsmix bestand aus einer Mischung von
Wasserstoffperoxid (30%) und phenolischer Ameisensaure (889 g Ameisensaure, 111 g
Reinstwasser, 4,73 g Phenol) im Verhaltnis 1:9. Nach Zugabe des Oxidationsmix wurden die

Proben bei 0 °C inkubiert. Nach 16 h wurde die Oxidation durch die Zugabe von etwa 80 mg
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Natriumdisulfit gestoppt. Die weitere Aufarbeitung und Messung erfolgten wie zuvor fir die
TAAs beschrieben.

Fur die Bestimmung von Tryptophan wurden etwa 25 mg der gefriergetrockneten Probe in ein
Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 2,5 mL phenolischer Natronlauge (5 M NaOH mit
1 g L™ Phenol) bei 110 °C fiir 24 h hydrolysiert. Nach dem Abkiihlen wurde das Hydrolysat auf
Eis mit 0,5 M Phosphorsaure neutralisiert. Anschlielend wurde der pH-Wert mit Salzsaure auf
2,2 eingestellt und das Hydrolysat in einem Messkolben mit Citratpuffer (Tabelle 2-17) auf
20 mL aufgeflllt. Nach Membranfiltration wurde die Losung mittels Aminosaureanalysator
analysiert. Abweichend zu der in Tabelle 2-18 dargestellten Methode wurden ein anderer

Gradient und ein abweichendes Temperaturprogramm verwendet (Abbildung 2-3).

Anteil (%], T[°C]

0 5 10 15
Zeit [min)

——A[%] ——B[%] ——D[%] TrC)

Abbildung 2-3: Eluentenzusammensetzung und Temperaturprofil fir die Messung von Trp

Fur die Quantifizierung des jeweiligen Aminosaure-Gehalts in der Probe wurde eine
Kalibrierreihe aus einem Mischstandard und eine aus einer Trp-Referenzlésung angesetzt.
Durch lineare Regression wurde die Konzentration der Aminosduren bestimmt. Unter
Berlcksichtigung der jeweiligen Verdinnung, der molaren Massen und der Einwaage wurde

der jeweilige Aminosauregehalt AA nach Gleichung (2-5) ermittelt.
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Mit AA

VF

AA= c-VF-VS;M 100 (2-5)
E-10
Aminosauregehalt [g (100 g TM)™"]
Durch lineare Regression ermittelte Konzentration der Aminosaure
[nmol mL™]
Verdinnungsfaktor
Probevolumen, hier 20 mL
Molare Masse der Aminosaure [g mol™]

Probeneinwaage [g TM]

Der Aminosauregehalt wurde unter der Annahme berechnet, dass die Aminosauren frei

vorlagen. In Proteinen sind Aminosauren jedoch tUber Peptidbindungen miteinander verknlpft.

Daher wurde in Gleichung (2-6) der jeweilige Aminosauregehalt entsprechend korrigiert und

ein Wassermolekiil subtrahiert.

CVEV-(M-Myo) (2-6)

AAres= 5 00
E-10

Mit AA res Aminosauregehalt in Peptidbindung [g (100 g TM)]

Cc

VF
\Y
M
E

Durch lineare Regression ermittelte Konzentration der Aminosaure
[nmol mL™]

Verdinnungsfaktor

Probevolumen, hier 20 mL

Molare Masse der Aminosaure [g mol™]

Probeneinwaage [g TM]

Mp,0 Molare Masse von Wasser [g mol™] (18 g mol™)

Fir die Berechnung des Umrechnungsfakiors des Gesamtstickstoffgehalts in den

entsprechenden Reinproteingehalt wurde die Summe der korrigierten Aminosauregehalte

gebildet und das Verhdltnis zum experimentell bestimmten Rohproteingehalt nach

Formel (2-7) berechnet.

M|t UFrein

> AAres (2-7)
UI:rein= T

UF
Umrechnungsfaktor fur den Gesamtstickstoff- in den Reinproteingehalt

AA res Aminosauregehalt in Peptidbindung [g (100 g)™]

p
UF

Rohproteingehalt [g (100 g)']
Umrechnungsfaktor fir den Rohproteingehalt (6,25)
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Fur die Beurteilung der Proteinqualitdt wurde zunachst der amino acid score (aas) gemaf
Gleichung (2-8) berechnet. Dafur wurde der Aminosauregehalt der essentiellen Aminosauren
im Probeprotein mit dem des WHO-Referenzproteins verglichen. Das Referenzprotein stellt
dabei das Referenzprotein dar, dass die Weltgesundheitsorganisation 1973 beschlossen hat
(Food and Agriculture Organization und World Health Organization 1973). Aus dem aas wurde
nach Gleichung (2-9) der chemical score (CS) berechnet. Dieser ist fur die Berechnung des
essential amino acid index (EAAI) nach Formel (2-10) relevant. Die biologische Wertigkeit

wurde nach Formel (2-11) berechnet.

aas= AAPProbe (2-8)
AAPReferenz
Mit AAS amino acid score
AApprove Anteil der Aminosaure im Probeprotein [%)]

AApReferenz Anteil der Aminosaure im Referenzprotein [%)]

CS=aas-100 (2-9)
Mit CS chemical score

aas amino acid score

(2-10)
EAAI:i[CSIIe'CSLeu'CSLys'CSMet+Cys'CSPhe+Tyr'CSThr'CSTrp'CSVaI
Mit EAAI essential amino acid index
CS chemical score
BW=(1,09-EAAD-11,7 (2-11)
Mit BW biologische Wertigkeit
EAAI essential amino acid index

2.2.2.7 Bestimmung der Fettsaureverteilung

Die Bestimmung der Fettsdureverteilung erfolgte durch  Derivatisierung zu
Fettsduremethylestern (FSME) nach Palmquist und Jenkins mit kleinen Modifikationen
(Palmquist und Jenkins 2003). 0,5 g der gefriergetrockneten und gemaérserten Probe wurde in
ein Pyrex-Roéhrchen eingewogen und mit 2 mL Nonadecansaure (2,0 mg mL™" in Heptan)
sowie 3 mL 10% methanolischer Salzsaure versetzt. Nach grindlichem Durchmischen mittels
Vortex wurde die Probe fir 2 h bei 90 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieRend auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Nach der Zugabe von 1mL Hexan und 10mL 6%

Kaliumcarbonat-Lésung wurde erneut mittels Vortex gemischt. Die Probe wurde in ein
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Headspace Vial Uberfihrt und bei 1500 g fir 5 min zentrifugiert. Anschlielend wurde die

organische Phase in ein frisches Vial Gberflhrt, mit Natriumsulfat und Aktivkohle versetzt und

erneut zentrifugiert. Die klare Flissigkeit wurde in ein Braunglas-Vial Uberfihrt und

anschliefiend mittels Gaschromatograph (GC) mit gekoppeltem Massenspektrometer (MS)

analysiert (Tabelle 2-19). Als Referenz wurde ein Standardgemisch ebenfalls mittels GC-MS

analysiert. Die Proben wurden jeweils in einer Doppelbestimmung aufgearbeitet. Fir die

Berechnung der Fettsaureverteilung wurden die Fettsduren beriicksichtigt, die im Standard

enthalten waren.

Tabelle 2-19: GC-Parameter fir die Bestimmung der Fettsaureverteilung

7890B GC System (Agilent Technologies, Santa Clara (US))

MultiPurposeSampler
MPS robotic
(GERSTEL, Mihlheim
an der Ruhr (DE))

SS Inlet

Ofen

Saule (VF-WAXms)

Detektor

Spritzenvolumen
Injektionsvolumen

Injektionsgeschwindigkeit

Modus
Injektortemperatur
Septum purge flow
Gas saver
Splitrate

Splitfluss

Liner

Temperaturprogramm

VF-WAXms
Dimension
Tragergas
Flussrate

MS

TTransferIine
lonenquelle
Tionenquelle
lonisierungsenergie
TQuadrupoI

Solvent delay

10 uL
1L
50 yL s™

Split

250 °C

3 mL min™

20 mL min™" nach 2 min

100:1

120 mL min™

Split/Splitless FocusLiner® (Trajan
Scientific and Medical, Melbourne,
AU)

40°C (3min) 5°C min"/ 240 °C
(12 min)

CP9205: NL10771228

30 m x 250 pm x 0,25 pym

He (5.0)

1,2 mL min™" (konstant)

5977B MSD (Agilent Technologies)
250 °C

El

230 °C

70 eV

150 °C

4.4 min
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7890B GC System (Agilent Technologies, Santa Clara (US))

Detektor Modus scan (m/z 33 — 440)
Gain Factor 1

Software Datenaufnahme MassHunter GC/MS Acquisition
Datenauswertung Mass Hunter Qualitativ Analysis

2.2.2.8 Bestimmung des Ergosterolgehaltes

Die Bestimmung des Ergosterolgehaltes erfolgte nach der geringfligig modifizierten Methode
von Bickel Haase et al. (Bickel Haase et al. 2024). Hierfir wurden ca. 200 mg der
gefriergetrockneten und gemdrserten Probe in ein Pyrex-Réhrchen eingewogen und mit
Natriumascorbat und 5 mL 5% methanolischer Natronlauge versetzt. Als interner Standard
(IST) diente 7-Dehydrocholesterol in 2-Butanon (5 mg mL™). Die Probeldésung wurde 1 h bei
80 °C im Wasserbad verseift und anschlieend in Dunkelheit auf Raumtemperatur abgekunhlt.
Der Uberstand wurde membranfiltriert, in ein Derivatisierungsrohrchen Gberfiihrt und dreimal
mit 5 mL Hexan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden in einem Messkolben
mit Hexan auf 15 mL aufgefullt und anschlieRend mit Natriumsulfat getrocknet. 6 mL des
Extraktes wurden in ein Pyrex-Rdhrchen Uberfuhrt und das Losungsmittel unter Stickstoffstrom
bis zur Trockenheit entfernt. Der Rickstand wurde in jeweils 0,5 mL Tetrahydrofuran (THF)
und N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA) aufgenommen und im Ultraschallbad
geldést. Die Silylierung erfolgte Uber Nacht nach dem Erhitzen fir 2 min bei 70 °C im
Wasserbad. Am nachsten Tag wurde die Probelésung in ein Braunglas-Vial Uberfuhrt und
mittels GC analysiert. Als Detektor wurde ein Flammenionisationsdetektor (FID) verwendet.
Die Methodenparameter sind in Tabelle 2-20 aufgefihrt.

Fur die Quantifizierung des Ergosterols in den Proben wurde eine externe Kalibriergerade aus
Ergosterol (2mgmL"' in 2-Butanon) und IST in 2-Butanon angesetzt. Der
Konzentrationsbereich des Ergosterols betrug 0,05 mg mL™ bis 0,8 mg mL™. Jeweils 1 mL der
Kalibrierldsungen wurde in ein Pyrex-Roéhrchen uberfuhrt und das Ldsungsmittel unter
Stickstoffstrom entfernt. Danach wurden die Kalibrierstandards analog zu den Proben
behandelt.

Tabelle 2-20: Gerateparameter des GC-FID zur Bestimmung von Ergosterol

7890A GC System (Agilent Technologies, Santa Clara (US))
7683B Series Injektor | Spritzenvolumen 10 uL

(Agilent Technologies) | Injektionsvolumen 1L
Injektionsgeschwindigkeit 6000 pL min™
SS Inlet Modus Split
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7890A GC System (Agilent Technologies, Santa Clara (US))

SS Inlet

Ofen

Séaule

Detektor FID

Software

Injektortemperatur
Septum purge flow
Gas saver
Splitrate

Splitfluss

Liner

Temperaturprogramm

DB-5ms
Dimensionen
Tragergas
Fluss
Temperatur
H2-Strom
Luftstrom

Makeup Flow

250 °C

3 mL min™

25 mL min™' nach 5 min

5:1

10 mL min”’'

Split/Splitless FocusLiner® (Trajan
Scientific and Medical, Melbourne,
AU)

100°C (3 min) 30°C min’/
280 °C (12 min)/ 30°C
min"'/320 °C (5 min)

US9228336H

30 m x 320 pm x 0,25 pym

H2 (5.0)

2 mL min™" (konstant)

300 °C

40 mL min

400 mL min™

25 mL min"

Datenaufnahme/Auswertung GC ChemStation (Rev. B.04.01)

Unter Berlcksichtigung der Peakflachen und Konzentrationen von Ergosterol und IST in den

Kalibrierldsungen

Berlcksichtigung des Verdinnungsfaktors

und der

wurde eine Kalibriergerade erstellt. Mithilfe dieser und unter

Probeneinwaage wurde der

Ergosterolgehalt der Proben gemaf Gleichung (2-12) berechnet.

Mit  Gergo
Akrgo
Aist
b

mist

A
(ﬂ R b) ‘MisT-2,5

AisT

(2-12)

GErgo =

Ergosterolgehalt [mg g]
Peakflache von Ergosterol
Peakflache des IST

Achsenabschnitt der Kalibriergeraden

Masse des IST in der Probe [mg]
Steigung der Kalibriergeraden

Probeneinwaage [g]

m-E
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2.2.2.9 Bestimmung des Chitingehaltes

Die Bestimmung des Chitingehaltes erfolgte nach der modifizierten Methode von Vetter und
Siller sowie der Farbreaktion von Smith und Gilkerson (Smith und Gilkerson 1979; Vetter und
Siller 1991; Ahlborn et al. 2019). Etwa 20 mg der gefriergetrockneten, gemoérserten Probe
wurden in ein Pyrex-Réhrchen eingewogen und mit 2,5 mL 6 M Salzsaure versetzt. Die
Hydrolyse der Proben erfolgte bei 105 °C im Trockenschrank fir 24 h. Der pH-Wert des
Hydrolysats wurde mit Natronlauge auf 7 eingestellt und in einem Messkolben mit
Reinstwasser auf 10 mL aufgefullt. Anschliefend wurde die Probeldsung filtriert. In einem
Pyrex-Réhrchen wurden 350 uL des Filtrates mit 150 yL Reinstwasser verdinnt und mit
500 uL 0,5 M Salzsaure versetzt. Die Losung wurde fir 2 h bei 110 °C im Trockenschrank
inkubiert und nach dem Abkihlen mit 2mL Natriumnitrittésung (2,5%) und 1 mL
Ammoniumsulfamatldsung (12,5%) versetzt. Nach Zugabe von 1 mL 3-Methyl-2-
Benzothiazolinon-Hydrazon-Hydrochlorid-Lésung (MBTH) (0,25%) wurde die Probelésung fir
30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach der Zugabe von 1 mL FeCls;-Ldsung (0,5%)
und weiteren 5 min Inkubation bei 37 °C wurde die Lésung auf Raumtemperatur abgekuihlt
und anschlielend die Extinktion bei 650 nm gemessen.

Fur die Erstellung einer externen Kalibriergeraden wurden Lésungen des Chitin-Monomers
N-Acetyl-D-Glucosamin in einem Konzentrationsbereich von 2,5 uyg mL™" bis 150 yg mL"’
verwendet. Als Blindwert wurden 500 L Reinstwasser mit 500 uL 0,5 M Salzsaure verwendet.
Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden ca. 10 mg Chitin aus Krabbenschalen in ein
Pyrex-Réhrchen eingewogen und, wie zuvor fir die Proben beschrieben, hydrolysiert. 50 pL
dieses Hydrolysats wurden mit 450 yL Reinstwasser und 500 yL Salzsaure versetzt. Die
Farbreaktion erfolgte fur die Kalibrierldsungen, Blindwerte und Wiederfindungen analog zu den
Proben. Die Aufarbeitung der Proben, Blindwerte und Wiederfindungen erfolgte jeweils in einer
Doppelbestimmung.

Die Berechnung des Chitingehaltes erfolgte mithilfe einer Kalibriergeraden und unter
Bertcksichtigung der Verdinnung und der Probeneinwaage nach Formel (2-13). Die

Ergebnisse wurden unter Berlicksichtigung der Wiederfindung korrigiert.

C= E(650 nm) - b-1000-10 (2-13)
m-150-E
Mit C Chitingehalt [mg g™']
E(650 nm)  Extinktion der Probelésung bei 650 nm
b Achsenabschnitt der Kalibriergeraden
m Steigung der Kalibriergeraden

m

Probeneinwaage [g]
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2.2.2.10 Sensorische Beurteilung der Biomasse

Der wie in 2.2.1.12 beschrieben, fermentierte Schwarzbiertreber wurde in einer Verkostung
sensorisch beurteilt. Zwei Proben wurden dabei ausgegeben. Bei einer Probe handelte es sich
um Biomasse, die nach der Ernte Gber Nacht im Kihlschrank gelagert wurde und die andere
Probe war die identische Biomasse, die nach der Ernte tGber Nacht tiefgefroren und vor der
Verkostung wieder aufgetaut wurde. Die Proben wurden in transparenten Medizinbechern
ausgegeben, die mit ,A“ und ,B* beschriftet waren. Die Prifung fand verdeckt statt und die
Probanden sollten das Aussehen, die Konsistenz, Geruch, Geschmack und den
Gesamteindruck beurteilen. Fur Geruch und Geschmack waren Attribute vorgegeben und
zusatzlich sollte die Intensitat auf einer Skala von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (sehr intensiv)
bewertet werden. Der Gesamteindruck sollte ebenfalls anhand einer Skala von 0 (schlecht)
bis 5 (sehr gut) bewertet werden. Das Aussehen und die Konsistenz sollten frei beschrieben
werden. Der Prifbogen ist in Abbildung 6-4 dargestellt.

Das Panel bestand aus 22 Prifpersonen, die sich in 9 mannliche und 13 weibliche Probanden
aufteilten. Das Alter der Prifpersonen lag zwischen 22 und 57 Jahren und alle Probanden

waren Nichtraucher.

2.2.2.11 Aromaanalytik mittels GC-MS/MS-O

Fir die Analytik der geruchsaktiven Substanzen wurde ein Gaschromatograph (GC) mit
gekoppeltem Tandemmassenspektrometer (MS/MS) und Olfaktometrie Detektor Port (ODP)
verwendet. Flr die Extraktion der flichtigen Verbindungen aus der Probe wurde die
Festphasenmikroextraktion (solid phase micro extraction, SPME) verwendet. Dabei wurde die
SPME-Faser im Kopfraum (head space, HS) der Probe positioniert. Die Faser wurde nach der
Extraktion im Inlet des GC thermodesorbiert und die Analyten anschlielend auf einer polaren
Saule (VF-WAXms) getrennt. Die Parameter der Extraktion und der GC-Messung sind in
Tabelle 2-21 aufgeflhrt. Die Detektion der geruchsaktiven Substanzen erfolgte durch
Abriechen des Tragerstroms am ODP. Parallel dazu wurden die Massenspektren der
Substanzen erfasst. Als Probe diente jeweils (1,0 + 0,1) g von feuchtem SBT, P. ostreatus
kultiviert auf Malzextrakt (POS-ME) und Treber (POS-SBT). Diese wurden jeweils in 20 mL
HS-Vials eingewogen und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2-21: GC-Parameter fir die Aromaanalytik

7890 A GC System, Agilent Technologies

SPME Faser Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS, Supelco, Bellefonte, US),
10 mm x 80 ym
Eintauchtiefe in Vial 27 mm
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7890 A GC System, Agilent Technologies

SPME

SS Inlet

Ofen

Séaule

Splitterplatte
Detektor

Autosampler

Software

Temperatur
Extraktionszeit

Inkubationszeit

Schuttelgeschwindigkeit

Desorptionstemperatur

Desorptionszeit

Liner

Eintauchtiefe (Faser)

Modus
Septum purge flow

Gas saver

Temperaturprogramm

VF-WAXms
Dimension
Tragergas
Flussrate
MS:ODP
MS/MS
TTransferIine
lonenquelle
Tionenquelle
lonisierungsenergie
Tauadrupol
Solvent delay
Modus

Gain Factor

ODP

TTransferIine

40 °C

30 min

5 min

250 rpm

250 °C

1 min

Splitless inlet liner for SPME 0,75 mm ID
(Sigma Aldrich, St. Louis, US)

54 mm

Splitlos

3 mL min™

25 mL min™' nach 5 min

40 °C (3 min)/ 3°Cmin"/ 150 °C (0 min)/
20 °C min'/240 °C (3,833 min)

CP9205: NL 00731065, Agilent

30 m x 250 pm x 0,25 pym

Helium (5.0)

1,56 mL min™ (konstant)

1:1

Triple Quadrupol (7000 Agilent Technologies)
250 °C

El

230 °C

70 eV

150 °C

0 min

scan (m/z 30 - 300)

1

ODP 3, GERSTEL

250 °C

MultiPurposeSampler 2XL (MPS), GERSTEL

Datenaufnahme

Datenauswertung

MassHunter GC/MS Acquisition B
07.01.1805

MassHunter Qualitativ Analysis
Version B.06.00
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Fir die Identifizierung der geruchsaktiven Verbindungen wurden die aufgenommenen
Massenspektren mit den Referenzspektren des National Institute of Standards and
Technology (NIST) verglichen. Zusatzlich wurden die fir die Substanzvorschlage
wahrgenommenen Geruchseindricke mit denen der Datenbank The Good Scents Company
verglichen. Ferner wurden die Retentionsindizes (RI) der geruchsaktiven Analyten nach der
Formel von van den Dool und Kratz berechnet (Formel (2-14), Van Den Dool und Kratz 1963).
RI= 100-i-<M> +100-n .
tr std(n+1)R std

Mit RI Retentionsindex

i Differenz zur Anzahl der C-Atome des nach dem Analyten eluierenden

Alkan
trA Nettoretentionszeit des Analyten [min]
trsua  Nettoretentionszeit des Standards [min]

n Anzahl der C-Atome des Alkans, welches vor dem Analyten eluiert

Fur die Identifizierung wurden jeweils 20 mg der Substanz eingewogen und mit Acetonitril auf
20 mL aufgefullt. Anschlielend wurde ein Mischstandard aus 50 yL der Aroma-Stocks ad
50 mL Wasser angesetzt. Der Mischstandard wurde erneut um den Faktor funf mit Wasser
verdunnt und 1 mL des verdinnten Mischstandards mit der in Tabelle 2-21 beschriebenen
Methode extrahiert und analysiert. Die Rls der Analyten wurden mit Literaturwerten und den
Rls der Aromastandards verglichen. Alle Rls wurden fir eine polare und fur eine unpolare
Saule bestimmt. Die abweichenden GC-Parameter fur die Messungen auf der unpolaren Saule
sind in Tabelle 2-22 aufgefuhrt.

Tabelle 2-22: Abweichende GC-Parameter fiir die Messung auf der unpolaren Saule

GC Parameter 7890 A GC System, Agilent Technologies
Ofen Temperaturprogramm 40 °C (3 min)/ 3°C min""/ 150 °C (0 min)/
20 °C min™'/320 °C (3,833 min)
Saule DB-5ms 122-5532: US1613414H, Agilent
Dimension 30 m x 250 um x 0,25 ym
Tragergas Helium (5.0)
Flussrate 1,2 mL min™" (konstant)

Zur Bestimmung der flavour dilution (FD-)Faktoren wurde eine Aromaverdiinnungsanalyse
(AVA) durchgefihrt. Die Verdunnung der Probe erfolgte Uber die Veranderung der
Splitverhaltnisse im GC-Inlet nach Zhang (Zhang et al. 2014). Limitiert war das Verfahren durch

die Pneumatiksteuerung auf einen FD-Faktor von 256.
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3 Ergebnisse

3.1 Substratanalytik

Die Reinprotein-, Gesamtfett- Rohasche- und Gesamtkohlenhydratgehalte fir die in 2.1.1

aufgeflhrten Substrate sind in Abbildung 3-1 dargestellt.
100 1 I 1 z - =

60

g(100g TM)

40

=
20
WT PT SBT

Hefe Wiirze Malzkeime

W Reinprotein W Gesamtfett Rohasche Gesamtkohlenhydrat

Abbildung 3-1: Reinprotein-, Gesamtfett-, Rohasche- und Gesamtkohlenhydratgehalte der Substrate
Weizenbiertreber (WT), Pilsenertreber (PT), Schwarzbiertreber (SBT), Hefe, Wiirze und Malzkeime bezogen auf
die Trockenmasse (TM)

Anhand der Aminosaureverteilung aus Abbildung 3-2 wurden fur die verwendeten Substrate
der essential amino acid index (EAAI) und die daraus resultierende biologische Wertigkeit
(BW) gemal 2.2.2.6 berechnet. Diese sind zusammen mit den limitierenden Aminosauren und

dem jeweils zugehdrigen chemical score (CS) in Tabelle 3-1 zusammengefasst.
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4

g (100 g TM)"!
w

2

[ |||| . ||L {d \I\l Ll ml. A m‘

ALA ARG ASP CYs GLU GLY HIS ILE LEU LYS MET PHE PRO SER THR TYR VAL
Aminosaure

sWT mPT mSBT mHefe mWirze =Malzkeime

Abbildung 3-2: Aminosaureverteilung der Substrate Weizenbiertreber (WT), Pilsenertreber (PT), Schwarzbiertreber
(SBT), Hefe, Wirze und Malzkeime. Asparagin und Glutamin wurden wahrend der Analyse zu Asparaginsaure und
Glutaminsaure desaminiert und jeweils zusammen unter ASP bzw. GLU erfasst.

Tabelle 3-1: Essential amino acid indices (EAAI), biologische Wertigkeiten (BW) sowie erste und zweite limitierende
Aminosauren (AA) mit zugehdrigen chemical scores (CS) der Substrate Weizenbiertreber (WT), Pilsenertreber
(PT), Schwarzbiertreber (SBT), Hefe, Wirze und Malzkeime

Substrat EAAI BW 1. limitierende AA (CS) 2. limitierende AA (CS)
WT 90+1 871 Trp(69,4) Lys (73,1)

PT 94+1 901 Trp(80,6) Lys (80,6)

SBT 94+1 911 Lys(75,2) Trp (87,0)

Hefe 95+2 912 Trp(69,1) Met/Cys (93,7)

Wirze 89+1 862 Trp(651) Lys (77,3)

Malzkeime 98+1 951 Trp(84,7) -

3.2 Screening in Emerskultur

Von den gemaR 2.2.1.2 auf Platten gescreenten Basidiomyceten wurden die in Abbildung 3-3
gezeigten Organismen als geeignet fur die Submerskultur bewertet. Sie wiesen entweder
einen Bewuchs der Agar-Platte von mindestens 70% an Tag 7 der Kultivierung oder einen
insgesamt sehr dichten Myzelrasen auf. Laetiporus sulphureus und Fomitopsis pinicola
wurden in der Sensorik als wiirzig beschrieben. Eine Ubersicht des Wachstums aller Pilze aus

dem Emersscreening ist in Tabelle 6-2 im Anhang dargestellt.
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Abbildung 3-3: Bewuchs der Treber-Agar-Platten an Tag 7 der Kultivierung. WT: Weizenbiertreber,
PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. * wiirziger Geruch, ** dichter Myzelrasen'

Der Einfluss des pH-Wertes auf das Wachstum von Pleurotus ostreatus wurde gemaf 2.2.1.2

getestet. Je héher der pH-Wert des Mediums war, desto starker waren die Platten bewachsen
(Abbildung 3-4).

0

nativ

IS

Durchmesser des Myzelrasens [cm]
w

N

pH- Wert

Abbildung 3-4: Durchmesser des Myzelrasens von P. ostreatus in Abhangigkeit des pH-Wertes auf MEA

' Die Daten sind in Zusammenarbeit mit Feipeng Zhang entstanden
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3.3 Screening in Submerskultur

Anhand der Trockenmassen der Hauptkulturen, die nach 2.2.1.4 aus Medien unterschiedlicher
Konzentrationen kultiviert wurden, zeigte sich, dass die Trockenmassen mit zunehmender

Medienkonzentration anstiegen (Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5: Trockenmassen (TM) der Hauptkulturen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Weizenbiertreber- (WT), Pilsenertreber -(PT) und Schwarzbiertreber- (SBT) Medium. Die Konzentration der Medien
bezieht sich auf die Trockenmasse.

Bei Betrachtung der Rohproteingehalte dieser Kulturen zeigte sich kein allgemeiner Trend flr
eine bestimmte Konzentration (Abbildung 3-6). Fur Pycnoporus sanguineus stieg der
Rohproteingehalt mit zunehmender Konzentration bei WT und SBT an. Im PT-Medium
hingegen sank der Rohproteingehalt mit zunehmender Konzentration. Fur Pleurotus eryngii
wurde fir alle Treber-Medien ebenfalls ein leichter Anstieg des Rohproteingehaltes mit
zunehmender Konzentration beobachtet. Bei den Kulturen von Hypsizygus marmoreus,
Pleurotus sp. und Lentinula edodes konnten keine Zusammenhange zwischen
Medienkonzentration und Rohproteingehalt beobachtet werden. Daraus wurde geschlossen,
dass die ideale Konzentration abhangig von den verwendeten Trebern und dem Organismus
war und eine genauere Betrachtung der Medienkonzentration nach dem Screening erfolgen
sollte.
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Abbildung 3-6: Rohproteingehalte der Hauptkulturen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Weizenbiertreber-
(WT), Pilsenertreber -(PT) und Schwarzbiertreber- (SBT) Medium. Die Konzentration der Medien bezieht sich auf
die Trockenmasse. Zur Berechnung der Rohproteingehalte wurde der Faktor 6,25 fir allgemeine Lebensmittel
verwendet.

Bei den Trockenmassen der Kulturen, die auf zerkleinertem (z) und nicht zerkleinertem (nz)
Treber kultiviert wurden, zeigte sich keine starke Bevorzugung des zerkleinerten Trebers
(Abbildung 3-7). Fur Pycnoporus sanguineus auf WT, sowie Pleurotus enyngii und Lentinula
edodes auf SBT wurden hdhere Trockenmassen auf dem nicht zerkleinerten Treber erzielt.
Auch die Ergosterolgehalte dieser Kulturen zeigten nicht ausschliel3lich hdhere Werte fir die
zerkleinerten Medien (Abbildung 3-8). Fur Pleurotus sp. auf WT und PT und Lentinula edodes
auf SBT wurden hier héhere Ergosterolgehalte fir die nicht zerkleinerten Medien festgestellt.
Insgesamt war eine Zerkleinerung des Trebers auch im Hinblick auf die Sensorik zu
bevorzugen. Rein optisch fielen bei dem nicht zerkleinerten Treber die groRen Getreidespelzen
auf, die auch wahrend der Fermentationsdauer von einer Woche nicht abgebaut werden
konnten (siehe Abbildung 2-1).
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Abbildung 3-7: Trockenmassen (TM) der Hauptkulturen, die aus Medien mit zerkleinertem (z) und nicht
zerkleinertem (nz) Weizenbiertreber (WT), Pilsenertreber (PT) und Schwarzbiertreber (SBT) angesetzt wurden
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Abbildung 3-8: Ergosterolgehalte der Biomassen der Hauptkulturen, die aus Medien mit zerkleinertem (z) und
unzerkleinertem (nz) Weizenbiertreber (WT), Pilsenertreber (PT) und Schwarzbiertreber (SBT) angesetzt wurden
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Bei den Trockenmassen der Hauptkulturen aus dem Submersscreening, die nach 2.2.1.4

angesetzt wurden, wiesen die Kulturen mit SBT lberwiegend die hdchsten Trockenmassen

auf (Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Trockenmassen (TM) der Hauptkulturen aus dem Submersscreening auf Weizenbiertreber (WT),
Pilsenertreber (PT) und Schwarzbiertreber (SBT)?

Bei den Rohproteingehalten in Bezug auf das Kulturvolumen fielen besonders Pleurotus
ostreatus, Clitopilus sp. und Cyclocybe aegerita auf SBT mit hohen Werten auf (Abbildung
3-10). Da es sich bei P. ostreatus um einen bekannten Speisepilz handelt, wurde der Fokus
im weiteren Verlauf der Arbeit auf die Kombination aus P. ostreatus und SBT gelegt. Der
Schwarzbiertreber wurde bevorzugt, da die Kombination die héchsten Rohproteingehalte fiir
P. ostreatus zeigte und die Fermentate einen wirzigen Geruch aufwiesen. Dies wurde bei den

Kulturen mit Weizenbiertreber und Pilsenertreber nicht wahrgenommen.

2 Die Daten sind in Zusammenarbeit mit Feipeng Zhang entstanden
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Abbildung 3-10: Rohproteingehalte der Hauptkulturen aus dem Submersscreening auf Weizenbiertreber (WT),
Pilsenertreber (PT) und Schwarzbiertreber (SBT). Zur Berechnung wurde der Faktor 6,25 fiur Lebensmittel
allgemein verwendet.®

3.4 Optimierung der Vorkultur

Gemal 2.2.1.5 wurde der geeignete Zeitpunkt fur die Verwendung der Vorkultur als Inokulum
bestimmt. Anhand des starken Anstiegs der Trockenmasse und des pH-Wertes zwischen
Kulturtag sieben und acht (Abbildung 3-11) wurde die Vorkultur im Folgenden an Tag sieben

als Inokulum verwendet.

3 Die Daten sind in Zusammenarbeit mit Feipeng Zhang entstanden
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Abbildung 3-11: Trockenmassen (TM) und finale pH-Werte von Vorkulturen von P, ostreatus auf Malzextrakt an
verschiedenen Kulturtagen

Bei den gemal 2.2.1.5 mit Wirze, Hefe und Malzkeimen supplementierten Vorkulturen mit
initial nativem pH-Wert zeigten sich keine Unterschiede in den finalen pH-Werten der
Uberstande (Abbildung 3-12 bis Abbildung 3-14). Bei den Wirze- und Hefemedien waren
aullerdem keine Unterschiede hinsichtlich der Trockenmassen zu erkennen, wahrend die
Trockenmassen bei der Supplementierung mit Malzkeimen mit zunehmender Konzentration
anstiegen. Da es sich bei den Malzkeimen im Vergleich zur Wirze und Hefe um ein nicht-
I6sliches Substrat handelte, war dies zu erwarten. Aulerdem waren die Medien mit
Malzkeimen viskoser als die Medien, die mit Wirze und Hefe supplementiert wurden. Die
Ergosterolgehalte in den Vorkulturen mit Wirze zeigten keine Unterschiede. In den Vorkulturen
mit Hefe stiegen die Ergosterolgehalte bei den hdoheren Konzentrationen an. Mit zunehmender
Konzentration von Malzkeimen sanken die Ergosterolgehalte. Die steigenden
Ergosterolgehalte bei hohen Hefekonzentrationen lieRen sich darauf zurtckfuhren, dass die
Hefe selbst einen Ergosterolgehalt von (0,86 +0,01) mg g aufwies. Insgesamt lagen die
Gehalte der Vorkulturen im Bereich des Schwarzbiertrebers, der einen Ergosterolgehalt von
(0,04 £0,00) mgg' aufwies. Die pH-Werte, Trockenmassen und Ergosterolgehalte

unterstitzten den optischen Eindruck, dass in diesen Kulturen kein Wachstum stattfand.
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Abbildung 3-12: Einfluss der Supplementierung von Woirze in verschiedenen Konzentrationen zum
Schwarzbiertrebermedium auf den pH-Wert, die Trockenmasse (TM) und den Ergosterolgehalt der Vorkultur
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Abbildung 3-13: Einfluss der Supplementierung von Hefe in verschiedenen Konzentrationen zum
Schwarzbiertrebermedium auf den pH-Wert, die Trockenmasse (TM) und den Ergosterolgehalt der Vorkultur
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Abbildung 3-14: Einfluss der Supplementierung von Malzkeimen in verschiedenen Konzentrationen zum
Schwarzbiertrebermedium auf den pH-Wert, die Trockenmasse (TM) und den Ergosterolgehalt der Vorkultur

Eine Erhdhung des pH-Wertes vor dem Autoklavieren zeigte fir SBT- und ME-Vorkulturen ein
deutlich besseres Wachstum. Der optische Eindruck (Abbildung 3-15) wurde hierbei von den

Trockenmassen, pH-Werten und Ergosterolgehalten unterstitzt (Abbildung 3-16).

Abbildung 3-15: Vorkulturen von P. ostreatus in Schwarzbiertreber- (SBT, links) und Malzextraktmedium (ME,

rechts) mit initial nativen pH-Werten (jeweils linker Kolben) und vor dem Autoklavieren auf 8 eingestellten pH-
Werten (jeweils rechter Kolben)
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Abbildung 3-16: pH-Werte, Trockenmassen (TM) und Ergosterolgehalte von Vorkulturen von P. ostreatus auf
Schwarzbiertreber (SBT) und Malzextrakt (ME) mit vor dem Autoklavieren auf 8 eingestellten und nativen pH-
Werten.*

Eine erneute Supplementierung mit 10 g L™ und 20 g L™ Wiirze bei eingestellten pH-Werten
zeigte im Vergleich zur Referenz ohne Supplementierung ein deutlich verbessertes Wachstum
in Bezug auf Trockenmasse und Ergosterolgehalt (Abbildung 3-17).

Die nach 2.2.1.5 angesetzten Hauptkulturmedien wurden mit einer Vorkultur von P. ostreatus
in SBT-und 20 g L' Wiirze-Medium inokuliert. Anhand des pH-Wertes und Ergosterolgehaltes

in Tabelle 3-2 war ein Wachstum des Pilzes zu verzeichnen.

Tabelle 3-2: Trockenmasse (TM), pH-Wert und Ergosterolgehalt der Hauptkulturen, die aus einer Vorkultur von
P. ostreatus in Schwarzbiertreber- (17 g L™') und Wiirze- (20 g L") Medium inokuliert wurde

TM[g L] pH-Wert Ergosterolgehalt [mg g']
13,42 £ 0,02 5,0+0,5 1,90 £ 0,32

4 Da das Myzel ohne Treber sehr wenig Gewicht im Verhaltnis zum Volumen aufwies, reichte die Menge
an Myzel aus ME-Medium nicht fiir die Ergosterol-Bestimmung aus.
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Abbildung 3-17: pH-Werte, Trockenmassen (TM) und Ergosterolgehalte von Vorkulturen von P. ostreatus auf
Schwarzbiertreber mit Supplementierung von Hefe und Wiirze und vor dem Autoklavieren eingestellten pH-Werten

3.5 Ubertragung der Fermentation in Bioreaktoren und

Optimierung der Batch-Fermentation

3.5.1 Ubertragung der Fermentation in Bioreaktoren

Die Fermentation von Schwarzbiertreber mit Pleurotus ostreatus wurde gemaR 2.2.1.6 in den
Bioreaktor mit 1 L Medium Ubertragen. Wahrend der Fermentation stieg der pH-Wert von 4,4
auf 8,0 an (Abbildung 3-18). Im Verlauf setzte sich Myzel mit Treber im oberen Bereich der
Flissigkeit und dartber fest (Abbildung 3-19). Deswegen wurde die Riihrgeschwindigkeit von
initial 150 rpom auf 200 rpm erhoht. In dieser Fermentation flhrte die Anpassung der
Ruhrgeschwindigkeit zu keiner Veranderung. Um das Festsetzen von Biomasse zu verhindern,
wurde die initiale Rihrgeschwindigkeit fir alle weiteren Fermentationen auf 200 rpm

festgelegt.
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Abbildung 3-18: Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus im Bioreaktor mit 1 L SBT-Medium (17 g L)
und 5% Inokulum. DO: geldster Sauerstoff, N: Rihrgeschwindigkeit, T: Temperatur, F: Begasungsrate

Abbildung 3-19: Bioreaktor wahrend der Fermentation aus Abbildung 3-18 (links) und nach der Fermentation
(rechts).

Im Malstab mit 5L Medium war die Fermentation ebenfalls erfolgreich. Auch hier wurde
wahrend der Fermentation ein Anstieg des pH-Wertes beobachtet (Abbildung 3-20). Mit einer
initialen RUhrgeschwindigkeit von 200 rpm setzte sich kaum Biomasse an den
Reaktoreinbauten fest (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-20: Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus im Bioreaktor mit 5 L SBT-Medium (17 g L)
und 5% Inokulum. DO: geldster Sauerstoff, N: Rihrgeschwindigkeit, T: Temperatur, F: Begasungsrate

Abbildung 3-21: Bioreaktor mit 5 L SBT-Medium nach der Fermentation mit P. ostreatus

3.5.2 Vorarbeiten fur die Optimierung der Batch-Fermentation im
Bioreaktor

Ein Vergleich der DO-Verlaufe von Fermentationen mit unterschiedlichen SBT-
Konzentrationen zeigte, dass das Wachstum des Pilzes bei hbéheren Konzentrationen

langsamer erfolgte. Die Konzentration des geldsten Sauerstoffs fiel mit steigender SBT-
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Konzentration weniger stark ab (Abbildung 3-22). Die Rihrgeschwindigkeit fir 51 g L™ und
68 g L' wurde initial auf 250 rpm angepasst, um ein Absinken des Trebers zu verhindern.
Aufgrund des sehr langsamen Wachstums und der Schwierigkeit eine stetige Durchmischung
bei 68 g TM L zu gewahrleisten, wurde fiir die Optimierung mittels DOE (siehe 2.2.1.8 und
3.5.3) der Bereich zwischen 17 g TM L™ und 51 g TM L™ betrachtet.
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Abbildung 3-22: Vergleich der gelésten Sauerstoffkonzentrationen (DO) im Verlauf der Kultivierung von
verschiedenen Konzentrationen des SBT-Mediums mit P. ostreatus. Die Konzentrationen beziehen sich auf die
Trockenmasse.

Ein Vergleich von Kulturen, die bei 24 °C und 30 °C sowie nativen und auf 7 eingestellten
initialen pH-Werten kultiviert wurden, zeigte, dass beide Parameter in Kombination einen
unterschiedlich schnellen Abfall des DOs bewirkten (Abbildung 3-23). So fiel die
Sauerstoffkonzentration bei pH 7 und 30 °C am starksten und schnellsten ab, wahrend sie bei

30 °C und nativem pH-Wert kaum sank.
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Abbildung 3-23: Vergleich der geldsten Sauerstoffkonzentrationen (DO) im Verlauf der Kultivierung von SBT-
Medium mit P, ostreatus bei verschiedenen Temperaturen und initialen pH-Werten

3.5.3 Optimierung der Batch-Fermentation im Bioreaktor mittels DOE

Nach Durchflihrung der Fermentationen geman 2.2.1.8 und Analyse des Ergosterolgehaltes
nach 2.2.2.8 wurden flr beide Antwortgroen Ergosterolgehalt [mg g™'] und [mg L™"] geeignete
Modelle erstellt. Ergosterol [mg g'] spiegelte den Pilzanteil in der geernteten und getrockneten
Biomasse wider, wahrend Ergosterol [mgL™'] den absoluten Pilzanteil je Kulturansatz
wiedergab. Bei den Berechnungen wurde das Ergebnis von Run 21 nicht berucksichtigt, da
der Fluss wahrend der Kultivierung nicht reguliert werden konnte und eine ausreichende
Bellftung nicht gewahrleistet wurde. Fir den Ergosterolgehalt [mg g'] stellte sich ein
quadratisches Modell als am besten geeignet heraus. Unter Verwendung des Programms
,Design Expert 13“ wurden die Faktoren, die nicht signifikant waren und einen p-Wert > 0,05
aufwiesen, eliminiert und somit aus der Berechnung ausgeschlossen. Die Eliminierung erfolgte
dabei rickwarts, also beginnend bei den Termen, die die Wechselwirkungen der héchsten
Stufe darstellen. Nach der Berechnung empfahl der Box-Cox-Plot eine Transformation durch

die Quadratwurzel. Die Gleichung des Models ist in Gleichung (3-1) dargestellt.

(3-1)
\/ Ergosterol [mg g-'] = + 0,8951 - 0,3264 A + 0,2520 B - 0,0687 C - 0,5086 D

-0,1695 AD +0,1790 BD + 0,2542 CD - 0,5189 C*- 0,5261 D?
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Die Fit-Statistik fir das Modell des Ergosterolgehalts [mg g'] ist in Tabelle 3-3 dargestellt. In
der analysis of variance (ANOVA) in Tabelle 3-4 sind die Terme aufgefiihrt, die fur die
Berechnung des Modells verwendet wurden. Die nicht signifikanten Terme wurden aus
hierarchischen Griinden verwendet. Das Modell war signifikant und wies einen nicht

signifikanten lack of fit auf.

Tabelle 3-3: Fit-Statistik des Modells fiir den Ergosterolgehalt [mg g™'], transformiert mit der Quadratwurzel

BestimmtheitsmaR R? 0,6302
Adjustiertes Rag? 0,5449
Vorhergesagtes Rpred? 0,2458
Signal-Rausch-Verhaltnis S/N 14,9810

Tabelle 3-4: ANOVA (analysis of variance) fur das Modell fiir den Ergosterolgehalt [mg g'] (Quadratisches Modell
mit Transformation durch die Quadratwurzel). Substratmenge: Treberkonzentration des Mediums [gL'], V
Inokulum: Inokulumvolumen [%], pH initial: initialer pH-Wert, T: Temperatur [°C]

F-Wert p-Wert

Modell 7,39 <0,0001 signifikant
A-Substratmenge 14,62 0,0005 signifikant

B-V Inokulum 11,69 0,0015 signifikant
C-pH initial 0,3987 0,5315 nicht signifikant
D-T 21,55 <0,0001 signifikant

AD 3,60 0,0651 nicht signifikant
BD 4,67 0,0369 signifikant

CD 5,54 0,0237 signifikant

Cc? 27,09 <0,0001 signifikant

D2 26,56 <0,0001 signifikant
Residual

lack of fit 1,57 0,2303 nicht signifikant

Im DFFITS-Test lagen vier Datenpunkte aulerhalb der Grenzen. Da diese Versuchslaufe
jedoch nicht negativ in der Cook’s Distanz auffielen, wurden sie zur Berechnung des Modells
verwendet und nicht als AusreilRer betrachtet (Abbildung 3-24). Auch in der Auftragung der
realen Messwerte gegen die vorhergesagten Werte zeigten sich keine Ausreifler (Abbildung
3-26 A).
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Abbildung 3-24: Cook’s Distanz (A) und DFFITS (difference of fits, B) jeweils aufgetragen gegen die Nummer des
Versuchslaufs fiir den Ergosterolgehalt [mg g]

Fir den Ergosterolgehalt [mg L] wurde ein kubisches Modell verwendet. Dieses eignete sich
laut ,Design Expert 13“ am besten. Auch hier wurden die nicht signifikanten Terme mit einem
p-Wert > 0,05 eliminiert, beginnend bei den Termen, die die Wechselwirkungen der hdchsten
Stufe beschreiben. Der Box-Cox-Plott empfahl hier eine Transformation durch die

Quadratwurzel. Die Formel, die das Modell beschreibt, ist in Formel (3-2) gezeigt.

\/Ergosterol [mg L'1] =+4,48+0,8480A+0,5391 B-0,0376 C-4,19D .
+0,5440 AB - 2,69 AC - 1,63 AD + 0,6718 BC + 0,0433 CD + 0,0511 A% - 0,6556 B?
-0,7295C*-3,58 D* + 1,13 A’B - 1,59 AB® - 2,35 AC* - 1,16 AD* + 2,85 C°D
-2,04 CD?
Die Fit-Statistik fir das Modell des Ergosterolgehalts [mg L] ist in Tabelle 3-5 dargestellt. In
der analysis of variance (ANOVA) in Tabelle 3-6 sind die Terme aufgefiihrt, die fur die
Berechnung des Modells verwendet wurden. Die nicht signifikanten Terme wurden aus
hierarchischen Griinden verwendet. Das Modell war signifikant und wies einen nicht

signifikanten lack of fit auf.

Tabelle 3-5: Fit-Statistik des Modells fiir den Ergosterolgehalt [mg L], transformiert mit der Quadratwurzel

BestimmtheitsmaR R? 0,8643
Adjustiertes Rag? 0,7754
Vorhergesagtes Rpred® 0,4959
Signal-Rausch-Verhaltnis S/N 14,5590
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Tabelle 3-6: ANOVA (analysis of variance) fiir das Modell fur den Ergosterolgehalt [mg L] (Kubisches Modell,
transformiert mit der Quadratwurzel). Substratmenge: Treberkonzentration des Mediums [g L], V Inokulum:
Inokulumvolumen [%], pH initial: initialer pH-Wert, T: Temperatur [°C]

F-Wert p-Wert

Modell 9,72 <0,0001 signifikant
A-Substratmenge 3,07 0,0905 nicht signifikant
B-V Inokulum 3,26 0,0815 nicht signifikant
C-pH initial 0,0021 0,9638 nicht signifikant
D-T 25,27 <0,0001 signifikant

AB 4,62 0,0400 signifikant

AC 20,60 <0,0001 signifikant

AD 5,00 0,0332 signifikant

BC 4,57 0,0411 signifikant

CD 0,0078 0,9300 nicht signifikant
A2 0,0278 0,8688 nicht signifikant
B2 5,76 0,0230 signifikant

Cz 0,6909 0,4126 nicht signifikant
D2 23,10 <0,0001 signifikant

A?B 5,91 0,0215 signifikant

AB? 11,74 0,0018 signifikant

AC? 13,63 0,0009 signifikant

AD? 5,13 0,0311 signifikant

C2D 9,31 0,0048 signifikant

CDz? 5,54 0,0255 signifikant
Residual

lack of fit 1,07 0,4769 nicht signifikant

Im DFFITS-Test fir den Ergosterolgehalt [mg L] lagen sechs Datenpunkte auBerhalb der

Grenze. Diese Punkte waren in der Cook’s Distanz jedoch nicht auffallig (Abbildung 3-25).

Anhand der Auftragung der vorhergesagten Werte gegen die tatsachlich gemessenen Werte

in Abbildung 3-26 B waren keine Ausreier erkennbar. Daher wurden fur die Berechnung des

Modells mit Ausnahme von Lauf 21 alle Datenpunkte berlicksichtigt.
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Abbildung 3-26: Auftragung der durch das Modell vorhergesagten Werte gegen die tatsachlichen Messwerte fir
den Ergosterolgehalt [mg g'] (A) und den Ergosterolgehalt [mg L] (B)

Die 3D-Darstellungen des Modells fiir den Ergosterolgehalt [mg g™'] zeigen, dass 30 °C die
optimale Kultivierungstemperatur darstellt (Abbildung 3-27). In der Auftragung der Temperatur
gegen den initialen pH-Wert ist ein Maximum des Ergosterolgehaltes bei 30 °C und einem pH-
Wert von etwa 8 erkennbar. Jedoch erreicht das Maximum in der Darstellung nicht die maximal
mogliche Ergosterolkonzentration, die durch eine stark rote Farbung gekennzeichnet ware. Da
die Auswahl der finalen Parameter kleinen

fur die Bedingung eines moglichst

Inokulumvolumens war, wurde flr die Grafiken jeweils das finale Inokulumvolumen von 4,4%
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verwendet. In Abbildung 3-27 C ist zu erkennen, dass mit zunehmendem Inokulumvolumen

hdhere Ergosterolgehalte erzielt wurden.

Ergosterol [mg/g]

Ergosterol [mg/g]
Ergosterol [mg/g]

40

D:T[°C] 28

C: initialer pH-Wert

B: V Inokulum [%]

Abbildung 3-27: 3D-Darstellung des Modells fiir den Ergosterolgehalt [mg g-'] (quadratisches Modell, transformiert
mit der Quadratwurzel); A: Temperatur (T) gegen die Substratmenge bei einem initialen pH-Wert von 9,3 und einem
Inokulumvolumen von 4,4% (v/v); B: Temperatur (T) gegen den initialen pH-Wert bei einer Substratmenge von
17 g TM L™" und einem Inokulumvolumen von 4,4%; C: Temperatur (T) gegen das Inokulumvolumen (V Inokulum)
bei einer Substratmenge von 17 g TM L' und einem initialen pH-Wert von 9,3

Auch die 3D-Darstellungen des Ergosterolgehaltes [mg L] in Abbildung 3-28 zeigen einen
Anstieg des Ergosterolgehaltes mit zunehmendem Inokulumvolumen. Bei einer Erhéhung des
pH-Wertes wurden hdhere Ergosterolgehalte beobachtet (Abbildung 3-28 B, C, D). Allerdings
wies das Modell am oberen Rand des Faktorraums eine hohe Standardabweichung auf. Fr
einen pH-Wert von 11 wurde kein Wachstum wahrend der Durchfiihrung festgestellt und der
Versuchsplan wurde dementsprechend angepasst. Die zur Berechnung des Modells
verwendeten Daten sind in Tabelle 6-3 dargestellt. Daher war das Modell in dem hohen pH-
Wert-Bereich mit einem hohen Fehler behaftet. Fir die Substratmenge war in Wechselwirkung
mit dem Inokulumvolumen und der Temperatur eine Abnahme des Ergosterolgehaltes [mg L™]

mit steigender Substratmenge erkennbar (Abbildung 3-28 A, E). In der Wechselwirkung mit
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dem initialen pH-Wert stieg der Ergosterolgehalt mit zunehmender Substratmenge. Das

Temperaturoptimum lag in einem ahnlichen Bereich wie bei dem Modell fir den
Ergosterolgehalt [mg g™].

Ergosterol [mg/L]
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\
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A: Substratmenge [g TM/L]

Ergosterol [mg/L]

2 A:Substratmenge [g TMIL] 0 I 43928

24 17

Abbildung 3-28: 3D-Darstellung des Modells fiir den Ergosterolgehalt [mg L] (kubisches Modell, transformiert mit
der Quadratwurzel); A: Inokulumvolumen (V Inokulum) gegen die Substratmenge bei einem initialen pH-Wert von
9,3 und einer Temperatur von 30 °C; B: Inokulumvolumen (V Inokulum) gegen den initialen pH-Wert bei einer
Substratmenge von 17 g TM L™" und einer Temperatur von 30 °C; C: initialer pH-Wert gegen die Temperatur (T) bei
einer Substratmenge von 17 g TM L™ und einem Inokulumvolumen von 4,4%; D: initialer pH-Wert gegen die
Substratmenge bei einer Temperatur von 30 °C und einem Inokulumvolumen von 4,4%; E: Temperatur (T) gegen
die Substratmenge bei einem initialen pH-Wert von 9,3 und einem Inokulumvolumen von 4,4%
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Die optimalen Parameter fiir eine gleichzeitige Maximierung des Ergosterolgehalts [mg g™]

und [mg L™"] und Reduzierung des Inokulumvolumens sind in Tabelle 3-7 dargestellt.

Tabelle 3-7: Finale Parameter fiir die Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus

Substratmenge [g TM L] Inokulumvolumen [%] pH-Wert  Temperatur [°C]
17 4.4 9,3 30

Ein Vergleich der durch ,Design Expert 13“ vorhergesagten Werte und der experimentell
bestimmten Werte fiir die Ergosterolgehalte [mgg'] und [mgL'] fir die optimierte
Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus ist in Tabelle 3-8 gezeigt. Durch die

Bestatigungslaufe wurde das Modell bestatigt.

Tabelle 3-8: Durch ,Design Expert 13" vorhergesagte Werte und experimentell bestimmte Werte fiur Ergosterol
[mg g™'] und Ergosterol [mg L] fiir die optimierte Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus

Vorhersage Experimenteller Wert
Ergosterol [mg g™'] 1,36 + 0,56 1,23 + 0,09
Ergosterol [mg L™] 32,65+9,17 15,54 + 0,49

Nach der Fermentation waren deutlich Myzel-Pellets neben den Treber-Rickstanden

erkennbar, was flr eine erfolgreiche Fermentation sprach (Abbildung 3-29).

Abbildung 3-29: Kulturgefall nach der Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus bei den in Tabelle 3-7
angegebenen Bedingungen

69



Ergebnisse

3.6 Ansatze zur Verbesserung der KulturfUhrung

3.6.1 Dauer des Dispergierens

Anhand der Trockenmassen, die flr die nach 2.2.1.9 behandelten Vorkulturen mit
unterschiedlichen Turrax-Zeiten erhalten wurden, stellten sich 30 s fir die Dauer des

Dispergierens als geeignet heraus (Abbildung 3-30).

2,5

2,0

o

Trockenmasse [g L]

°

| |

0,0
0 30 60 120 300
Turraxdauer [s]

Abbildung 3-30: Einfluss der Dauer des Dispergierens eines Myzelstlicks von Pleurotus ostreatus beim Ansetzen
einer Vorkultur in ME auf die Trockenmasse nach sieben Tagen Kultivierung

Ein Vergleich der Trockenmassen, pH-Werte und Ergosterolgehalte der Hauptkulturen, die
nach 2.2.1.9 aus unterschiedlich lange dispergierten Vorkulturen angesetzt wurden, ist in
Abbildung 3-31 dargestellt. Fur die Trockenmassen wurden bei zunehmender Dauer des
Dispergierens etwas geringere Werte verzeichnet. Der Ergosterolgehalt stieg hingegen mit
langerer Dauer an. Fur die pH-Werte zeigte sich kein Trend, jedoch lagen alle Werte der
Kulturen, die dispergiert wurden, deutlich Uber den nicht-dispergierten. Der pH-Wert der nicht-
dispergierten Kulturen lag mit 5 deutlich naher am nativen pH-Wert des Mediums von 4,2.
Aufgrund der pH-Werte und Ergosterolgehalte kann somit davon ausgegangen werden, dass
ein besseres Pilzwachstum in den dispergierten Kulturen stattfand. Auch in den Kulturen mit

einem langeren Dispersionsvorgang wurde noch Pilzwachstum verzeichnet.
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Abbildung 3-31: Einfluss der Dauer des Dispergierens einer sieben Tage kultivierten Vorkultur von P, ostreatus auf
ME auf die Trockenmasse (TM), den pH-Wert und den Ergosterolgehalt der Hauptkultur mit Schwarzbiertreber-
Medium nach sieben Tagen Kultivierung

Um einen Einfluss der nicht-homogenen Vorkultur bei der Dispersionsdauer von 0 s und somit
eines nicht reprasentativen Inokulums zu minimieren, wurden die Hauptkulturen im Maflstab
verzehnfacht. Ein Vergleich der Trockenmassen und pH-Werte zeigte keinen Unterschied
zwischen den dispergierten und nicht-dispergierten Kulturen (Abbildung 3-32). Der
Ergosterolgehalt war bei den dispergierten Kulturen deutlich héher. Somit bestatigte sich, dass

der Dispersionsvorgang relevant fiir das Pilzwachstum war.
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Abbildung 3-32: Einfluss der Dauer des Dispergierens einer sieben Tage kultivierten Vorkultur von P, ostreatus auf
ME auf die Trockenmasse (TM), den pH-Wert und den Ergosterolgehalt der Hauptkultur mit Schwarzbiertreber-
Medium nach sieben Tagen Kultivierung. Mafstabsvergroferung der Hauptkultur von 40 mL auf 400 mL5

3.6.2 Kulturfuhrung Uber mehrere Generationen

Die Trockenmassen, pH-Werte und Ergosterolgehalte der Kulturen, die Uber mehrere
Generationen aus vorherigen Hauptkulturen nach 2.2.1.10 inokuliert wurden, sind in Abbildung
3-33 dargestellt. Im Verlauf der Generationen stieg der Ergosterolgehalt mit Ausnahme von
Generation 3 deutlich an. Dies deutete auf ein verbessertes Pilzwachstum hin, je langer eine
Hauptkultur als Inokulum verwendet wurde. Auch die pH-Werte von Generation 3 und 4 lagen
zwischen 7 und 8, was auf ein gutes Wachstum hindeutete. Die Trockenmassen von

Generation 3 und 4 waren etwas hoher als die von Generation 1 und 2.

5 Die Ergosterolgehalte sind niedrig, da das Pilzwachstum schlechter als in dem kleineren Maf3stab war.
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Abbildung 3-33: Trockenmassen (TM), pH-Werte und Ergosterolgehalte von Hauptkulturen von P. ostreatus auf
Schwarzbiertreber, die Uber mehrere Generationen aus einer Hauptkultur inokuliert wurden. Zur Vergleichbarkeit
wurden bei der TM von Generation 4 10% abgezogen, da dies als Inokulum bei den vorherigen Generationen
verwendet wurde. Die pH-Werte von Generation 1 und 2 wurden nicht gemessen.

Fir die Hauptkulturen, die gemaR 2.2.1.10 aus den Uberstanden vorheriger Hauptkulturen
angesetzt wurden, sind die Trockenmassen und Ergosterolgehalte in Abbildung 3-34
aufgeflhrt. Im Vergleich zu Generation 0 zeigten die restlichen Generationen ahnliche
Trockenmassen und etwas hohere Ergosterolgehalte. Der pH-Wert im Uberstand von
Generation 4 betrug 6,8+ 0,1 und war vergleichbar mit Werten aus den vorherigen
Experimenten. Somit Iasst sich der Kulturiiberstand (ber mindestens vier Generationen

wiederverwenden, ohne einen negativen Einfluss auf das Pilzwachstum zu haben.
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Abbildung 3-34: Trockenmassen (TM) und Ergosterolgehalte von Hauptkulturen von P ostreatus auf
Schwarzbiertreber, deren Medium Uber mehrere Generationen aus Kulturiiberstand vorheriger Hauptkulturen
angesetzt wurde. Generation 0 dient als Vergleich, da hier noch kein Kulturiiberstand als Medienbestandteil
verwendet wurde.®

3.6.3 Fed-Batch

Die nach 2.2.1.11 angesetzten und gefiitterten Kulturen wiesen nach sieben Tagen
Kulturdauer die in Abbildung 3-35 dargestellten Trockenmassen und Ergosterolgehalte auf. Im
Vergleich wiesen die mit Wirze geflutterten Kulturen die hdchsten Trockenmassen auf. Die
Ergosterolgehalte wiesen hohe Standardabweichungen auf, weshalb hier keine klare Tendenz
erkennbar war. Bei einer Wiederholung des Futterungsversuches mit mehr Supplement
wurden fir den Zusatz von Hefe die hdchsten Werte verzeichnet (Abbildung 3-36), wobei dies
auf den in 3.4 aufgeflihrten Ergosterolgehalt der Hefe zurtickzuflihren war. Da die Kulturen mit
Hefefltterung muffig rochen, wurde die Hefe fur weitere Futterungsexperimente
ausgeschlossen. Aufgrund der vergleichsweisen hohen Trockenmasse (Abbildung 3-35) und
leichteren Dosierbarkeit mittels Pipette und Peristaltikpumpe, wurde Wiirze als Supplement

weiterverfolgt.

6 Die pH-Werte wurden hier nicht bestimmt, um das Risiko einer Kontamination zu minimieren.
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Abbildung 3-35: Trockenmassen (TM) und Ergosterolgehalte von Kulturen von P ostreatus auf
Schwarzbiertrebermedium, die an Kulturtag 5 mit 1% (v/v) Treber, Wiirze und Hefe geflttert wurden
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Abbildung 3-36: Ergosterolgehalte von Kulturen von P. ostreatus auf Schwarzbiertrebermedium, die an Kulturtag 5
mit 5% (v/v) Treber, Wirze und Hefe gefiittert wurden
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Ein Vergleich der Fltterung an verschiedenen Kulturtagen zeigte einen deutlich erhéhten
Ergosterolgehalt an Tag 3 (Abbildung 3-37). Die Trockenmassen stiegen an, je spater der

Futterungszeitpunkt war. Allerdings wiesen die Trockenmassen hohe Abweichungen auf.
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Abbildung 3-37: Trockenmassen (TM) und Ergosterolgehalte von Kulturen von P ostreatus auf
Schwarzbiertrebermedium, die an unterschiedlichen Tagen mit 5% (v/v) Wirze gefuttert wurden

Bei der Kultivierung von P. ostreatus im Bioreaktor mit Schwarzbiertrebermedium und einer
Wirze-Fitterung an Tag funf wurde eine etwas hdéhere Trockenmasse und ein deutlich héherer
Ergosterolgehalt im Vergleich zu Fermentationen mit vergleichbaren Bedingungen ohne Feed
erzielt werden (Tabelle 3-9). Im Kulturverlauf der Fermentation mit Feed wurde ein Absinken
des geldsten Sauerstoffs und des pH-Wertes bei Zugabe des Feeds beobachtet (Abbildung
3-38).

Tabelle 3-9: Vergleich von Trockenmasse und Ergosterolgehalt von Fermentationen von Schwarzbiertreber mit
P. ostreatus ohne Feed und mit 5% (v/v) Wirze-Feed im 5 L-Maf3stab

Trockenmasse [g L] Ergosterolgehalt [mg g']
Ohne Feed 17,0 1,96 + 0,00
Mit Feed 17,7 3,39 £ 0,11
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Abbildung 3-38: Kulturverlauf der Fermentation von Schwarzbiertrebermedium mit P. ostreatus mit Futterung von
5% Wiuirze (v/v) an Kulturtag funf. T: Temperatur, N: Rihrgeschwindigkeit, DO: geloster Sauerstoff,
F: Begasungsrate.

3.7 Analytik der Biomasse

3.7.1 Chemische Analytik

Ein Vergleich der Reinprotein-, Gesamtfett,- Rohasche- und Gesamtkohlenhydratgehalte von
dem Myzel von Pleurotus ostreatus auf Malzextrakt (POS-ME) und Schwarzbiertreber (POS-
SBT) und nicht fermentiertem Schwarzbiertreber ist in Abbildung 3-39 dargestellt. Die
Reinproteingehalte unterschieden sich zwischen den Myzelien und der Treber-Referenz
deutlich. Das Referenzmyzel auf Malzextrakt wies den hdchsten und der nicht fermentierte
Schwarzbiertreber den geringsten Reinproteingehalt auf. Somit konnte der Proteingehalt des
Schwarzbiertrebers durch die Fermentation erhdht werden. Auch die Proteinqualitédt konnte
erhoht werden. Die biologische Wertigkeit des fermentierten Schwarzbiertrebers erreichte
nahezu die des Referenzmyzels und lag somit deutlich ber der biologischen Wertigkeit des
nicht fermentierten Schwarzbiertrebers (Tabelle 3-10). Nach der Fermentation war Tryptophan
nicht mehr die limitierende Aminosaure. Die Aminosaureprofile sind in Abbildung 3-40

dargestellt.
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Abbildung 3-39: Reinprotein-, Gesamtfett-, Rohasche- und Gesamtkohlenhydratgehalt von den Myzelien von
P. ostreatus auf Malzextrakt (POS-ME) und Schwarzbiertreber (POS-SBT) und Schwarzbiertreber ohne
Fermentation (SBT) in Bezug auf die Trockenmasse (TM)
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Abbildung 3-40: Aminosaureverteilung von den Myzelien von P. ostreatus auf Malzextrakt (POS-ME) und
Schwarzbiertreber (POS-SBT) und Schwarzbiertreber ohne Fermentation (SBT). Asparagin und Glutamin wurden
wahrend der Analyse zu Asparaginsaure und Glutaminsaure desaminiert und jeweils zusammen unter ASP bzw.
GLU erfasst.
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Tabelle 3-10: Essential amino acid indices (EAAI), biologische Wertigkeiten (BW) sowie erste und zweite
limitierende Aminosauren (AA) mit zugehoérigen chemical scores (CS) der Myzelien von P. ostreatus auf Malzextrakt
(POS-ME) und Schwarzbiertreber (POS-SBT) und Schwarzbiertreber ohne Fermentation (SBT)

Probe EAAI BW 1. limitierende AA (CS) 2. limitierende AA (CS)
POS-ME ‘ 98 +3 95+3 Met/Cys (85,3) Leu (98,7)
POS-SBT ‘ 97 +2 94 +3 Met/Cys (85,5) Lys (92,4)
SBT ‘ 912 882 Trp (69,5) Lys (78,3)

Durch die Fermentation stieg der Anteil an ungesattigten Fettsauren (FS) von 65,8% + 0,1%
im Schwarzbiertreber auf 69,5% + 2,9% im fermentierten Schwarzbiertreber. Das reine Myzel
wies mit 80,8% + 1,9% den grofdten Anteil an ungesattigten Fettsauren auf. Im Fettsaureprofil
lag der fermentierte Schwarzbiertreber zwischen dem nicht fermentierten Treber und dem
reinen Myzel (Abbildung 3-41). Nur fir Olsaure war der relative Anteil im fermentierten Treber
groer als im nicht fermentierten Treber und deutlich grof3er als im reinen Myzel. Neben den
im Standard enthaltenen Fettsduremethylestern waren in den Chromatogrammen weitere
kleine Peaks zu erkennen (Abbildung 6-1 bis Abbildung 6-3). Bei diesen Peaks kdnnte es sich
um weitere Fettsduren handeln. Durch den Abgleich der Massenspektren wurden im Myzel

von P, ostreatus auf ME voraussichtlich Pentadecansaure und Palmitoleinsaure detektiert.
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Abbildung 3-41: Fettsaureverteilung der Myzelien von P ostreatus auf Malzextrakt (POS-ME) und
Schwarzbiertreber (POS-SBT) und Schwarzbiertreber ohne Fermentation (SBT). FS: Fettsaure
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3.7.2 Sensorische Analytik

Eine Verkostung von aufgetautem und nicht zuvor gefrorenem Myzel aus der Fermentation
von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus wurde gemalf 2.2.2.10 durchgefihrt. Die Probanden
beschrieben den Geruch und Geschmack der nicht zuvor gefrorenen Probe als weniger
intensiv (Abbildung 3-42). Das Attribut ,pilzartig® traf fir Geruch und Geschmack fur beide
Proben zu. Nach dem Auftauen wurden die Proben zuséatzlich als wirzig beschrieben. Die
Konsistenz wurde insgesamt als inhomogen, holzig und stark faserig beschrieben, wobei die
aufgetauten Proben als etwas besser kaubar bewertet wurden. Der Gesamteindruck der nicht
gefrorenen Probe wurde durchschnittlich mit 1,7 bewertet und der der aufgetauten Probe mit
1,9. Aufgrund der Bevorzugung der aufgetauten Probe, wurden fur die Aromaanalytik Aliquote

von gefrorenem Myzel, die vor der Analyse aufgetaut wurden, verwendet.

suBlich
B
A 2,5 suB
2,0 25
2,0
. 15
grin rostig pflanzlich 15 Getreide
1,0 10
0,5
0,
fleischartig wiirzig
pilzartig wiirzig
pilzartig erdig
erdig
| agerung bei 4 °C === | agerung bei-20°C | agerung bei 4 °C e agerung bei-20°C

Abbildung 3-42: Bewertung des Geruchs (A) und Geschmacks (B) der Biomasse von mit P. ostreatus fermentiertem
Schwarzbiertreber nach 24 h Lagerung bei 4 °C und -20 °C durch ein Panel von 22 Probanden

Die gemal 2.2.2.11 aufgenommenen Chromatogramme der Myzelien von P. ostreatus auf
Malzextrakt und Schwarzbiertreber sowie nicht fermentiertem Schwarzbiertreber sind in
Abbildung 3-43 bis Abbildung 3-45 dargestellt.
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Abbildung 3-43: HS-SPME Chromatogramm von 1g Myzel von P. ostreatus auf Malzextrakt. a: Hexanal,
b: 3-Octanon, c¢: Octanal, d: 1-Octen-3-on, e: (E)-2-Octenal, f: 1-Octen-3-ol, g: Furfural
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Abbildung 3-44: HS-SPME Chromatogramm von 1g der Biomasse von mit P. ostreatus fermentiertem
Schwarzbiertreber. a: Hexanal, b: 3-Octanon, c: 1-Octen-3-on, d: (E)-2-Octenal, e: 1-Octen-3-ol, f: Benzaldehyd
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Abbildung 3-45: HS-SPME Chromatogramm von 1g Schwarzbiertreber. a: Hexanal, b: 1-Octen-3-on,
c: (E)-2-Octenal, d: Furfural, e: (E)-2-Nonenal, f: 2-Furanmethanol, g: 2-Phenylethanol

Ein Vergleich der FD-Chromatogramme von Schwarzbiertreber und den Myzelien von

P. ostreatus auf Malzextrakt und Schwarzbiertreber ist in Abbildung 3-46 dargestellt. Fir alle

Proben wies 1-Octen-3-on den héchsten FD-Faktor auf. In beiden Myzelien wurde ein FD-

Faktor von > 256 bestimmt.
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Abbildung 3-46: Vergleich der FD-Chromatogramme von Schwarzbiertreber (SBT), dem Myzel von P. ostreatus in
Malzextraktmedium kultiviert (POS-ME) und dem mit P. ostreatus fermentiertem Schwarzbiertreber (POS-SBT).
a: Hexanal, b: 3-Octanon, c: Octanal, d: 1-Octen-3-on, e: (E)-2-Octenal, f: 1-Octen-3-ol, g: Furfural, h: Benzaldehyd,
i: (E)-2-Nonenal, j: 2-Furanmethanol, k: 2-Phenylethanol
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Ein Vergleich der wahrgenommenen Geruchseindricke mit den Geruchsattributen, die den
Substanzvorschlagen in der Literatur zugeordnet werden, ist in Tabelle 3-11 gezeigt.
Insgesamt deckten sich die wahrgenommenen Geruchseindricke mit den fur die
Substanzvorschlage in der Literatur beschriebenen Geruchsattributen. Ein Vergleich der
Retentionsindices (RIs), die auf einer polaren und unpolaren Saule bestimmt wurden, mit den
RIs von Standardsubstanzen und Literaturwerten ist in Tabelle 3-12 abgebildet. Fir eine
Ubereinstimmung wurde eine Abweichung von 20 toleriert, die fiir keinen der Aromastoffe
Uberschritten wurde. Lediglich flr 2-Phenylethanol wich der Rl des Standards von der Probe
um 22 ab. Die Massenspektren der Verbindungen, die auf polarer und unpolarer Saule
aufgenommen wurden, stimmten mit Referenzspektren tberein. Die Spektren sind im Anhang
in Tabelle 6-4 bis Tabelle 6-15 aufgefihrt. Aufgrund der Ubereinstimmung hinsichtlich des
Geruchs, Massenspektrums und RIs wurden die aufgeflihrten Aromastoffe als identifiziert

angesehen.

Tabelle 3-11: Substanzen mit wahrgenommenen Geruchsattributen und Geruchsbeschreibungen aus der Literatur.
*The Good Scents Company — Flavor, Fragrance, Food and Cosmetics Ingredients Information

Substanz Wahrgenommene Geruchsattribute Geruchsattribute Literatur®

Hexanal frisch, griin, grasig, zitrusartig frisch, grun, fettig, aldehydisch,

grasig, blattrig, fruchtig

3-Octanon frisch, grin, zitrusartig frisch, krautig, Lavendel, stRlich,
Pilz
Octanal pilzartig, stlich, zitrusartig wachsig, zitrusartig, grin, frisch,

fettig, krautig

1-Octen-3-on pilzartig, modrig pilzartig, erdig, muffig, krautig

(E)-2-Octenal frisch, grin, erdig, rostig fettig, grun, frisch, Gurke, wachsig,
Banane

1-Octen-3-ol pilzartig, erdig, modrig pilzartig, erdig, grin, 6lig, rohes
Huhn

Furfural grin, pilzartig, holzartig Mandel, suf3, holzig, Brot

Benzaldehyd Mandel, stfdlich Mandel, Kirsche, stf3lich

(E)-2-Nonenal pilzartig, Getreide, grin fettig, grin, zitrusartig,

gurkenartig, aldehydisch
2-Furanmethanol | erdig, muffig alkoholisch, chemisch, muffig,
sURlich, Karamell, Brot, Kaffee

2-Phenylethanol | stBlich, blumig blumig, Rose, Rosenwasser
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Tabelle 3-12: Vergleich der Retentionsindices (RIs) der Substanzen aus den Proben mit Standards und
Literaturwerten, gemessen auf einer polaren Saule (VF-WAXms) und einer unpolaren Saule (DB-5ms); a: (Berlinet
et al. 2005), b: (Cros et al. 2005), c: (Nielsen und Poll 2004), d: (Riu-Aumatell et al. 2005), e: (Shimoda et al. 1996),
f: (Cho et al. 2007), g: (Maccioni et al. 2007), h: (Flamini et al. 2007), i: (Flamini et al. 2003), j: (Moio und Addeo
1998), k: (Flamini et al. 2002)

VF-WAXms (polar) DB-5ms (unpolar)
Substanz RI RI RI RI RI RI

Probe Standard Literatur Probe Standard Literatur
Hexanal 1071 1082 10772 801 805 807
3-Octanon 1247 1249 1244° 985 985 971
Octanal 1271 1284 12672 1003 1003 1003°
1-Octen-3-on 1293 1302 1290° 976 977 980"
(E)-2-Octenal 1419 1421 1425° 1057 1058 1064’
1-Octen-3-ol 1443 1451 1443° 981 980 981!
Furfural 1451 1454 1454¢ 829 834 831!
Benzaldehyd 1508 1519 1524° 959 960 963
(E)-2-Nonenal 1519 1527 1524¢ 1159 1159 1164
2-Furanmethanol | 1647 1647 1662° 861 860 857
2-Phenylethanol | 1888 1910 1902¢ 1110 1109 1113K

3.8 Wachstumsbeurteilung und Bestimmung des Pilzanteils

Von den Myzelien, die gemaf 2.2.1.12 kultiviert und verarbeitet wurden, wurden jeweils die
Gehalte an Chitin und Ergosterol bestimmt. Auffallig war der hohe Chitingehalt fur den nicht
fermentierten Schwarzbiertreber (SBT), der in der gleichen GrélRenordnung lag wie der
Chitingehalt fur den fermentierten Schwarzbiertreber (POS-SBT). Fur SBT war kaum
Ergosterol nachweisbar (Abbildung 3-47). Die aus dem Ergosterol- und Chitingehalt

bestimmten Pilzanteile waren nach Abzug der Treber-Blindwerte vergleichbar (Tabelle 3-13).

Tabelle 3-13: Pilzanteil des mit Pleurotus ostreatus fermentierten Schwarzbiertrebers. Die Berechnung erfolgte
aufgrund des Ergosterol- und des Chitingehaltes jeweils mit Bericksichtigung des Blindwertes des nicht
fermentieren Schwarzbiertrebers.

Pilzanteil [%]
Bestimmung durch Ergosterol ‘ 214+75

Bestimmung durch Chitin ‘ 17,8+ 11,3
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Abbildung 3-47: Chitin- und Ergosterolgehalte von Myzel von P. ostratus in Malzexktraktmedium (POS-ME) und
Schwarzbiertrebermedium (POS-SBT) und nicht fermentiertem Schwarzbiertreber (SBT)

Ein Vergleich der Kohlenstofftransferraten (Abbildung 3-48), die wahrend den Fermentationen
gemall 2.2.1.12 aufgezeichnet wurden, zeigt, dass wahrend der Fermentation des
Schwarzbiertrebers (POS-SBT) deutlich mehr CO, ausgestof3en wurde als wahrend der
Fermentation des Malzextraktmediums (POS-ME). Daher war eine Quantifizierung des
Pilzanteils im fermentierten Schwarzbiertreber Uber den CO,-Gehalt in der Abluft nicht

mdglich.
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Abbildung 3-48: Kohlenstofftransferraten (CTR) der Fermentationen von Malzextraktimedium mit Pleurotus
ostreatus (POS-ME) und Schwarzbiertrebermedium mit P, ostreatus (POS-SBT)

Fir die online-Beurteilung des Pilzwachstums wurde ein Lebendzelldichtesensor (Incyte Arc,
Hamilton) gemaly 2.2.1.12 verwendet. Ein Vergleich des Signals des Sensors und einer
Wachstumskurve, die gemal 2.2.1.12 aufgenommen wurde, zeigt einen ahnlichen Verlauf
beider Kurven (Abbildung 3-49). Beim Vergleichen der Kurven mit dem im Medium gelésten
Sauerstoff (DO) war erkennbar, dass das Pilzwachstum verzdgert zur Abnahme des DO
stattfand. Ein weiterer Vergleich des Signals des Lebendzelldichtesensors mit den
Trockenmassen von P. ostreatus in Malzextraktmedium wahrend der Fermentation zeigte
ebenfalls eine Ahnlichkeit der Kurvenverlaufe (Abbildung 3-50). Bei der Betrachtung der
Kohlenstofftransferraten aus Fermentationen von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus und dem
Signal des Lebendzelldichtesensors wahrend einer vergleichbaren Fermentation im 4,5 L-
Malstab, waren auch hier vergleichbare Kurvenverlaufe erkennbar (Abbildung 3-51).
Insgesamt beschrieb der Sensor neben der Abgasanalytik und der Analytik von Proben, die

wahrend den Fermentationen gezogen wurden, das Wachstum des Pilzes vergleichbar.
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Abbildung 3-49: Kulturverlauf einer Fermentation von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus unter Verwendung eines
Lebendzelldichtesensors (Incyte Arc, Hamilton) und taglicher Probenahme zur Bestimmung des
Ergosterolgehaltes. DO: geloster Sauerstoff
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Abbildung 3-50: Kulturverlauf einer Fermentation von Malzextrakimedium mit P. ostreatus unter Verwendung eines

Lebendzelldichtesensors (Incyte Arc, Hamilton) und Probenahme zur Bestimmung der Trockenmasse (TM) an
Kulturtag 3, 4, 5, 6,7, 10, 11, 12 und 13
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Abbildung 3-51: Vergleich des Signals des Lebendzelldichtesensors mit Kohlenstofftransferraten (CTR) aus
verschiedenen Fermentationen von Schwarzbiertreber mit P. ostreatus (POS-SBT). Fermentation 1 und 2 wurden
im 1 L-MaRstab und Fermentation 3 im 4,5 L-Mafstab kultiviert.

Fur eine Quantifizierung des Pilzanteils wurde das Sensorsignal gegen die Trockenmassen
aus der Fermentation von ME-Medium aus Abbildung 3-50 aufgetragen (Abbildung 3-52). Da
ein linearer Zusammenhang erst ab etwa 144 h Fermentationsdauer festgestellt wurde, wurde
fur die Kalibriergerade nur der Zeitraum von 144 h bis zum Ende der Fermentation verwendet.
Die Gleichung der Kalibriergeraden ist in Formel (3-3) dargestellt. Der lineare

Regressionskoeffizient der Geraden betrug 0,9921.

TM =1,2947-ZD + 2,9398 (3-3)
Mit TM  Trockenmasse des Pilzmyzels [g L]
ZD  Lebendzelldichte [pF cm™]

Fur die Daten der Fermentation aus Abbildung 3-49 wurde eine Trockenmasse des Pilzanteils

von 4,7 g L™ berechnet. Unter Berlicksichtigung der Gesamttrockenmasse von 145,2 g und

dem finalen Kulturvolumen von 4,7 L entsprach dies einem Pilzanteil von 15%.
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Abbildung 3-52: Auftragung des Signals des Lebendzelldichtesensors gegen die Trockenmassen des Myzels aus
der Fermentation von Malzextraktmedium mit P. ostreatus aus Abbildung 3-50
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4 Diskussion

4.1 Substratanalytik

4.1.1 Biertreber

Der Vergleich verschiedener Literaturwerte fir Protein-, Fett- und Aschegehalte von Biertreber
zeigt grol’e Spannweiten (Tabelle 4-1). Bei den Proteingehalten in Tabelle 4-1 handelt es sich
Uberwiegend um Rohproteingehalte, die mit dem Kjeldahlfaktor 6,25 berechnet wurden.
Santos et al. hingegen verwendeten einen Faktor fur Getreide, der kleiner als 6,25 ist. Werden
die in Kapitel 3.1 dargestellten Reinproteingehalte, die mit jeweils spezifischen Faktoren aus
der Aminosaureanalytik berechnet wurden, in Rohprotein umgerechnet, betrug der
Proteingehalt der in dieser Arbeit verwendeten Treber durchschnittlich 22 g (100 g)™. Dies
entspricht den in Tabelle 4-1 angegebenen Literaturwerten flr den Proteingehalt. Der
Fettgehalt von Biertreber wurde im Vergleich zum Proteingehalt nicht in allen unten
aufgeflihrten Publikationen bestimmt. Die relativen Schwankungen der Werte entsprechen
jedoch denen der Proteingehalte. Fir die in dieser Arbeit analysierten Treber wurde
durchschnittlich ein Fettgehalt von 12 g (100 g)™ bestimmt. Dieser Wert liegt etwas iber dem
héchsten aufgefiihrten Literaturwert von Kanauchi et al. mit 10,6 g (100 g)'. Hierbei ist jedoch
keine Angabe Uber die verwendete Methode zur Fettbestimmung zu finden. Der von Santos et
al. bestimmte Fettgehalt wurde nur durch Extraktion erhalten. In dieser Arbeit wurde vor der
Extraktion eine saure Hydrolyse durchgefiihrt. Diese flhrt zur Hydrolyse von gebundenen
Fettbestandteilen wie Lipoproteinen oder Glykolipiden, die bei der anschliellenden Extraktion
miterfasst werden. Dementsprechend sind mit dieser Methode etwas hohere Fettgehalte
erklarbar.

GemaR Kapitel 3.1 wurde in den Trebern ein durchschnittlicher Aschegehalt von 2,8 g (100 g)”’
analysiert. Dieser Wert passt zu den in Tabelle 4-1 aufgefuhrten Literaturwerten. Allerdings ist
ein Groliteil der Literaturwerte etwas hoher als die in dieser Arbeit analysierten Aschegehalte
von Biertreber. Grundsatzlich handelt es sich bei Biertreber um ein Produkt, das aus
gekeimtem und gedarrtem Getreide und gegebenenfalls Zusatzen besteht. Dementsprechend
sind Schwankungen der Zusammensetzung von Biertrebern zu erwarten. Je nach Biersorte
variiert die Zusammensetzung des Malzes. Zusatzlich beeinflussen der Brauprozess und die
dabei verwendeten Methoden die Zusammensetzung der Produkte einschliefdlich des
Biertrebers (Santos et al. 2003; Robertson et al. 2010). Auch bei ausschlie3licher Verwendung
von Gerste beeinflussen Variationen der Sorte, des Erntezeitpunktes und der Anbauregion die
Nahrwerte (Santos et al. 2003).
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Tabelle 4-1: Literaturwerte fir Protein-, Fett- und Aschegehalte von Biertreber. Die Angaben beziehen sich jeweils

auf die Trockenmasse

Protein [g (100 g) ]

Fett [g (100 g)']

Asche [g (100 g)™]

(Mussatto und
Roberto 2005)
(Kanauchi et al.
2001)

(Santos et al. 2003)
(Huige 1994)
(Prentice
Refsguard 1978)
(Robertson et al.
2010)

(Resconi et al. 2024)

und

15,3

24,0

24,2

28,0

31-36

18,6 £4,5

19,2

Nicht analysiert
10,6

3,9

7,2

6,7-9,6

Nicht analysiert

7,0

4,6
2,4
3,4
4,0
4,3

Nicht analysiert

4,4

Die Aminosaureverteilung der in dieser Arbeit verwendeten Biertreber (siehe Abbildung 3-2)

entsprach der in der Literatur beschriebenen Aminosaureverteilung von Biertreber (Abbildung

4-1). Die Aminosaure mit dem gréfiten Anteil ist Glutamin bzw. Glutaminsaure. Diese werden

analytisch zusammen erfasst.
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Abbildung 4-1: Aminosaureverteilung von Biertrebern gemal Literatur (Prentice und Refsguard 1978; Kissell und
Prentice 1979; Robertson et al. 2010) im Vergleich zur Aminosaureverteilung des verwendeten Schwarzbiertrebers
(SBT). Die Daten des SBT sind in g (100 g Probe)' angegeben und die Literaturwerte in g (100 g Protein*'.
Asparagin und Glutamin wurden wahrend der Analyse zu Asparaginsaure und Glutaminsaure desaminiert und
jeweils zusammen unter ASP bzw. GLU erfasst.
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4.1.2 Hefe

Ein Vergleich von Literaturwerten fur Protein-, Fett- und Aschegehalte von Althefe ist in Tabelle
4-2 dargestellt. Der Aschegehalt der Hefe aus dieser Arbeit entsprach mit 6 g (100 g)™" den
Werten von Resconi et al. und Jager et al.. Die Literaturwerte weisen fir alle drei Parameter
eine grofle Streuung auf. Gemal Literatur fuhren die Wiederverwendung der Hefe, der
Hefetyp und mdgliche Vorbehandlungen im Brauprozess wie zum Beispiel ein Entbittern zu
unterschiedlichen Zusammensetzungen der Althefe (Schlabitz et al. 2024). Die Trocknung der
Hefe verandert die Nahrwerte leicht. Dies ist an den von Schlabitz et al. publizierten Werten
erkennbar, die die Hefe vor den Analysen bei unterschiedlichen Temperaturen getrocknet
hatten. In dieser Arbeit wurde die Althefe vor den Analysen lyophyllisiert, was zu keiner starken
thermischen Belastung der Probe flihrte.

Der Fettgehalt der in dieser Arbeit verwendeten Althefe lag im Bereich der Literaturwerte und
entsprach dem Wert von Jager et al.. Auch der Proteingehalt der Althefe entsprach den
Literaturwerten, wobei der bestimmte Reinproteingehalt im unteren Bereich der Literaturwerte
einzuordnen ist. Der Literaturwert von Jager et al. entspricht jedoch dem Rohproteingehalt, da
hier der Umrechnungsfaktor 6,25 verwendet wurde. Daher ist davon auszugehen, dass der
Reinproteingehalt niedriger ist. Da Hefe mit 7% der Trockenmasse einen hohen Anteil an RNA
besitzt, fihrt die Verwendung des Faktors 6,25 zur Uberbestimmung des Proteingehaltes
(Martini et al. 1979; Caballero-Cérdoba und Sgarbieri 2000).

Tabelle 4-2: Literaturwerte fur Protein-, Fett- und Aschegehalte von Althefe. Die Angaben beziehen sich jeweils auf
die Trockenmasse. a: Hefe aus Pilsener Herstellung, spriihgetrocknet bei 45 °C, b: Hefe aus WeilRbierherstellung,
sprihgetrocknet bei 45 °C, c: Hefe aus Pilsener Herstellung, spriihgetrocknet bei 75 °C, d: Hefe aus Weilbier-
herstellung, spriihgetrocknet bei 75 °C

Protein [g (100 g)']  Fett[g (100 g)™] Asche [g (100 g)"]
(Huige 1994) 48 1 7
(Resconi et al. 2024) | 40,33 0,43 6,35
(Schlabitz et al. 2484 +0,78 20,44 + 0,19 24,04 + 0,19
2024) 31,08 + 0,65 ®0,24 + 0,04 ®5 .61 + 0,09
°50,68 + 0,11 °0,33 + 0,09 °6,85 + 0,07
935,76 + 0,27 0,14 + 0,09 95,89 + 0,08
(Emerich Heringer et | 53,94 + 1,32 5,34 + 0,08 4,70 +0,15
al. 2023)
(Jaeger et al. 2024) | 35,39 + 1,50 1,36 + 0,09 5,63 + 0,32

Die Aminosaureverteilung der verwendeten Althefe entspricht Gberwiegend der in der Literatur
beschriebenen (Abbildung 4-2). Da bei den Aminosaureprofilen aus verschiedenen

Publikationen unterschiedliche Hefe-Proben verwendet wurden, sind gewisse Unterschiede
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erklarbar. In allen Arbeiten stellte Glutamin bzw. Glutaminsaure die dominante Aminosaure dar.
Vieira et al. verwendeten einen Extrakt aus Althefe von Saccharomyces pastorianus und
bestimmten die schwefelhaltigen Aminosauren Cystein und Methionin als limitierend (Vieira et
al. 2016). Auch bei Zhu et al. waren diese beiden Aminosauren limitierend (Zhu et al. 2022).
In dieser Arbeit wurde Tryptophan als erste limitierende Aminosaure festgestellt. Cystein und

Methionin waren auch limitierend, jedoch mit einem héheren CS als Tryptophan.
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Abbildung 4-2: Aminosaureverteilung von Althefe gemaR Literatur (Vieira et al. 2016; Zhu et al. 2022; Jaeger et al.
2024) im Vergleich zur Aminosaureverteilung der verwendeten Hefe. Die Daten der Hefe und die Angaben von
Jager et al. sind in g (100 g Probe)' angegeben und die von Vieira et al. und Zhu et al. in g (100 g Protein)™.
Asparagin und Glutamin wurden wahrend der Analyse zu Asparaginsaure und Glutaminsaure desaminiert und
jeweils zusammen unter ASP bzw. GLU erfasst.

4.1.3 Wurze

FUr Wurze gibt es deutlich weniger Vergleichswerte in Bezug auf die Nahrwerte als fur Treber
und Althefe. In Bezug auf die Trockenmasse entsprechen etwa 90-92% Kohlenhydraten.
Darunter sind hauptsachlich die Monosaccharide Glucose und Fructose, die Disaccharide
Maltose und Saccharose sowie Maltotriose als Trisaccharid (MacWilliam 1968). In dieser
Arbeit wurde aus den Protein-, Fett- und Aschegehalten ein Kohlenhydratanteil von (93,3 +
0,3) g (100 g)" ermittelt, was dem in der Literatur beschriebenen Gehalt entspricht. Der in
dieser Arbeit bestimmte Aschegehalt von (1,54 + 0,04) g (100 g)" entsprach ebenfalls der
Literatur. Hier wird ein Wert von 1,5% bis 2% Asche angegeben (MacWilliam 1968).
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Allgemein wird beschrieben, dass 4% bis 5% der Trockenmasse von Woirze auf
stickstoffhaltige Substanzen zuruckzufuhren sind. Dabei reichen die Angaben fur den
Gesamitstickstoffgehalt bei MacWilliam von 63 mg (100 mL)" bis 110 mg (100 mL)". Hierbei
wurde jedoch nicht beschrieben, mit welcher Methode die Gehalte ermittelt wurden
(MacWilliam 1968). Lund et al. bestimmten einen Gesamtstickstoffgehalt nach Kjeldahl von
950 mg L' (Lund et al. 2014). Fir die in dieser Arbeit verwendete Wirze wurde ein
Reinproteingehalt von (4,35 + 0,09) g (100 g)" bestimmt, was einem Gesamtstickstoffgehalt
von (0,89 + 0,02)g (100 g)" bezogen auf die Trockenmasse entspricht. Unter der
Berticksichtigung der Dichte der Wiirze von 1,114 g mL™" ergibt sich ein Gesamtstickstoffgehalt
von 267 mg (100 mL) ™", was deutlich tiber den zuvor beschriebenen Literaturwerten liegt. Lund
et al. geben neben dem Gesamtstickstoffgehalt auch einen Proteingehalt an, der durch die
Summe der einzelnen Aminosauren berechnet wurde. Dieser betrug 3,748 g L™ (Lund et al.
2014). Weitere Proteingehalte wurden photometrisch fur zwei verschiedene Wurzen bestimmt.
Diese Proteingehalte betrugen (9,16 + 0,35) gL und (11,4 + 0,42) g L™ (Gorinstein et al.
1999). Unter erneuter Bericksichtigung der Dichte lie® sich fir die hier verwendete Wirze ein
Reinproteingehalt von 13 g L™ berechnen. Dieser Wert liegt leicht Giber den Literaturwerten,
jedoch zeigt die Spannweite der Literaturwerte, dass der Proteingehalt schwanken kann. Fir
die der Berechnung des Reinproteingehaltes in dieser und der Arbeit von Lund et al. sind die
Konzentrationen der Aminosauren entscheidend. Diese hangen vom Stickstoff-Gehalt des
verwendeten Malzes und der beim Malzen und Maischen eingesetzten Technologie ab.
AulBerdem wird die Stickstoffkonzentration bereits durch die Malzzusammensetzung
beeinflusst (MacWilliam 1968).

Fir den Fettgehalt werden in der Literatur 84,0 mg L™ und 134,0 mg L™ fir zwei StiRwirzen,
also Wirze vor dem Kochen mit Hopfen, aufgefuhrt (Bravi et al. 2009). Als Rohfettgehalt fur
Wiirze nach der Hopfen-Zugabe werden (50 — 70) mg L™ genannt (MacWilliam 1968). In der
in dieser Arbeit verwendeten Wiirze wurde ein Fettgehalt von 2 g L™ analysiert. Dieser Wert
Ubersteigt die Literaturwerte deutlich. Die von Bravi et al. aufgefuhrten Fettgehalte wurden
jedoch nur mittels Soxleth-Extraktion erhalten, wahrend in dieser Arbeit zuvor ein saurer
Aufschluss erfolgte. Hierdurch werden an Matrixbestandteilen wie Proteinen haftende Lipide
gelést und miterfasst. Als genaue Methode zur Bestimmung des Lipid-Gehaltes wird die
Extraktion nach mild saurer Hydrolyse von gefriergetrockneter Wirze beschrieben (Anness
und Reud 1985). Genau dieses Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt. Wie
bei den anderen Zwischenprodukten und Nebenstromen wird der Lipidgehalt durch die
Technologie des Brauprozesses beeinflusst. Maische-Filter fihren beispielsweise zu héheren
Lipid-Gehalten in der Wurze als andere Verfahren. Fur einen Maische-Filter betragt das
Verhaltnis des Fettgehaltes zwischen Treber und Wiirze 20:1, wahrend fir einen Lauterbottich
das Verhaltnis 79:1 betragt (Anness und Reud 1985). Unter der Annahme des Fett-
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Verhaltnisses bei der Verwendung eines Maische-Filters passen die Fettgehalte von Wirze
und Biertreber in dieser Arbeit zusammen.

Die Aminosaureverteilung, die in dieser Arbeit bestimmt wurde, stimmt mit den Literaturwerten
aus Abbildung 4-3 Uberein. In der verwendeten Wirze waren Glutaminsaure und Prolin die
dominanten Aminosauren, wobei der Gehalt an Glutaminsaure hoher war. In der Arbeit von
Lund et al. war Glutaminsdure ebenfalls die Aminosdure mit dem hdchsten Gehalt. Prolin
wurde hier hingegen nicht nachgewiesen (Lund et al. 2014). Bei Otter, Taylor und MacWilliam
war Prolin mit Abstand die Aminosaure mit dem gréften Anteil im Protein, wahrend der
Glutaminsduregehalt im Bereich der anderen Aminosduren lag. Die grole
Standardabweichung von Prolin bei MacWilliam ist darauf zurtickzufiihren, dass es sich hierbei
um einen Mittelwert aus verschiedenen Wirzen handelt. Anhand der Fehlerbalken fir alle
Aminosauren ist erkennbar, dass je nach Art der Wirze Unterschiede in der
Zusammensetzung der Aminosduren auftreten. MacWilliam gibt als einziger

Tryptophangehalte an. Diese liegen jedoch deutlich Gber dem in dieser Arbeit bestimmten.
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Abbildung 4-3: Aminosaureverteilung von Wurze laut Literatur (MacWilliam 1968; Otter und Taylor 1976; Lund et al.
2014) im Vergleich zur Aminosaureverteilung der verwendeten Wurze. Die Werte von MacWilliam sind Mittelwerte
von neun verschiedenen Wirzen und dementsprechend mit Standardabweichung angegeben. Die Daten der
Wiirze sind in g (100 g Probe)! und die Literaturwerte in g (100 g Protein)' angegeben. Asparagin und Glutamin
wurden wahrend der Analyse zu Asparaginsaure und Glutaminsaure desaminiert und jeweils zusammen unter ASP
bzw. GLU erfasst.
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4.1.4 Malzkeime

Der Aschegehalt der in dieser Arbeit verwendeten Malzkeime betrug 4,4 g (100 g)™" und war
damit vergleichbar mit Literaturdaten (Tabelle 4-3). Der Fettgehalt lag Uber den
Literaturwerten, wobei, wie zuvor beschrieben, vor der Extraktion eine saure Hydrolyse
durchgeflihrt wurde. Zusatzlich schwanken die Fettgehalte zwischen den unterschiedlichen
Bestandteilen der Malzkeime. Salama et al. analysierten Malzkeime und deren Fraktionen. In
Bezug auf den Fettgehalt wiesen die Keimlinge mit 5,59 g (100 g)" deutlich héhere Werte auf
als die Wurzeln und Spelzen. Mengenmafig machten sie jedoch den kleinsten Anteil aus
(Salama et al. 1997). Der in dieser Arbeit analysierte Fettgehalt fiir die Malzkeime liegt etwas

darunter und ist somit als realistisch anzusehen.

Tabelle 4-3: Literaturwerte fur Protein-, Fett- und Aschegehalte von Malzkeimen. Die Angaben beziehen sich jeweils
auf die Trockenmasse

Protein [g (100 g)']  Fett[g (100 g)™] Asche [g (100 g) ]
(Huige 1994) ‘ 27,5 1,5 6,8
(Waters et al. 2013) ‘ 36,75 1,7 2,88
(Salama et al. 1997) ‘ 21,84 +0,14 2,55 + 0,09 0,73 + 0,05

Der Reinproteingehalt der in dieser Arbeit verwendeten Malzkeime ist deutlich niedriger als die
Literaturwerte in Tabelle 4-3. Unter der Verwendung des allgemeinen Umrechnungsfaktors flr
Lebensmittel von 6,25 wurde ein Rohproteingehalt von 19,4 g (100 g)™ berechnet. Dieser liegt
etwas unter dem Wert von Salama et al. Im Vergleich der Fraktionen stellten sie fest, dass der
Rohproteingehalt der Spelzen weniger als die Halfte der Gehalte von Keimlingen und Wurzeln
ausmachte (Salama et al. 1997). Die Anteile von Keimlingen, Wurzeln und Spelzen der
verwendeten Malzkeime ist nicht bekannt.

Das analysierte Aminosaureprofil aus Abbildung 3-2 stimmt mit dem aus der Literatur Uberein
(Abbildung 4-4). Die hohen Werte fur Asparagin- und Glutaminsaure von Robbins und
Pomeranz und flir Histidin bei Waters et al. scheinen Ausreilder zu sein. In dieser Arbeit
entsprachen die Werte den beiden jeweils niedrigeren Konzentrationen. In den analysierten
Malzkeimen war Glutaminsaure die prominenteste Aminosaure. Fir Tryptophan lag der
analysierte Wert zwischen den Literaturwerten, wobei Robbins et al. kein Tryptophan
analysierten. Salama et al. gaben als limitierende Aminosauren Methionin und Cystein an,
wahrend in dieser Arbeit Tryptophan als limitierend bestimmt wurde. Im Vergleich geben
Salama et al. einen héheren Tryptophan-Gehalt als der in dieser Arbeit bestimmte an (Salama
et al. 1997). Unter der Verwendung der Berechnungen aus Kapitel 2.2.2.6 Iasst sich fir die
Werte von Waters et al. eine biologische Wertigkeit von 32 und 76 fir die Werte von Salama

et al. berechnen. Waters et al. nennen zwar keine Werte flr Lysin, aber sie schreiben, dass es
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nicht limitierend ist. Die in dieser Arbeit bestimmte biologische Wertigkeit liegt mit 95 deutlich
Uber den aus Literaturdaten bestimmten (Tabelle 3-1). Die biologischen Wertigkeiten fur die

Literaturwerte haben jedoch eine gro3e Spannweite, in die der hier berechnete Wert fallt.
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Abbildung 4-4: Aminosaureverteilung von Malzkeimen laut Literatur (Robbins und Pomeranz 1971; Salama et al.
1997; Waters et al. 2013) im Vergleich zur Aminosaureverteilung von den verwendeten Malzkeimen (MK). Die Daten
der Malzkeime sowie von Waters et al. und Salama et al. sind in g (100 g Probe)' angegeben. Bei den Daten von
Robbins und Pomeranz handelt es sich um g (100 g Protein)'. Waters et al. machen keine Angaben zu Cys und
Lys. Robbins und Pomeranz haben kein Trp analysiert. Salama et al. fassen Cys und Met zusammen. Asparagin
und Glutamin wurden wahrend der Analyse zu Asparaginsaure und Glutaminsaure desaminiert und jeweils
zusammen unter ASP bzw. GLU erfasst.

4.2 Screening in Emerskultur

Neben den in dieser Arbeit analysierten und bereits diskutierten Inhaltsstoffen von Biertreber
sind weitere Hauptbestandteile Zellulose, Hemizellulose und Lignin. Diese entsprechen Uber
50% der Trockenmasse (Kanauchi et al. 2001; Mussatto und Roberto 2005). Basidiomyceten
sind dafir bekannt, Enzyme zu sekretieren, die diese Stoffe abbauen. Daraus beziehen die
Pilze ihre Nahrstoffe und kdnnen Biomasse aufbauen (LlUbeck und Libeck 2022; Scholtmeijer
et al. 2023). In der Vergangenheit wurden bereits verschiedene Nebenstrome aus der
Lebensmittelindustrie als Nahrmedium fir die Kultivierung von Basidiomyceten evaluiert
(Ahlborn et al. 2019). Biertreber wurde bereits ebenfalls als Medienbestandteil verwendet. In
vielen Publikationen, die unter anderem von Xiros und Christakopoulos aufgelistet wurden,

wurden bereits einige Bakterien, Ascomyceten und wenige Basidiomyceten zur
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Enzymgewinnung auf Biertreber-Medien kultiviert (Xiros und Christakopoulos 2012). In einigen
Arbeiten wurde Biertreber bereits als Medienbestandteil fur die Kultivierung von Fruchtkdrpern
von Pleurotus-Spezies verwendet. In diesen Publikationen wurde jedoch nicht wie in dieser
Arbeit ausschliellich Biertreber verwendet (Wang et al. 2001; Gregori et al. 2008; de Souza et
al. 2022; do Nascimento Deschamps et al. 2024). Mit dem Myzel von Trametes versicolor
wurden die Nahrwerte und Eigenschaften von Biertreber verbessert, um diesen in der
Lebensmittelproduktion zu verwenden (Zeko-Pivac et al. 2022). In einer weiteren Publikation
wurden unter anderem Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum, Agrocybe aegerita, Lepista
nuda und Lentinula edodes in Bezug auf die Produktion von Xylanase und
Xylooligosacchariden mit Biertreber untersucht. Die Kultivierungen erfolgten hier submers und
als Festbettkultivierung. Im Vergleich zu dieser Arbeit enthielt das Medium bei beiden
Kultivierungsmethoden neben Biertreber auch andere Stoffe, die das Wachstum der Pilze
beeinflussen (da Silva Menezes et al. 2017). All diese Beispiele zeigen bereits, dass sich
Biertreber fir die Kultivierung von Basidiomyceten eignet. Die meisten der 144 im
Emersscreening untersuchten Pilze zeigten Wachstum auf den drei Biertrebern. Unter den 27
Kandidaten, die flir das Submersscreening geeignet erschienen, waren vier Pleurotus-
Spezies, jeweils zwei Trametes- und Lentinus-Stamme sowie Agrocybe aegerita. Einige dieser
Pilze wurden bereits unter anderem in der Arbeit von da Silva Menezes et al. erfolgreich mit
Biertreberanteil im Medium kultiviert. Daher scheint es nicht verwunderlich, dass diese
Kandidaten ein gutes Wachstum im Emersscreening aufwiesen.

Laetiporus sulphureus und Fomitopsis pinicola wurden primar wegen des wuirzigen Geruchs
der Kulturen als Kandidaten fir das Submersscreening ausgewahlt. L. sulphureus ist in der
Literatur bereits fir seinen wirzigen Geruch bekannt (Krings et al. 2011; Yalman et al. 2023).
Da L. sulphureus nach dem Submersscreening jedoch nicht weiter kultiviert wurde, wurde
dieser Aspekt nicht weiter untersucht. Bei der Fermentation von Weizenkleie mit F. pinicola
wurde ein starker Anstieg der Konzentration von 4-Ethylguajacol tiber die Fermentationsdauer
beobachtet (Tu et al. 2020). Dieser Aromastoff wird in der Literatur als rauchig und
schinkenartig beschrieben (Franitza et al. 2016). Méglicherweise war der wirzige Geruch, der
auch in den Submerskulturen wahrgenommen wurde, unter anderem auf diesen Aromastoff
zurtckzufihren. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde jedoch nicht mit F. pinicola gearbeitet
und daher wurden keine Analysen zum Aroma durchgefihrt.

Die Platten von Kuehneromyces mutabilis, Agrocybe pediades und Hypsizygus marmoreus
waren nach sieben Tagen deutlich unter 70% bewachsen. Diese Organismen wurden aufgrund
ihres dichten Wachstums jedoch auch als geeignet fir die Submerskultur eingeschatzt. Der
Fokus in dieser Arbeit lag auf der Produktion von proteinreichem Pilzmyzel in Submerskultur.
Ein dichter Myzelrasen wurde daher neben einem schnellen Bewuchs der Treber-Agar-Platten

als Indikator fur gutes Wachstum angesehen.
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4.3 Screening in Submerskultur

In den Vorarbeiten fiir das Submersscreening in Kapitel 3.3 konnte durch die Trockenmassen
und Rohproteingehalte keine allgemeine, ideale Treber-Konzentration fur die Pilzfermentation
ermittelt werden. Zwar stiegen die Trockenmassen mit zunehmender Treber-Konzentration an,
jedoch war in den Biomassen noch Treber enthalten. Es ist davon auszugehen, dass mit
zunehmender, eingesetzter Treber-Menge auch die Konzentration an nicht-fermentiertem
Treber-Riuckstand in der Biomasse anstieg. Die Proteingehalte in den Biomassen wurden
demnach durch nicht fermentierten Treber beeinflusst. Fir die Berechnung wurde der Faktor
6,25 verwendet, der die realen Proteingehalte in den Biomassen nicht wiedergibt. Es ist
bekannt, dass Pilze relevante Mengen an Nicht-Protein-Stickstoff enthalten. Dazu z&hlen
Chitin, Nucleinsdauren und Harnstoff. Nicht alle hoheren Pilze enthalten Harnstoff und die
nachgewiesenen Konzentrationen variieren stark. Daher sollte der Faktor 4,38 fur die
Berechnung des Rohproteingehaltes in Pilzen verwendet werden (Kurkela 1980; Scholtmeijer
et al. 2023). Da es sich bei den Biomassen um Mischungen aus Biertreber und Pilzmyzel
verschiedener Pilze handelte, entspricht die Berechnung mit dem Faktor 4,38 jedoch ebenfalls
nicht der Realitdt. Zudem unterscheiden sich die Mengen und Verhaltnisse von
Pilzinhaltsstoffen wie Protein je nach Spezies und verwendetem Stamm, sowie
Kultivierungsbedingungen und dem Alter bzw. Entwicklungsstadium. Dementsprechend ist fur
die Angabe der korrekten Proteingehalte jeweils eine Aminosaureanalyse erforderlich
(Scholtmeijer et al. 2023). Diese ist jedoch zeitaufwandig und kostenintensiv. Da es sich hier
lediglich um eine Vorarbeit flr die Auswahl eines geeigneten Organismus handelte, wurde
deshalb auf eine Aminosaureanalyse verzichtet. Ziel des Experimentes war zu ermitteln, ob es
eine eindeutige Praferenz fiir eine Konzentration gab und daher war der Vergleich des
Rohproteingehaltes mit identischem Faktor fur alle Proben ausreichend. Da keine allgemeine
Praferenz der Pilze flir eine Treber-Konzentration festgestellt wurde, erschien die Wahl der
mittleren Konzentration fir das Screening sinnvoll. Die optimale Treber-Konzentration wurde
nach dem Screening im Rahmen der Optimierung der Kulturbedingungen in Kapitel 3.5.3
ermittelt.

Die Zerkleinerung des Trebers vor der Fermentation wurde aus sensorischen Grinden als
notwendig angesehen. Ein verbessertes Wachstum der verwendeten Testorganismen in
zerkleinertem Treber-Medium war in Abbildung 3-8 teilweise zu erkennen. In der Literatur wird
ebenfalls eine Vorbehandlung des Trebers empfohlen, da die Enzymaktivitat fir die Hydrolyse
von Zellulose und Hemizellulose durch Lignin, welches wie eine Barriere wirkt, und die hohe
Kristallinitat der Zellulose limitiert wird (Beldman et al. 1987; Macheiner et al. 2003). Eine
Zerkleinerung des Materials fuhrt zu einer groReren Oberflache und somit zu einer

verbesserten Zuganglichkeit (Gharpuray et al. 1983).
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Macheiner et al. analysierten den Zuckergehalt nach der Extraktion von unterschiedlich
vorbehandeltem Biertreber. Hierbei wurde etwas mehr Gesamtzucker nach dem Mixen des
getrockneten Trebers in einem Kichenmixer im Vergleich zum unbehandelten Treber
festgestellt. Nach dem Erhitzen einer nicht zerkleinerten Treber-Suspension fur 20 min bei
120 °C wurde ein hoherer Gesamtzuckergehalt festgestellt. Der mit Abstand gréfte
Gesamtzuckergehalt wurde nach Mikrowellenbestrahlung fur 10 min bei 160 °C analysiert
(Macheiner et al. 2003). Die Autoren fassten zusammen, dass physikalische Verfahren allein
nur zu geringfigig héheren Zuckergehalten flhrten. Sie sehen eine Kombination von Extrusion
und enzymatischer Vorbehandlung als vielversprechend an. In der vorliegenden Arbeit wurde
der Treber ab den Fermentationen im Bioreaktor mittels Mixer zerkleinert und das Medium vor
der Verwendung autoklaviert. Somit ist davon auszugehen, dass nach diesen
Vorbehandlungen neben den verbesserten sensorischen Eigenschaften eine geringfugig
verbesserte Verfligbarkeit der Saccharide gegeben war. Fir eine Uberpriifung dieser
Vermutung wirde eine Analyse des wassrigen Anteils des Mediums im Hinblick auf den
Zuckergehalt Aufschluss geben.

Das Wachstum der Pilze wurde anhand des Ergosterolgehaltes verglichen. Da in der
Biomasse nach der Fermentation noch Treber enthalten ist, ist eine Korrelation des Pilzanteils
Uber die Trockenmasse nicht aussagekraftig. Da Ergosterol fast exklusiv in Pilzen vorkommt,
wurde es als Biomarker fUr Pilzanteile bereits verbreitet verwendet (Manter et al. 2001;
Steudler und Bley 2015a; Mansoldo et al. 2020).

4.4 Optimierung der Vorkultur

Die Vorkulturen in dieser Arbeit wurden primar in ME-Medium kultiviert. Das Wachstum von
Pleurotus ostreatus war schnell in diesem Medium im Vergleich zum Biertreber und da es sich
um ein lésliches Medium handelt, war eine gute Handhabbarkeit als Inokulum gegeben. Im
Hinblick auf einen méglichen industriellen Prozess ist dieses Vorgehen jedoch teuer. Bei
Malzextrakt handelt es sich nicht um einen Nebenstrom der Brauindustrie und
dementsprechend miusste dieser zugekauft werden.

Neben einer Kostenersparnis koénnte die Nutzung von Brauereinebenstromen als
Vorkulturmedium bereits eine Adaption des Pilzes an das Hauptkulturmedium bewirken. In der
Literatur ist bereits beschrieben, dass die Produktion von extrazellularen Enzymen zum Abbau
von Lignocellulose in Medien mit leicht zuganglichen Kohlenstoffquellen wie Glucose inhibiert
ist. Im Gegensatz dazu wird die Enzymproduktion bei Anwesenheit von komplexen
Kohlenhydraten und ,Hunger” des Organismus getriggert (LUbeck und Libeck 2022).

Im Malzextrakt sind groBere Mengen I6slicher Zucker enthalten, wahrend unlésliche

Bestandteile wie Zellulose und Lignin nicht vorhanden sind. In Anwesenheit von Biertreber in
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der Vorkultur kénnte die Sekretion lignocellulolytischer Enzyme angeregt und ein besseres
Wachstum in der Hauptkultur erzielt werden. Daflir sprechen auch die Ergebnisse der
Kulturfihrung Uber mehrere Generationen aus Kapitel 3.6.2.

Neben der Medienzusammensetzung ist flir die Enzymproduktion auch die
Kultivierungsmethode  entscheidend. In  einem  Vergleich einer  klassischen®
Submersfermentation mit einer Kombination aus Festbettkultivierung auf einem
lignocellulosehaltigem Substrat und anschlielender FlUssigkultivierung, wurde bei der
Kombination beider Verfahren eine hdhere Enzymproduktivitat festgestellt (An et al. 2016).
Hierbei wurde jedoch nicht untersucht, ob durch die Kombination der Kultivierungsmethoden
auch eine hdhere Ausbeute an Pilzmyzel auftrat. Eine Festbettkultivierung wurde in dieser
Arbeit nicht durchgeflihrt, da das Ziel der Arbeit die Gewinnung von proteinreichem Myzel aus
der FlUssigkultivierung war. Moglicherweise wirde diese Methode in Kombination mit der
submersen Kultivierung zu einem verbesserten Pilzwachstum beitragen. In zukunftigen
Arbeiten kdnnte dieses Verfahren fur die Fermentation von Treber mit P. ostreatus getestet
werden. In Kapitel 4.2 wurde bereits diskutiert, dass Festbettkulturen von P. ostreatus auf
Treber-Medium bereits in der Literatur beschrieben sind.

Die Supplementierung von Wirze und Althefe in Kapitel 3.4 ohne Einstellung des pH-Wertes
fuhrte zu keiner Verbesserung des Myzelwachstums im Vergleich zu Treber-Kulturen ohne
Supplement. Der niedrige pH-Wert erklart das ausbleibende Pilzwachstum. Fur P. ostreatus
wird in der Literatur in der Regel ein initialer pH-Wert von 6 als ideal beschrieben (Bakratsas
et al. 2024; Hamza et al. 2024; Guan et al. 2025). Bei einem initialen pH-Wert von 4 findet nur
ein schlechtes Wachstum statt (Manu-Tawiah und Martin 1987; Furlan et al. 1997). Ein gutes
Wachstum des in dieser Arbeit verwendeten P. ostreatus Stamms wurde im neutralen bis leicht
basischem Milieu festgestellt (s. Abbildung 3-15). Daher wurden die Vorkulturen in Treber-
Medium mit Wirze und Althefe mit einem neutral eingestellten pH-Wert wiederholt. Der initiale
pH-Wert der Hauptkulturen in SBT-Medium wurde optimiert (siehe Kapitel 3.5.3). Flr weitere
Untersuchungen zur Vorkultur mit Treber-Medium kénnte der optimierte pH-Wert verwendet
werden.

Da bei der Supplementierung mit Wurze ohne pH-Wert-Einstellung keine Unterschiede
zwischen den Kulturen festgestellt wurden, wurden die beiden héchsten Konzentrationen mit
initial eingestelltem pH-Wert wiederholt. Fir die Supplementierung mit Althefe wurden die
niedrigsten Konzentrationen gewahlt. Das Wachstum wurde anhand des Ergosterolgehalts der
Kulturen beurteilt. Da Althefe selbst Ergosterol enthalt, ist der Ergosterolgehalt nach der
Fermentation teilweise auf den Ergosterolgehalt der Hefe zurlckzufihren. Eine
Differenzierung zwischen dem Gehalt der Hefe und dem neu gebildeten Ergosterol wahrend

der Fermentation war analytisch nicht mdglich. Die niedrigsten Hefezusatze wurden
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verwendet, um den Einfluss des Ergosterolgehaltes der Hefe auf den Ergosterolgehalt der
Biomassen nach der Fermentation méglichst gering zu halten.

Die Supplementierung des Treber-Mediums mit Malzkeimen flhrte zu einer hdheren Feststoff-
Konzentration im Medium und dieses wurde viskoser. Die erhoéhte Viskositat des Mediums
koénnte aus technologischer Sicht fur Herausforderungen bei der Férderung der Vorkulturen in
einen Reaktor sorgen. Daher wurden keine weiteren Versuche mit Malzkeimen durchgefuhrt.
Im Labormalistab konnte lediglich ME-Medium fir die Vorkulturen eingesetzt werden, da
dieses l6slich ist und die homogenisierten Vorkulturen somit in Spritzen und ddnnen
Schlauchen mit Pumpen handhabbar waren. Der Einsatz von Treber in Vorkulturen fur die
Bioreaktoren im Labormafistab war in dieser Arbeit nicht machbar, da der Feststoffanteil des
Trebers zu einer Verstopfung der Schlduche und Spritzen fuhrte. Im industriellen Mal3stab ist
jedoch eine Férderung mittels Schnecken maglich.

FUr eine mogliche, zukunftige Verwendung von Biertreber-Wirze-Medium fur die Vorkultur
sollten die Konzentrationen beider Medienbestandteile sowie die Kulturdauer optimiert
werden. Fur die Temperatur und den pH-Wert kénnten die bereits in Kapitel 3.5.3 optimierten

Bedingungen flur die Hauptkultur verwendet werden.

4.5 Ubertragung der Fermentation in Bioreaktoren und

Optimierung der Batch-Fermentation

4.5.1 Ubertragung der Fermentation in Bioreaktoren

Das Rihren der Fermentationsbriihe sorgt flir eine Durchmischung und Sauerstofftransport.
Wenn die Fermentationsbriihe nicht ausreichend durchmischt wird, kdnnen sich stagnierende
Zonen bilden (Gibbs et al. 2000). Hohere Ruhrgeschwindigkeiten flihren neben einem héheren
Massentransfer gleichzeitig zu einer erhdhten mechanischen Beanspruchung der Zellen.
Daraus kénnen Veranderungen im Wachstum und der Morphologie sowie das Zerstoren von
Zellstrukturen resultieren (Cui et al. 1998; Papagianni 2004). Bei der Ubertragung der
Fermentation vom Schuttelkolben in den Bioreaktor wurde zunachst die Ruhrgeschwindigkeit
beibehalten. Dies resultierte in einem Verklumpen des Biertrebers mit dem Pilzmyzel an der
Oberflache der Kulturflissigkeit (Abbildung 3-19). Durch das Ruhren gelangten Teile des
Myzels aus der Flissigkeit und wuchsen an der Gefaltwand emers weiter. Dies ist bereits in
der Literatur fur Pilzmyzel beschrieben (Camici et al. 1952). Durch das langsame Ruhren
setzte sich vermehrt Substrat und Myzel in der strémungsarmen Region ab. Ein moderates
Erhdhen der initialen RUhrgeschwindigkeit behob das Problem und beeinflusste das
Pilzwachstum nicht negativ. Pleurotus ostreatus wurde bereits in Bioreaktoren bei 200 rpm
erfolgreich kultiviert (Zadrazil 1978; Bakratsas et al. 2024).
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Neben dem Ruihren ist der Luftfluss fir die Sauerstoffiibertragung relevant. Der in der Kaskade
festgelegte Bereich fur die Luftzufuhr reichte aus, um den festgelegten DO-Wert von
mindestens 30% zu gewahrleisten. Daher wurde die Luftzufuhr nicht verandert. Bei dem
gewahlten Sollwert fur den DO handelte es sich um den im Institut standardmafig
verwendeten Wert. Fur P. ostreatus wurde in mehreren Arbeiten ein besseres Wachstum bei
niedrigen Sauerstoffkonzentrationen festgestellt. Hierbei wurden ein initialer DO von 10% und
kontinuierliche Luftzufuhr von 1 vvm (vessel volumes per minute) verwendet (Zadrazil 1978;
Marquez-rocha et al. 1999; Gern et al. 2008). In dieser Arbeit wurde eine initiale Luftzufuhr von
0,1 vvm bei einem DO von 30% verwendet. Eine Optimierung des Sollwerts flir den DO kénnte
demnach zu einer Verbesserung des Pilzwachstums fuhren und ware fir eine weitere
MalstabsvergréoRerung interessant. Eine zu geringe Sauerstoffzufuhr kann jedoch eine
Sauerstofflimitierung darstellen und somit inhibierend auf das Wachstum wirken (Zadrazil
1978; Bodizs et al. 2007).

4.5.2 Optimierung der Batch-Fermentation im Bioreaktor mittels DOE

Die Regressionskoeffizienten, die die Vorhersagefahigkeit des Modells beurteilen, waren flr
beide AntwortgroRRen relativ niedrig. Ein hoher Regressionskoeffizient allein erlaubt jedoch
keine Aussage, ob das Modell fiir Vorhersagen geeignet ist oder nicht. Durch ein Hinzufliigen
zusatzlicher Variablen kénnte der Regressionskoeffizient verbessert werden. Allerdings wirde
durch ein einfaches Verbinden aller Datenpunkte die Giite des Modells nicht verbessert. Das
adjustierte R? beriicksichtigt die Anzahl der Modell-Terme. Daher kann dieser Wert einen
Hinweis auf overfitting geben (Anderson und Whitcomb 2017). Fur beide Ergosterol-
AntwortgréRen hatten die ausgewahlten Modelle das hdchste adjustierte R? und waren somit
am besten geeignet. Die zwei quadratischen Terme C? und D? im Modell fir den
Ergosterolgehalt [mg g™'] wiesen die groRten F-Werte auf und waren sehr signifikant. Das
spricht ebenfalls dafiir, dass das gewahlte, quadratische Modell gut geeignet war. Fir einen
guten Fit des Modells sollten die vorhergesagten mit den tatsachlichen Werten idealerweise
Ubereinstimmen (Bas und Boyaci 2007). Wie in Abbildung 3-26 gezeigt, entsprachen die
vorhergesagten Werte berwiegend den experimentell bestimmten. Groliere Abweichungen
zeigten sich bei den Laufen, in denen kein Ergosterol nachgewiesen wurde, aber ein Wert
abweichend von null vorhergesagt wurde. Da sich sehr kleine Ergosterol-Peaks nicht mehr
integrieren lief3en, wurden diese als null angesehen. Anhand Tabelle 6-3 ist ersichtlich, dass
es sich bei den Kulturbedingungen, bei denen kein Ergosterol quantifizierbar war,
insbesondere um hohe Treberkonzentrationen, sehr niedriges Inokulumvolumen oder hohe
Temperaturen handelte. In diesen Grenzbereichen des Faktorraums ist die Voraussagekraft
der Modelle dementsprechend nicht gut. Eine Extrapolation tber den Faktorraum hinaus wird

nicht empfohlen, da nicht sicher ist, ob das Modell Uber die definierten Grenzen hinaus
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zutreffend ist (Bas und Boyaci 2007). Ein Indiz Uber die Vorhersagefahigkeit des Modells gibt
Rpred?. Dieses war flir beide Modelle niedrig und wich deutlich von Ra¢? ab. Idealerweise sollten
Modelle die ermittelten Daten nicht nur gut abbilden, sondern auch zuverlassige Prognosen
zulassen (Anderson und Whitcomb 2017). Durch die Bestatigungslaufe wurde jedoch gezeigt,
dass die vorhergesagten Werte zu den ermittelten Werten passten. Obwohl Ryreq® flir das
Ergosterol-Modell [mg g™'] deutlich niedriger als fir das Modell [mg L] war, passte der
ermittelte Wert sehr gut zum vorhergesagten.

Die Maximierung des Ergosterolgehaltes in Bezug auf die Trockenmasse und das
Kulturvolumen sowie eine gleichzeitige Minimierung des Inokulumvolumens wurden durch die
Optimierung erreicht. Ein direkter Vergleich der optimierten Ergosterolgehalte mit Werten vor
der Optimierung ist nur bedingt mdglich. Die Kulturdauer in Kapitel 3.5.3 war auf vier Tage
begrenzt, wahrend in anderen Fermentationen dieser Arbeit langere Kulturzeitrdume
verwendet wurden. Laufe, die anndhernd unter den Standardbedingungen (17 g TM L™ SBT,
5% Inokulum, 4,2 initialer pH-Wert, 24 °C Temperatur) im Rahmen des DOE durchgefiihrt
wurden, sind Lauf 4, 13, 19 und 33. Beim Vergleich der Ergosterolgehalte in Tabelle 6-3 mit
den Ergosterolgehalten, die unter optimierten Kulturbedingungen erhalten wurden, fallt auf,
dass manche der Versuchslaufe hohere Ergebnisse erzielten als die Optimalbedingungen.
Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass die Versuche Uberwiegend in
Einzelbestimmungen erfolgten. Bei Lauf 4 und Lauf 13 handelte es sich um die gleichen
Bedingungen. Die Ergosterolgehalte schwankten jedoch. Diese Schwankungen werden in den
Modellen beriicksichtigt. Ein weiterer Grund flr die Abweichung war die Reduzierung des
Inokulumvolumens im Rahmen der Optimierung. Bei den optimierten Bedingungen wurde
demnach das kleinstmdégliche Inokulumvolumen verwendet, das hohe Ergosterolgehalte
zulasst, um im Hinblick auf einen industriellen Prozess Kosten flr das Inokulum einzusparen.
Pilze der Gattung Pleurotus sind dafir bekannt, dass sie innerhalb eines grolen
Temperaturbereichs wachsen. Hierbei wird in der Literatur ein Bereich von 15 °C bis 31 °C
aufgeflihrt (Rajarathnam et al. 1987), wobei flir Submerskulturen von P, ostreatus iberwiegend
Temperaturen von 25°C bis 28 °C genutzt wurden (Manu-Tawiah und Martin 1987;
Papaspyridi et al. 2010; Hultberg und Bodin 2019; Papadaki et al. 2019; Bakratsas et al. 2023;
Hamza et al. 2024; Guan et al. 2025). Dartber hinaus sind auch Kulturen in flissigen und
festen Medien bei 30 °C beschrieben (Furlan et al. 1997; Gardufio et al. 2024). Grundséatzlich
sind die optimale Temperatur und Medienzusammensetzung von P. ostreatus Stamm-
spezifisch (Bugarski et al. 2002). Der Einfluss der Temperatur war in beiden Modellen
signifikant und wies einen sehr kleinen p-Wert auf. Dementsprechend hatte die Temperatur
einen grofRen Einfluss auf den Ergosterolgehalt.

Der initiale pH-Wert allein war in keinem der beiden Modelle signifikant. Allerdings war er in

den hoéheren Termen und in Kombination mit anderen Variablen statistisch relevant. Das steht
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im Widerspruch zu den Ergebnissen aus Abbildung 3-4, in der das Pilzwachstum mit
zunehmendem pH-Wert anstieg. Somit hatte der pH-Wert hier einen direkten Einfluss auf das
Pilzwachstum. Die Wechselwirkung von initialem pH-Wert und Temperatur, die in Abbildung
3-23 dargestellt ist, war im Modell fir den Ergosterolgehalt [mg g'] signifikant. Der Term CD,
der diese Wechselwirkung beschreibt, ist in beiden Modellen enthalten. In anderen Studien,
die ebenfalls die Kultivierungsbedingungen von P. ostreatus optimierten, war der pH-Wert
jeweils signifikant und es wurden optimale pH-Werte von 6,5 und 6 beschrieben (Hamza et al.
2024; Guan et al. 2025). In diesen Publikationen wurde im Gegensatz zu dieser Arbeit mit
vollstéandig flussigen Medien gearbeitet und das Pilzwachstum direkt Gber die Trockenmasse
abgebildet. Auflerdem legten diese Arbeiten neben der Trockenmasse den
Exopolysaccharidgehalt oder den Selengehalt als AntwortgréRen fest. Die Variablen waren
dabei neben dem pH-Wert Temperatur und RUhrgeschwindigkeit, beziehungsweise
Konzentrationen von Medienbestandteilen (Hamza et al. 2024; Guan et al. 2025).
Dementsprechend handelt es sich dabei um andere Modelle mit teils anderen und weniger
Variablen und anderen Zielen. Somit ist eine Vergleichbarkeit dieser Arbeiten untereinander
nicht moglich. Generell wird jedoch fur viele Flussigkulturen von P. ostreatus ein initialer,
oftmals optimierter pH-Wert von 6 angegeben (Papaspyridi et al. 2010; Bakratsas et al. 2023;
Hamza et al. 2024; Guan et al. 2025). In einer weiteren Verdffentlichung wird ein optimaler pH-
Wert von 8 beschrieben (Jonathan et al. 2011).

Bei der Durchflihrung eines DOE ist es wichtig, die Versuche so durchzuflihren, dass die
Parameter, die nicht variiert werden sollen, mdglichst konstant gehalten werden. Das
beglnstigt die Aussagekraft des Modells (Anderson und Whitcomb 2017; Politis et al. 2017).
Im Verlauf der Arbeit wurde mit unterschiedlichen Treber-Chargen gearbeitet. Fir die
Durchfuhrung der Experimente im Rahmen des DOE wurde darauf geachtet, dass
ausschlielllich eine Treber-Charge verwendet wurde. Zu Beginn der Experimente war diese
frisch. Da die Experimente Uber mehrere Monate durchgefihrt wurden, ist unklar, ob
beziehungsweise welche Veranderungen am Treber auftraten. Uberdies ist unklar, ob die
hohen pH-Werte, die zu Beginn der Fermentation eingestellt wurden, Veranderungen am
Treber hervorriefen.

Die Korrelation von Ergosterolgehalt und Biomasse variiert je nach Temperatur (Steudler und
Bley 2015b). Da die Temperatur im Rahmen der Optimierung variiert wurde, kdnnte dadurch
der Ergosterolgehalt beeinflusst worden sein. Das kdnnte auch ein Grund fir die hohe
Signifikanz der Temperatur in beiden Modellen sein. Dies wurde wahrend der Optimierung
nicht bericksichtigt. Dieser Einfluss kdnnte dazu beigetragen haben, dass die adjustierten und
vorhergesagten R? der Modelle weiter auseinander lagen. Der Ergosterolgehalt eignete sich

im Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit evaluierten Methoden zur Bestimmung des
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Pilzanteils jedoch am besten. Eine genaue Diskussion der verschiedenen Methoden erfolgt in
Kapitel 4.8.

4.6 Ansatze zur Verbesserung der Kulturfuhrung

4.6.1 Dauer des Dispergierens

Das Dispergieren von Myzel fuhrt zu einer Verteilung von Hyphen-Fragmenten, die jeweils zu
Pellets wachsen. Zweck et al. beobachteten bei der Verwendung eines nicht dispergierten
Myzel-Stiicks von Fomes annosus ein sehr langsames und unregelmafRiges Wachstum. Ein
Dispergieren mittels Ultraturrax flr 30 s hingegen sorgte fir eine sehr feine, gleichmafige
Verteilung von Hyphen und ein besseres Wachstum (Zweck et al. 1978). Diese Beobachtung
entspricht den Ergebnissen aus Abbildung 3-30, in der flir ein Dispergieren von 30 bis 120 s
hdhere Trockenmassen im Vergleich zum nicht dispergierten Myzelstlick erhalten wurden. Fir
Pycnoporus cinnabarius wurden Kombinationen aus verschiedenen Geschwindigkeiten und
Zeiten beim Dispergieren getestet. Die Autoren folgerten anhand ihrer Ergebnisse, dass das
Myzel bei hohen Scherkréaften einheitlicher wird. Die idealen Parameter waren 25.000 rpm und
30 s (Jones et al. 1993). Auch flr Inonotus hispidus wurde bereits beschrieben, dass das
Dispergieren des Myzels zu héheren Trockenmassen und einheitlicherem Myzel fuhrt. Hier
wurde die hdchste Biomasse bei 26.000 rpm und 3 min festgestellt. Bei einer langeren Zeit
des Dispergierens wurde ein Rickgang der Biomasse verzeichnet (Shen et al. 2025). Der
Rickgang der Biomasse nach einer gewissen Zeit des Dispergierens ist auf das Absterben
von Zellen zurlckzufuhren. Fir Pleurotus ostreatus wurde in dieser Arbeit kein starker
Rickgang der Trockenmasse Uber den Zeitraum bis 5 min verzeichnet.

Das Dispergieren sorgt fir eine Verteilung von Hyphen-Fragmenten, aus denen neue Pellets
gebildet werden. Kleine, wenig kompakte Pellets werden fir die Kultivierung von Pilzen
bevorzugt, da hier ein besserer Stoffaustausch moglich ist. Ein limitierender Faktor fur das
Pilzwachstum ist die Sauerstoffkonzentration. Bei kleinen, durchldssigen Pellets kann
Sauerstoff bis ins Innere des Pellets gelangen, wahrend bei gréfieren und dicht gewachsenen
Pellets kaum Sauerstoff ins Innere gelangt. In Folge dessen tritt im Inneren die Autolyse ein,
die in einem Hohlraum des Pellets resultiert (Camici et al. 1952; Styogantseva et al. 1989;
Papagianni 2004; Shen et al. 2025). Dies erklart den Anstieg des Ergosterolgehalts in
Abbildung 3-31 mit zunehmender Turraxdauer. Wie flir Pycnoporus cinnabarius zuvor
beschrieben, sorgen hohere Scherkrafte fir einheitliche Myzel-Fragmente. Je langer die
Turraxdauer fur P. ostreatus war, desto einheitlicher und kleiner waren die Myzel-Fragmente.
Dies resultierte in kleinen, einheitlichen Pellets, in denen ein schneller Stoffaustausch
gewahrleistet war. Dementsprechend waren die Pellets mit zunehmender Turraxdauer vitaler,

was dem Anstieg des Ergosterolgehaltes entspricht. Eine mikroskopische Analyse der
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Vorkulturen nach dem Dispergieren wurde nicht durchgefiihrt. Diese sollte zur Uberprifung
der zuvor beschriebenen Annahme durchgefuhrt werden.

Im Hinblick auf einen industriellen Prozess stellte sich die Frage, ob ein Homogenisieren der
Vorkultur notwendig ist und ob die standardmafig verwendeten 30 s dabei einzuhalten sind.
Das Dispergieren ist grundsatzlich notwendig und eine langere Turraxdauer bis zu 5 min
forderte das Pilzwachstum. In einem industriellen Prozess und in einem grolieren Malistab
sollte eine Optimierung der Parameter beim Dispergieren durchgefiihrt werden. Zusatzlich zu
der in dieser Arbeit variierten Dauer scheint die Geschwindigkeit des Dispersionswerkzeugs
ein relevanter Parameter zu sein. Dies geht aus der Publikation von Jones et al. hervor, die

unterschiedliche Geschwindigkeiten flr das Dispergieren getestet haben (Jones et al. 1993).

4.6.2 KulturfGhrung Uber mehrere Generationen

Der Prozess einer mehrfachen Batch-Fermentation (repeated-batch fermentation, RBF) wurde
bereits flr verschiedene Basidiomyceten wie Trametes versicolor, Ganoderma lucidum und
P. ostreatus verwendet, um die Produktion von Enzymen oder Exopolysacchariden zu
verbessern. Bei diesem Verfahren wird ein Teil oder das gesamte Medium durch frisches
Medium ersetzt und das Myzel wird Gber mehrere Fermentationen weiterverwendet (Yup Jang
et al. 2002; Krishna Prasad et al. 2006; Birhanli und Yesilada 2010; Wan Mohtar et al. 2016).
In den Publikationen, deren Ziel die Laccase-Produktion war, wurden durch den RBF-Prozess
hdéhere Mengen an Laccase gewonnen. Dies wurde auf einen Anstieg der Zellkonzentration
im Laufe des Prozesses zurlickgeflhrt (Yup Jang et al. 2002; Birhanli und Yesilada 2010). Die
in dieser Arbeit durchgeflhrten Kulturreihen tUber mehrere Generationen dhneln dem RBF-
Prinzip. Im Vergleich zu diesen Verodffentlichungen wurde hier jedoch mit einem nicht
vollstéandig I6slichen Medium aus SBT gearbeitet. Die Trennung von Myzel und SBT-Resten
aus dem Medium war nicht méglich. Ein Austausch des Mediums, wie er in der Literatur
durchgefiihrt wurde, konnte dementsprechend nicht erfolgen. Die Ergebnisse aus dieser Arbeit
entsprechen dennoch denen aus der Literatur, da im Verlauf Gber mehrere Generationen ein
Anstieg des Ergosterolgehalts festgestellt wurde. Daraus wurde eine Verbesserung des
Pilzwachstums geschlossen. In der Literatur wurde ein Verkurzen der Fermentationsdauer
festgestellt. Die Autoren fuhrten dies auf eine verkirzte stationdre Phase zu Beginn der
Fermentation zuriick, da der Pilz bereits an das Medium und die Kulturbedingungen angepasst
war (Chaves et al. 2014; Wan Mohtar et al. 2016). In allen RBF-Prozessen wurde zwischen
vier und acht Zyklen ein Ruckgang der Produktivitat festgestellt. Teilweise wurde beobachtet,
dass sich die Zellmorphologie anderte und groRRere Pellets oder bei fixiertem Myzel eine sehr
dichte Struktur auftrat. Der Stoffaustausch war dadurch erschwert und fihrte zu dem
Ruckgang der Produktivitat (Krishna Prasad et al. 2006; Chaves et al. 2014; Ji et al. 2014). In

dieser Arbeit wurde das Myzel vor der Weiterverwendung dispergiert und ein Teil davon als
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Inokulum flr das frische Medium verwendet. Somit wurde dem Entstehen von sehr grof3en
und dichten Pellets entgegengewirkt. Bei dieser Kulturreihe wurde in der vierten Generation
kein Ruckgang des Pilzwachstums festgestellt. Da das Kultivieren tber mehrere Generationen
bislang nur in Schiittelkolben mit definierter Kulturdauer durchgeflihrt wurde, liegen UGber die
Fermentationsdauer und eine potentielle Reduzierung dieser keine Daten vor. Neben der
Zeitersparnis wird nicht fir jede neue Charge eine neue Vorkultur bendtigt, was Kosten
einspart.

Die Wiederverwendung des Kulturtiberstands wurde ebenfalls getestet, um Kosten in einem
industriellen Prozess mdglichst zu minimieren. Fir die Fermentationen werden grof3e Mengen
Trinkwasser bendtigt, die durch ein Wiederverwenden des Kulturiberstandes als Teil des
Mediums reduziert werden kdnnen. Das Ersetzen von flissigem Medium bei einer mehrfachen
Batch-Fermentation verringert die Konzentration von Inhibitoren oder toxischen Metaboliten,
die sich negativ auf das Pilzwachstum auswirken (Chaves et al. 2014). Bei der
Wiederverwendung des Kulturiberstands akkumulieren derartige Stoffe. Fir die RBF von
Ganoderma lucidum wurden Exopolysaccharide bereits als solche Metabolite beschrieben
(Wan Mohtar et al. 2016). Aullerdem sind verschiedene Pilze der Abteilung Basidiomycota in
der Lage organische Sauren wie Oxalsaure zu produzieren. Eine Anreicherung dieser flhrt zu
einem abgesenkten pH-Wert, der das Wachstum negativ beeinflussen kann (Liaud et al. 2014).
In dieser Arbeit wurde jedoch kein Absinken des pH-Wertes festgestellt. Die pH-Werte der
Kulturen ber mehrere Generationen wiesen pH-Werte im neutralen Bereich auf. Wie bereits
zuvor diskutiert, war das Wachstum von P. ostreatus bei pH-Werten im neutralen bis basischen
Bereich besser als im sauren (vgl. 4.4 und 4.5).

In den Kulturiiberstand werden Enzyme sekretiert. Bei Weildfaulepilzen wie P. ostreatus sind
darunter Laccasen, Ligninperoxidasen und Manganperoxidasen, die flr den Ligninabbau
verantwortlich sind (Hou et al. 2004; Arunkumar und Sheik Abdulla 2015). Da der
KulturGberstand steril geerntet und vor der weiteren Verwendung nicht autoklaviert wurde, ist
davon auszugehen, dass auch eine Anreicherung von Enzymen stattfand. Diese begunstigen
den Fermentationsprozess und erklaren die héheren Ergosterolgehalte von Generation eins
und vier im Vergleich zur Ursprungsgeneration. Fir die Wiederverwendung des
Kulturiberstands Uber mehrere Generationen wurden nach vier Generationen keine negativen

Effekte auf das Pilzwachstum festgestellt.

4.6.3 Fed-Batch

Fir die Verbesserung der Exopolysaccharid-Produktion und die Gewinnung ligninolytischer
Enzyme mit Basidiomyceten sind in der Literatur bereits Fed-Batch Versuche beschrieben. In
allen Publikationen flhrte die Futterung von Glucose oder Sojadl zu einer hoheren
Produktausbeute (De Baets et al. 2002; Hu et al. 2009; Zhu und Sun 2009; El-Enshasy et al.
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2010). Hu et al. und Zhu und Sun stellten zusatzlich zur héheren Produktausbeute eine héhere
Pilzbiomasse durch die Futterung fest. Auch in dieser Arbeit wurde durch die Futterung mit
Bierwiirze eine héhere Biotrockenmasse erzielt. Bei der Kultur von Tremella fuciformis wurden
Unterschiede im Pilzwachstum zwischen Batch und Fed-Batch Fermentation erst ab der
spaten exponentiellen Phase sichtbar. Insgesamt wurden durch die Futterung eine hdhere
Zelldichte und Zellvitalitat erreicht. Die Konzentration an geléstem Sauerstoff in der Fed-Batch
Fermentation war niedriger und stieg deutlich spater als wahrend der Batch-Fermentation an.
Die Autoren korrelierten dies mit dem héheren Zellwachstum (Zhu und Sun 2009). In dieser
Arbeit wurde die Fed-Batch Fermentation im Bioreaktor an Kulturtag sieben abgebrochen, um
einen Vergleich der Ausbeute zwischen Batch und Fed-Batch Fermentation unter
vergleichbaren Bedingungen zu ermoglichen. In den Batch-Fermentationen wurde nach Tag
sechs ein kontinuierlicher Anstieg des DO festgestellt und deswegen die Fermentation an
Kulturtag sieben beendet (vgl. Abbildung 3-49). Im Verlauf der Fed-Batch Fermentation war
kein Anstieg des geldsten Sauerstoffs erkennbar (Abbildung 3-38). Dies entspricht der
Beobachtung von Zhu und Sun. Eine langere Kulturdauer der Fed-Batch Fermentation und
somit mehr Pilzbiomasse ware somit voraussichtlich mdglich.

Die Wahl von Bierwtirze als Feed und die damit verbundene hdhere Pilzausbeute passt zu
den Ergebnissen aus Kapitel 3.4. Fir ein verbessertes Wachstum in der Vorkultur sorgte
ebenfalls Bierwirze.

Der Zeitpunkt der Futterung wurde lediglich im Schittelkolben untersucht. Da das Wachstum
im Schuttelkolben und Bioreaktor nicht direkt vergleichbar sind, ware eine genauere
Untersuchung des geeigneten Futterungszeitpunkts sinnvoll (El-Enshasy et al. 2010). El-
Enshasy et al. zogen fiur die Bestimmung des Fiutterungszeitpunkts die Daten der
Abluftanalytik zurate. Eine reduzierte Sauerstoffaufnahme und CO>-Abgabe von P. ostreatus
zeigten sich bei einer Nahrstofflimitierung. Kurz bevor diese eintrat, erfolgte die Fltterung mit
Glucose (El-Enshasy et al. 2010). Da auch in dieser Arbeit mit P. ostreatus gearbeitet wurde,
ware eine Bestimmung des geeigneten Fltterungszeitpunkts durch die Abluftanalytik auch
denkbar.

Eine zu hohe Nahrstoffkonzentration zu Beginn der Fermentation kann das Pilzwachstum
inhibieren, da diese den Sauerstofftransport beeinflusst (Gibbs et al. 2000; El-Enshasy et al.
2010). Bei der Zugabe des Wurze-Feed war im Kulturverlauf ein starkes Absinken des DO zu
erkennen (Abbildung 3-38). Durch die automatische Erhéhung des Gasflusses und der
Ruhrgeschwindigkeit wurde dies ausgeglichen. Eine direkte Zugabe von Wirze in das SBT-
Medium erfolgte bei der Optimierung der Vorkultur im Schuttelkolben (Kapitel 3.4). Allerdings
handelte es sich hierbei um Vorkulturen, die durch ein Myzelstliick aus der Emerskultur
inokuliert wurden. Bei den Fed-Batch Kulturen hingegen handelte es sich um Hauptkulturen.

AuRerdem wurde fir die Vorkulturen lediglich 20 g L' Wirze verwendet, wahrend die
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Wirzekonzentration im Medium nach der Fitterung 50 g L™ betrug. Ob eine direkte

Verwendung der Wirze im Medium zu einer Wachstumshemmung fuhrt, ist derzeit unklar.

4.7 Analytik der Biomasse

4.7.1 Chemische Analytik

Der in dieser Arbeit analysierte Fettgehalt fiir das Myzel von Pleurotus ostreatus in ME-Medium
(Abbildung 3-39) stimmt mit den Werten von Manu-Tawiah und Martin Uberein (Tabelle 4-4).
Der ermittelte Aschegehalt war niedriger als die Literaturwerte. In den synthetischen Medien
von Manu-Tawiah und Martin sowie Hadar und Cohen-Arazi, die fur die Kultivierung von Myzel
verwendet wurden, waren neben Kohlenhydrat- und Stickstoffquellen zusatzlich Salze
enthalten. Die Mineralstoffkonzentration im Medium scheint dementsprechend den
Aschegehalt des Myzels zu beeinflussen. Dies wurde bereits fiir verschiedene Basidiomyceten
beschrieben (Jennison et al. 1957). Da in dieser Arbeit lediglich ME und keine zusatzlichen
Salze verwendet wurden, erklart dies den niedrigeren Aschegehalt im Vergleich zu den

Literaturwerten.

Tabelle 4-4: Literaturwerte fur Protein-, Fett- und Aschegehalte von Myzel von P. ostreatus. Die Angaben beziehen
sich jeweils auf die Trockenmasse.

Protein [g (100 g)']  Fett[g (100 g)™] Asche [g (100 g)"]
(Hadar und Cohen- | 24,3 +0,1 1,6 +£0,2 6,1+0,1
Arazi 1986)
(Onuoha et al. 2021) | 21,2+ 0,5 0,5+0,0 3,3+0,0
(Manu-Tawiah  und | 40,1 +1,8 3,7+0,4 79+0,6
Martin  1987) Torf-
Extrakt
(Manu-Tawiah und | 25,7 + 1,8 3,0+0,3 42+0,7
Martin 1987)
synthetisches
Medium

Der ermittelte Proteingehalt fir das Myzel von P. ostreatus in ME-Medium liegt im Bereich der
Literaturwerte. Bei den Literaturwerten handelt es sich allerdings um Rohproteingehalte. Der
von Hadar und Cohen-Arazi bestimmte Proteingehalt wurde mit der Coomassie-Methode
bestimmt, wahrend die anderen Werte Uber den Kjeldahl-Stickstoff mit dem
Umrechnungsfaktor 6,25 erhalten wurden. Der Rohproteingehalt des in dieser Arbeit

verwendeten Stamms von P. ostreatus in ME-Medium lag zwischen den beiden Werten von
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Manu-Tawiah und Martin. Wie bereits fiir den Aschegehalt beschrieben, variiert auch der
Proteingehalt je nach Medium und zusatzlich zwischen verschiedenen Stammen.

Die Zusammensetzung von SBT wurde bereits in Kapitel 4.1.1 diskutiert. Der Reinprotein- und
Gesamtfettgehalt des fermentierten SBT lagen wie erwartet zwischen denen von Myzel von
P. ostreatus und nicht fermentiertem SBT. Durch die Fermentation wurde ein Teil des SBT in
Pilz-Biomasse umgewandelt. Dabei wurde Protein auf- und Fett abgebaut. Der Aschegehalt
anderte sich durch die Fermentation nicht. In der Literatur wurden diese positiven
Veranderungen in Bezug auf das Nahrwertprofil von fermentiertem Treber mit Basidiomyceten
bereits beschrieben. Zusatzlich ist in diesen Publikationen beschrieben, dass der
Cellulosegehalt und in Abwesenheit von Monosacchariden der Gehalt an Hemicellulose und
Lignin durch die Fermentation sank (Zeko-Piva¢ et al. 2022). Dafur wurde nach der
Fermentation ein hdherer f-Glucangehalt festgestellt (Eliopoulos et al. 2022). Im Vergleich zu
dieser Arbeit wurden die Basidiomyceten in Festbettkultur gefihrt. Da in dieser Arbeit der
Kohlenhydratanteil rechnerisch ermittelt wurde, kann keine Aussage Uber Veranderungen von
Lignocellulose- oder #Glucan-Gehalten gemacht werden.

Das in Abbildung 3-40 dargestellte Aminosaureprofil von P. ostreatus in ME-Medium passt
Uberwiegend zu den in Abbildung 4-5 dargestellten Literaturwerten. Die Aminosaureverteilung
in der Literatur unterscheidet sich teilweise stark. Bei Bakratsas et al. war Glycin die dominante
Aminosaure; danach folgten Prolin und Leucin. In der Publikation von Hadar und Cohen-Arazi
war hingegen Asparaginsaure die Aminosaure mit dem grof3ten Anteil. In dieser Arbeit waren
Glutaminsaure gefolgt von Asparaginsaure und Histidin die Aminosauren mit dem groften
Anteil. Der gréRere Asparaginsaure-Anteil passt zu den Ergebnissen von Hadar und Cohen-
Arazi. Sowohl in dieser Arbeit als auch in der Publikation von Hadar und Cohen-Arazi wurden
die Aminosauren nach saurer Hydrolyse analysiert. Hierbei wurden jeweils Glutamin und
Glutaminsdure zusammen als Glutaminsaure erfasst. Gleiches gilt fir Asparagin und
Asparaginsaure. Die Unterschiede in der Verteilung und den Mengen der Aminosauren lassen
sich auf unterschiedliche Stdamme von P ostreatus und unterschiedliche
Wachstumsbedingungen zurtckfuhren. In der Publikation von Manu-Tawiah und Martin wurde
ein Stamm in zwei unterschiedlichen Medien kultiviert und der Gehalt der Aminosduren
unterschied sich. Das Aminosaureprofil wies geringe Abweichungen auf und als limitierende
Aminosaure wurde Methionin angegeben (Manu-Tawiah und Martin 1987). Auch bei Bakratsas
et al. lagen die schwefelhaltigen Aminosauren und Lysin deutlich unter den Gehalten des

Referenzproteins der FAO. Diese Ergebnisse entsprechen denen dieser Arbeit.
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Abbildung 4-5: Aminosaureverteilung von Myzel von P. ostreatus laut Literatur (Hadar und Cohen-Arazi 1986; Manu-
Tawiah und Martin 1987; Bakratsas et al. 2023) im Vergleich zur Aminosaureverteilung des Myzels des verwendeten
P. ostreatus Stamms (POS). Die Werte von Hadar und Cohen-Arazi sowie POS sind in g (100 g Probe)' angegeben
und die anderen Literaturwerte in g(100 g Protein)™. Asparagin und Glutamin wurden wéhrend der Analyse zu
Asparaginsaure und Glutaminsaure desaminiert und jeweils zusammen unter ASP bzw. GLU erfasst.

Das Aminosaureprofil von Schwarzbiertreber wurde bereits in Kapitel 4.1.1 diskutiert. Das
Aminosaureprofil des Myzels von P. ostreatus mit SBT-Medium lag zwischen den Profilen des
nicht-fermentierten Trebers und des Myzels in ME. Es ist davon auszugehen, dass wahrend
der Fermentation ein Teil des SBT in Pilzprotein umgebaut wurde. Die verbesserte biologische
Wertigkeit und die Anderung der limitierenden Aminosduren sprechen ebenfalls dafiir.
Méglicherweise kdnnte die biologische Wertigkeit durch den Zusatz eines Nebenstroms, der
reich an schwefelhaltigen Aminosauren ist, zum Medium weiter verbessert werden. Die in
dieser Arbeit zusatzlich zum Treber analysierten Nebenstrome eignen sich jedoch nicht. In der
Hefe waren Methionin und Cystein limitierend und in der Wirze war sehr wenig Protein
enthalten. Die Malzkeime eigneten sich aufgrund ihrer trockenen, festen Beschaffenheit
grundsatzlich nicht als Medien-Zusatz.

Die Fettsaureverteilung des Myzels von P. ostreatus in ME-Medium in Abbildung 3-41
entspricht der Fettsdureverteilung aus der Literatur (Abbildung 4-6). Die Literaturwerte
beziehen sich alle auf unterschiedliche Stamme von P, ostreatus. Die Hauptfettsdure ist dabei
Linolsaure. Lediglich fur die Stdamme ,Michigan® und ,ATHUM 4438“ war die Hauptfettsaure
Palmitinsaure (Bespalova et al. 2002; Papaspyridi et al. 2012). Diese war neben Olsdure und

Stearinsaure anteilig eine der Hauptfettsauren in dem Myzel dieser Arbeit wie auch in der
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Literatur. Neben den in dieser Arbeit flr die anteilige Berechnung verwendeten Fettsauren
wurden in der Literatur weitere Fettsduren im Myzel von P. ostreatus beschrieben. Darunter
fallen ungeradzahlige Fettsduren und langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsduren
(Papaspyridi et al. 2013). Im Chromatogramm waren weitere Peaks erkennbar, die zu
derartigen Fettsauren gehéren koénnten (Abbildung 6-1). Durch den Abgleich der
Massenspektren wurden unter anderem Pentadecansaure und Palmitoleinsdure in Betracht
gezogen. Da die Fettsaureverteilung abhangig vom verwendeten Stamm, Medium und
Kulturbedingungen variiert, sind die Unterschiede in der genauen Fettsaureverteilung in dieser

Arbeit im Vergleich zur Literatur zu erklaren (Bespalova et al. 2002; Papaspyridi et al. 2013).
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Abbildung 4-6: Fettsaureverteilung von Myzel von P. ostreatus laut Literatur (Manu-Tawiah und Martin 1987;
Bespalova et al. 2002; Dimou et al. 2002; Papaspyridi et al. 2013). FS: Fettsaure

Die Fettsaureverteilung des SBT aus Abbildung 3-41 stimmte mit der Fettsaureverteilung aus
der Literatur in Abbildung 4-7 Uberein. Farcas et al. fuhren neben den in Abbildung 4-7
dargestellten Fettsduren noch einige weiter auf. Darunter auch Myristin-, Arachin- und
Behensaure, die im SBT aus dieser Arbeit nachgewiesen wurden (Farcas et al. 2015). Bei dem
fermentierten Schwarzbiertreber handelte es sich um eine Mischung aus Treber und Myzel.
Die Anteile von Palmitin-, Linol- und Linolensaure von POS-SBT lagen erwartungsgemaf
zwischen denen von POS-ME und SBT. Der Anteil von Olsaure und Arachinsdure war im
fermentierten Schwarzbiertreber gréler als im Myzel von P. ostreatus und im nicht

fermentierten Treber.
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Abbildung 4-7: Fettsaureverteilung von Biertreber laut Literatur (Niemi et al. 2012; Farcas et al. 2015; Almeida et
al. 2017). FS: Fettsaure

4.7.2 Sensorische Analytik

In der sensorischen Beurteilung in 3.7.2 wurde das gefrorene und aufgetaute Myzel von
P. ostreatus in SBT-Medium als geruchlich intensiver wahrgenommen und vom Panel aufgrund
eines besseren Mundgeflihls bevorzugt. Der intensivere Geruchseindruck Iasst sich dadurch
erklaren, dass durch das Einfrieren und Auftauen Zellen aufgeschlossen wurden und
infolgedessen Enzyme freigesetzt wurden.

Kabbaj et al. analysieten das Aroma von P ostreatus aus verschiedenen
Kultivierungsmethoden. Wie auch in dieser Arbeit identifizierten sie in Submerskultur
3-Octanon und 1-Octen-3-ol. Zusatzlich wiesen sie 3-Methylbutanol, 2-Methylbutanol und
3-Octanol nach. Diese wurden in dieser Arbeit nicht nachgewiesen. Hexanal, 3-Octanon und
Octanal, die in dieser Arbeit im submers kultiviertem Myzel identifiziert wurden, wurden
lediglich in der Festbettkultur nachgewiesen (Kabbaj et al. 2002). In einer weiteren Arbeit
wurden Fruchtkérper, die auf Medien mit unterschiedlichen Anteilen von Getreidetrester aus
der Brennerei kultiviert wurden, analysiert. Hierbei war Hexanal der (berwiegend
vorkommende Aldehyd. 1-Octen-3-on, das in dieser Arbeit im Myzel identifiziert wurde, wurde
nicht nachgewiesen (Zhou et al. 2023). Im Fruchtkérper von P. ostreatus wurden unter
anderem 1-Octen-3-on und (E)-2-Octenal nachgewiesen (Nyegue et al. 2003). Beim Vergleich

der Literaturwerte zeigt sich, dass Unterschiede im Aromaprofil durch die
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Kultivierungsbedingungen aber auch durch unterschiedliche Stdmme zu erklaren sind. Ein
weiterer Unterschied zwischen den verschiedenen Arbeiten waren die Extraktionsmethoden.
Die Probenvorbereitung hat einen grofden Einfluss auf die nachfolgenden Analysen. Kabbaj et
al. nutzten unter anderem die Submerskultivierung mit anschlielender dynamischer
Kopfraumanalyse. Dies war zu den in dieser Arbeit verwendeten Methoden am ahnlichsten.
Furfural wurde in reinen Pilz-Proben nicht detektiert. Lediglich in fermentiertem Quinoa und
Linsenmehl wurde dieses nachgewiesen. Furfural trug jedoch bereits im unfermentierten
Medium zum Aroma bei (Sanchez-Garcia et al. 2024). Moglicherweise stammte das in dieser
Arbeit detektierte Furfural aus dem autoklavierten ME-Medium. Daflir spricht auch, dass die
zugehdorige Peakflache klein war (siehe Abbildung 3-43) und im Myzel, das in SBT-Medium
kultiviert wurde, kein Furfural nachgewiesen wurde.

Benzaldehyd wurde in der Biomasse von P. ostreatus kultiviert in SBT-Medium nachgewiesen,
jedoch nicht im SBT ohne Fermentation. Es ist davon auszugehen, dass Benzaldehyd durch
die Fermentation gebildet wurde. In Fruchtkdrpern und Myzel von P. ostreatus wurde
Benzaldehyd bereits nachgewiesen (Beltran-Garcia et al. 1997; Kabbaj et al. 2002). Beltran-
Garcia et al. extrahierten frische Fruchtkérper mit Lésungsmittel und gehen davon aus, dass
Benzaldehyd wahrend der Extraktion gebildet wurde. Kabbaj et al. hingegen nutzten die
dynamische Kopfraumanalyse. Das Probengefall mit dem frischen Myzel wurde flir 20 min mit
Helium begast, um die flliichtigen Substanzen auf einem Adsorbens zu fixieren. Dabei sind
Veranderungen an der Probenmatrix unwahrscheinlich. Die Bildung von Benzaldehyd in
anderen Basidiomyceten wurde bereits beschrieben. Als Prakursor gilt dabei L-Phenylalanin
(Kawabe und Morita 1993; Lapadatescu et al. 1997). Der Phenylalaningehalt im SBT lag unter
dem Gehalt des Myzels von P. ostreatus in ME-Medium. Freie Aminosduren wurden in dieser
Arbeit nicht analysiert. Alle weiteren Aromastoffe, die in der Biomasse von P. ostreatus und
SBT identifiziert wurden, waren C8-Oxylipine, die bereits im Myzel in ME-Medium beschrieben
wurden. Diese sind hauptsachlich fir das pilzartige Aroma verantwortlich und werden aus
Linol- und Linolensaure gebildet (Tressl et al. 1982; Kleofas et al. 2014; Karrer et al. 2021).
Verwunderlich war daher, dass 1-Octen-3-on und (E)-2-Octenal auch im Schwarzbiertreber
gefunden wurden. (E)-2-Octenal, (E)-2-Nonenal und Hexanal werden unter einigen anderen
Aromastoffen im Biertreber beschrieben (Farcas et al. 2015; Naibaho et al. 2023). Zusatzlich
wurden 1-Octen-3-ol und Benzaldehyd als Aromastoffe in Biertreber aufgefihrt (Ktenioudaki
et al. 2013; Naibaho et al. 2023). In dieser Arbeit wurden diese jedoch nur im fermentierten
Schwarzbiertreber nachgewiesen. Farcas et al. detektierten (E)-2-Octenal, Furfural und
(E)-2-Nonenal nur in Malz und nicht im Treber. In einer anderen Publikation hingegen wurde
Furfural in zu Mehl gemahlenem Biertreber nachgewiesen (Ktenioudaki et al. 2013).

2-Furanmethanol, Hexanal und 1-Octen-3-on wurden unter anderen Aromastoffen in der
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Flissigkeit, die durch Auspressen von Biertreber gewonnen wurde, identifiziert (Shetty et al.
2023).

Da 1-Octen-3-on und (E)-2-Octenal typische Aromastoffe fur Pilze sind, wurde zunachst
vermutet, dass diese durch eine Kontamination des Trebers entstanden. Da (E)-2-Octenal in
mehreren Publikationen im Biertreber nachgewiesen wurde, ist die Anwesenheit dieses
Aromastoffs nicht zwingend auf eine Kontamination zurtckzufuhren. 1-Octen-3-on wurde
lediglich von Shetty et al. in der Treberflissigkeit beschrieben. Hierbei gibt es keine Angaben
Uber eine mdgliche Lagerzeit. Um sicher sagen zu kdnnen, ob 1-Octen-3-on und (E)-2-Octenal
durch eine mogliche Kontamination des Trebers nachgewiesen wurden, musste erneut eine
Analyse von frischem Schwarzbiertreber durchgefuhrt werden.

2-Phenylethanol wurde in der Literatur bislang nicht als Aromastoff in Biertreber identifiziert.
Da es sich bei Biertreber jedoch nicht um ein standardisiertes Produkt handelt, sind Variationen
in der Zusammensetzung mdglich. Dies wurde in Bezug auf die Majorbestandteile bereits in
Kapitel 4.1.1 diskutiert. Auch die bereits aufgefliihrten Publikationen in Bezug auf die volatilen

Verbindungen in Biertreber weisen Unterschiede auf.

4.8 Wachstumsbeurteilung und Bestimmung des Pilzanteils

In der Literatur sind viele verschiedene Methoden fur die Pilzquantifizierung beschrieben. Dazu
zahlen die Quantifizierung Uber eine Markersubstanz wie Ergosterol, Chitin oder
Nucleinsduren (Desgranges et al. 1991; Ooijkaas et al. 1998). Eine Alternative hierzu ist die
biologische Aktivitdt. Dazu zahlen Respiration, enzymatische Aktivititen oder die
Quantifizierung von ATP. Die Markersubstanzen Chitin und Ergosterol sind relativ spezifisch
fur Pilze und fur den Aufbau von Biomasse notwendig (Seitz et al. 1979). Die Quantifizierung
von ATP und CO- hingegen ist nicht exklusiv fur Pilze und nicht ausschlielich mit dem Aufbau
von Biomasse verbunden. Weiterhin konnen Uber die Nahrstoff-Aufnahme Ruickschlisse auf
das Pilzwachstum gezogen werden (Desgranges et al. 1991; Ooijkaas et al. 1998). Die
Quantifizierung des Pilzanteils ist in den Fallen erforderlich, in denen Myzel nicht vom Substrat
getrennt werden kann. In der Regel handelt es sich hierbei um Festbettfermentationen. In der
in dieser Arbeit durchgefiihrten Submerskultivierung war eine Trennung des Trebers vom
Myzel nach der Fermentation ebenfalls nicht moglich. Daher wurde der Pilzgehalt nach der
optimierten Fermentation mittels Ergosterol- und Chitingehalt bestimmt. Ein idealer Marker
sollte wahrend des Wachstums des Pilzes mdglichst konstant sein und unter variierenden
Kulturbedingungen gleichbleiben. Durch Vergleiche von verschiedenen
Quantifizierungsmethoden  ist bekannt, dass eine geeignete Methode zur
Biomassenbestimmung je nach Pilz und Applikation gewahlt werden sollte und einer

geeigneten Kalibrierung bedarf (Ooijkaas et al. 1998).
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Ergosterol ist das Hauptsterol von Pleurotus ostreatus. Der genaue Gehalt sowie der Anteil an
weiteren Sterolen wie Fungisterol variiert je nach Stamm (Koutrotsios et al. 2017; Boukid et al.
2022). Demnach war Ergosterol als Marker flr den Pilzanteil in dieser Arbeit geeignet. In
einigen Publikationen, die verschiedene Quantifizierungsmethoden verglichen, wurde
Ergosterol im Vergleich zur Chitinbestimmung als geeignet beschrieben. Griinde hierfir waren
die oftmals aufwandigere Methode flr Chitin, eine héhere Sensitivitat der Ergosterolmethode
und Matrixeffekte bei der Chitinanalytik (Seitz et al. 1979; Matcham et al. 1985; Steudler und
Bley 2015b).

Matrixeffekte bei der Chitinanalytik wurden auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet. Der
hohe Blindwert in der GroRenordnung der Chitingehalte der Myzelien war auffallig. Getreide
enthalt kein Chitin, daher ist fraglich, was den hohen Blindwert verursachte. Unklar ist auch,
ob die Substanz, die den hohen Blindwert verursachte, wahrend der Fermentation abgebaut
wurde. Wie in dieser Arbeit wird der Chitingehalt in der Regel durch colorimetrische Assays
bestimmt. Diese sind anfallig fir Interferenzen. Insbesondere Hexosamine sind dafir bekannt
die Chitinanalytik Uber Glucosamin zu stéren (Seitz et al. 1979; Steudler und Bley 2015b). In
Getreide sind die Hexosamingehalte jedoch gering (Matcham et al. 1985). Der Blindwert wurde
fur das Treber-Medium bestimmt. Da es sich bei Treber um Getreide handelt, ware ein
niedrigerer Blindwert zu erwarten. Allerdings ist das im Treber enthaltene Getreide bereits
gekeimt, gedarrt und extrahiert. Auerdem handelte es sich bei dem verwendeten Treber um
Schwarzbiertreber. Zusatzlich zum Malzen fand dementsprechend ein Rostprozess statt. Die
hierbei gebildeten Maillard-Produkte kdnnten ahnlich wie Hexosamine die Chitin-Bestimmung
behindern und fir den hohen Blindwert verantwortlich sein.

Ergosterol wurde bereits von verschiedenen Autoren als geeigneter Biomarker fiir die
Pilzquantifizierung beschrieben (Seitz et al. 1979; Matcham et al. 1985; Newell 1994; Steudler
und Bley 2015b; Mansoldo et al. 2020). Fir den Ergosterolgehalt ist jedoch bekannt, dass er
abhangig vom Medium, der Temperatur, der Sauerstoffverfligbarkeit und dem Alter des Myzels
ist (Desgranges et al. 1991; Ooijkaas et al. 1998; Klamer und Baath 2004; Steudler und Bley
2015b). Insbesondere die Variation des Ergosterolgehaltes in verschiedenen Medien ist fiir die
Pilzquantifizierung problematisch. Da bei der in dieser Arbeit produzierten Biomasse in Treber-
Medium keine Trennung zwischen festen Medienbestandteilen und Pilzmyzel méglich war,
wurde als Referenzmyzel P. ostreatus in ME-Medium kultiviert. Der Ergosterolgehalt dieses
Myzels diente als Bezugsgrofe fur die Berechnung des Pilzanteils. Aufgrund dessen, dass der
Ergosterolgehalt in unterschiedlichen Medien variiert, ist jedoch davon auszugehen, dass der
berechnete Pilzanteil fehlerbehaftet ist. Ooijkaas et al. evaluierten verschiedene Methoden zur
Pilzquantifizierung und konnten keinen geeigneten Biomarker bei der Verwendung

unterschiedlicher Medien finden (Ooijkaas et al. 1998).
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Die Respiration von Pilzen wurde bereits zur Pilzquantifizierung verwendet. Der CO2-Gehalt in
der Abluft korrelierte fur verschiedene Pilze wie Trametes spp. und Morchella spp. mit der
trockenen Pilzbiomasse und wurde deswegen als geeignete Methode beschrieben (Anderson
und Domsch 1978; Steudler und Bley 2015b). Wie der Ergosterolgehalt variiert die CO»-
Emission je nach Temperatur, Pilzspezies und Substrat. Insbesondere eine
Temperaturerhéhung fuhrt zu einem exponentiellen Anstieg der CO,-Emission (Cohen et al.
2002; Kahl et al. 2015; Pavlik et al. 2020). Da die Fermentationen zur Pilzquantifizierung unter
identischen Bedingungen durchgefuhrt wurden, hatte die Temperaturabhangigkeit keinen
Einfluss auf die Ergebnisse. Da fir das Referenzmyzel jedoch ein komplett I6sliches Medium
im Vergleich zum SBT-Medium verwendet wurde, ist davon auszugehen, dass der CO;-
Ausstol® davon beeinflusst wurde. Der CO,-Ausstol3 wahrend der Fermentation des ME-
Mediums war deutlich geringer als in der Fermentation des SBT-Mediums. Mit der Beurteilung
des CO,-Gehalts als Quantifizierungsmethode ware der Pilzanteil nach der Fermentation im
SBT-Medium deutlich tGber dem im ME-Medium. Dies steht im Widerspruch zum Pilzanteil, der
Uber den Ergosterolgehalt bestimmt wurde. GemaR Ooijakaas et al. lasst die respiratorische
Aktivitat nicht immer Rickschlisse auf die Biomasse zu (Ooijkaas et al. 1998). Dies wurde
durch diese Arbeit bestatigt.

Das Messprinzip des Lebendzelldichte-Sensors beruht auf einer Kapazitdtsmessung. In der
Literatur ist die Anwendung dieser Art von Sensoren bereits fur Zellkulturen und
Mikroorganismen beschrieben. Dabei wurde die Korrelation des Signals mit der Biomasse
festgestellt (Austin et al. 1994; Carvell und Dowd 2006; Horta et al. 2015). Die Kultivierung von
Hefen mit Lebendzelldichte-Sensoren ist in der Literatur bereits beschrieben. Hier wurde
festgestellt, dass das Messprinzip gut fur die Biomassenbestimmung geeignet ist (Harris et al.
1987; Austin et al. 1994; Horta et al. 2015). Fir die Anwendung des Sensors in der Kultivierung
von Basidiomyceten wurde allerdings keine Literatur gefunden. Im Gegensatz zur Analytik von
Biomarkern wie Ergosterol oder Chitin ist eine online-Messung wahrend der Fermentation
mdglich. Ein weiterer Vorteil ist, dass feste Medienbestandteile aufgrund ihrer nicht-intakten
Zellmembran nicht polarisiert werden kdnnen und somit die Messung nicht beeinflussen. Tote
Zellen werden aus dem gleichen Grund nicht erfasst (Harris et al. 1987; Carvell und Dowd
2006).

Der Vergleich des Signals des Lebendzelldichte Sensors mit der CO>-Emission wahrend der
Fermentation in Abbildung 3-51 zeigte sehr &hnliche Kurvenverlaufe. Gleiches galt fur den
Vergleich mit dem Ergosterolgehalt in Abbildung 3-49. Diese Fermentationen wurden in SBT-
Medium durchgefihrt. Wie in der Literatur beschrieben, wurde auch in dieser Arbeit keine
Stérung durch die im Medium enthaltenen, festen Partikel festgestellt. Anhand der

vergleichbaren Kurvenverlaufe wurde geschlossen, dass eine Anwendung des
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Lebendzelldichte-Sensors fur die Submerskultivierung von héheren Pilzen prinzipiell moglich
ist.

Das Signal des Sensors und die Trockenmasse von P. ostreatus wahrend der Fermentation
von ME-Medium in Abbildung 3-50 zeigten ebenfalls einen d&hnlichen Verlauf. Ein linearer
Zusammenhang zwischen der Trockenmasse und dem Sensor-Signal konnte jedoch erst ab
etwa 144 h festgestellt werden. Zu Beginn der Fermentation zeichnete der Sensor negative
Werte fur die Lebendzelldichte auf und das Signal schwankte. Erst ab 144 h stieg das Signal
und die Werte waren positiv. Die negativen Werte des Sensors spiegelten sich nicht in den
Trockenmassen wider. Ab 144 h zeigte sich eine lineare Korrelation zwischen der
Trockenmasse und dem Signal des Sensors. Warum das Signal zu Beginn der Fermentation
negativ wurde, ist noch unklar. Da dieser negative Verlauf des Sensor-Signals am Anfang aller
Fermentationen auftrat, sind weitere Untersuchungen hierzu notwendig. Mdglicherweise war
die Zellkonzentration zu Beginn der Fermentation zu gering und das Schwanken und die
negativen Werte bedeuten, dass die untere Messgrenze des Sensors erreicht war. Um dies
auszuschlieBen, kdnnten weitere Fermentationen mit einer groReren Menge an Inokulum
durchgefihrt werden. Durch eine gréRere Menge an Inokulum waren auch initial héhere
Trockenmassen zu erwarten. Dies wurde bereits eine frihere Probenahme zur Bestimmung
der Trockenmasse ermdoglichen. Zu Beginn der Fermentation in ME-Medium ist das Pilzmyzel
visuell zu erkennen, jedoch reicht die Pilzkonzentration noch nicht flr eine gravimetrische
Bestimmung aus. Da es sich bei der Probenahme jeweils lediglich um eine
Einfachbestimmung handelte, sind die Schwankungen im Kurvenverlauf der Trockenmasse zu
erklaren.

Der Uber die Lebendzelldichte berechnete Pilzanteil von 15% ist vergleichbar mit den
Pilzgehalten, die aufgrund des Ergosterol- und Chitingehaltes berechnet wurden. Der
geringflgig niedrigere Pilzanteil |asst sich darauf zuriickflihren, dass die flr die Berechnung
zugrundeliegende Fermentation nicht unter optimierten Bedingungen durchgefihrt wurde.
Diese wurden bei den Fermentationen flir die Berechnung des Pilzanteils mittels Ergosterol-
und Chitingehalt angewendet.

Fur Pilze ist bekannt, dass bei niedrigen Temperaturen kleinere Zellen gebildet werden. Bei
hohen Temperaturen werden grofiere Zellen mit dickeren Zellwanden gebildet (Steudler und
Bley 2015b). Ob dies einen Einfluss auf das Signal des Sensors hat, ist unklar. Daher sollte

die Kalibrierung abgesehen vom Medium unter vergleichbaren Bedingungen stattfinden.

4.9 Ausblick

Die Optimierung der Batch-Fermentation erfolgte bereits in Bioreaktoren, wahrend die

Verbesserung der Kulturfihrung lediglich in Schittelkolben durchgefiihrt wurde. Da die
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Ergebnisse aus den Fed-Batch Experimenten, der Verwendung von Hauptkulturen als
Inokulum und die Verwendung von Kulturiberstand als Medienbestandteil vielversprechend
erscheinen, sollten diese mit den optimierten Fermentationsparametern in Bioreaktoren
wiederholt werden. Um einen wirtschaftlichen Prozess aus den Fermentationen zu generieren,
sollte eine weitere MalystabsvergrofRerung Uber den LabormalRstab hinaus erfolgen. Fir die
Treber, die in dieser Arbeit nicht als Substrat weiterverwendet wurden, sollten ebenfalls
geeignete Basidiomyceten flr die Fermentation evaluiert werden. Auch Malzkeime bieten sich
aufgrund ihrer Zusammensetzung als Fermentationsmedium fiir Basidiomyceten an. Im Sinne
einer Kreislaufwirtschaft ist es sinnvoll, mdglichst alle geeigneten Nebenstréme der
Brauindustrie fur die Lebensmittelindustrie aufzuwerten und zur Verfiigung zu stellen.

Im Anschluss an diese Arbeit bietet sich die Entwicklung eines Fleischersatzproduktes auf
Basis des fermentierten Trebers an. Alternativ konnte eine Methode zur Extraktion der Proteine
aus dem fermentierten Treber entwickelt werden. Aus den Getreideresten der
Alkoholbrennerei beispielsweise wurde Protein bereits mit einer Mischung aus Alkali und
Ethanol im Labormalistab extrahiert (Cookman und Glatz 2009). Eine Extraktion hatte den
Vorteil, dass die Spelzen keinen negativen Einfluss auf die Sensorik austiben wirden. Im
Gegensatz zu einer direkten Verwendung des Trebers sind mit einer Extraktion weitere Kosten
und Ressourcenbindung verbunden.

Pleurotus ostreatus ist dafir bekannt Sekundarmetabolite zu bilden, die sich positiv auf den
menschlichen Organismus auswirken. Die Fruchtkorper sind reich an B-Vitaminen sowie
Vitamin C und im Myzel wurde bereits Pantothensaure nachgewiesen. Auflerdem sind
[Glucane enthalten (Deepalakkshmi und Mirunalini 2014; van Dam et al. 2024). Die in dieser
Arbeit produzierte Biomasse sollte im Hinblick auf diese Stoffe analysiert werden. Zudem ist
das im Myzel enthaltene Ergosterol ist ein Vorlaufer von Vitamin D,. Durch die Bestrahlung mit
UV-B-Licht wurde im Labormafistab bereits Ergosterol im Pilzmyzel in Vitamin D>
umgewandelt (Ahlborn et al. 2019). Um den fermentierten Biertreber erndhrungsphysiologisch
weiter aufzuwerten, ware eine Bestrahlung interessant. Bei einem erhéhten Gehalt an
Vitaminen und pAGlucan besteht die Moglichkeit, Lebensmittel mit nahrwert- oder
gesundheitsbezogenen Aussagen gemal’ Health claims Verordung (VO (EG) Nr. 1924/2006)
zu versehen. Dies ware im Hinblick auf die Vermarktung eines Fleischersatzproduktes
interessant.

In dieser Arbeit wurde bereits die biologische Wertigkeit des Proteins bestimmt. Hiermit kann
jedoch keine abschlieRende Beurteilung der Proteinqualitédt erfolgen, da diese nicht die
Verfligbarkeit des Proteins fiir den menschlichen Organismus berlcksichtigt. Hierflr sollte die
Verdaubarkeit des fermentierten Biertrebers untersucht werden. Fir Mykoprotein wird
durchschnittlich ein um die Verdaulichkeit korrigierter amino acid score von 0,91 angegeben,

wobei eine Verdaubarkeit von 78% angenommen wird (Miller und Dwyer 2001). Da aulder
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Pilzprotein noch Treber nach der Fermentation erhalten war, ist die Verdaubarkeit des
Produktes aus dieser Arbeit vermutlich geringer.

Zusatzlich zur Verdaubarkeit sollten toxikologische Untersuchungen des fermentierten Trebers
durchgefiihrt werden. Da es sich bei P. ostreatus um einen bekannten Speisepilz handelt, ist
davon auszugehen, dass auch das Myzel sicher konsumiert werden kann. Zwischen Myzel
und Fruchtkdper von P. ostreatus gibt es zwar Unterschiede, jedoch wird auch in der Literatur
von einer Unbedenklichkeit des Myzels berichtet (van Dam et al. 2024). Dennoch handelt es
sich bei Myzel um ein Novel Food, das gemal VO (EU) 2015/2283 zugelassen werden muss.
Hierfir werden in der Regel toxikologische Studien bendtigt, die die Sicherheit flr den
menschlichen Verzehr belegen. Fir das Myzel von P. ostreatus wurde bereits 2024 durch die
Firma MyForest Foods Co. ein Antrag zur Zulassung als Novel Food gestellt (Summary of
applications and notifications - European Commission).

Da die Pilzquantifizierung durch den Ergosterol- und Chitinanteil fehlerbehaftet ist, sollte
weiterhin an einer geeigneteren Methode hierfir geforscht werden. Insbesondere im Hinblick
auf den Einsatz in der Lebensmittelindustrie ist eine Spezifikation des Endproduktes mit der
Angabe des Pilzanteils relevant. Das Blindwert-Problem der Chitin-Analytik kdnnte durch eine
alternative Methode behoben werden. Dennoch besteht die Herausforderung, eine geeignete
Referenz flr 100% Pilz zu produzieren. Wie bereits beschrieben, wirkt sich das Medium auf
die  Zusammensetzung des Myzels aus. Dementsprechend ist flr die
Referenzmyzelproduktion ein synthetisches Medium herzustellen, das dem Treber-Medium

mdglichst &hnlich ist.
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Parlaments und des Rates, der Richtlinien 2002/67/EG und 2008/5/EG der
Kommission und der Verordnung (EG) Nr. 608/2004 der Kommission; zuletzt gedndert
durch Deligierte Verordnung (EU) 2024/2512 der Kommission vom 17. April 2024

VERORDNUNG (EU) 2015/2283 DES EUROPAISCHEN PARLAMENTS UND DES RATES
vom 25. November 2015 Uiber neuartige Lebensmittel, zur Anderung der Verordnung
(EU) Nr. 1169/2011 des Europaischen Parlaments und des Rates und zur Aufhebung
der Verordnung (EG) Nr. 258/97 des Europaischen Parlaments und des Rates und der
Verordnung (EG) Nr. 1852/2001 der Kommission; zuletzt geandert durch Verordnung
(EU) 2019/1381 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 20. Juni 2019

BESCHLUSS DER KOMMISSION vom 2. Februar 2011 zur Genehmigung des
Inverkehrbringens eines Mycelauszugs von Lentinula edodes (Shiitake-Pilz) als
neuartige Lebensmittelzutat geman der Verordnung (EG) Nr. 258/97 des Europaischen
Parlaments und des Rates

134



Anhang

6 Anhang

6.1 Substratanalytik

Tabelle 6-1: Feuchte, Roh- und Reinprotein-, Gesamtfett-, Rohasche- und Gesamtkohlenhydratgehalte der
Substrate Weizenbiertreber (WT), Pilsenertreber (PT), Schwarzbiertreber (SBT), Hefe, Wirze und Malzkeime (MK).
Mit Ausnahme der Feuchte beziehen sich alle Werte auf die Trockenmasse (TM).

Substrat WT PT SBT Hefe Wirze MK
Feuchte [%] 78,58 + 78,18 + 81,22 + 89,07 + 7281 + 7,34

2,76 0,92 0,26 0,38 0,29 1,04
Rohprotein 2432 + 18,88 + 2348 + 37,71 =+ 554 + 1942
[g (100 g TM)™] 1,82 0,51 0,69 0,20 0,11 0,02
Reinprotein 1280 + 1519 + 1578 + 3264 + 435 + 1532 ¢
[g (100 g TM)™"] 0,96 0,41 0,46 0,18 0,09 0,02
Gesamtfett 111 + 16 + 130 + 1,71 + 0,78 + 361 =
[g (100 g TM)™"] 0,2 0,2 1,4 0,14 0,12 0,04
Rohasche 285 + 297 + 268 + 602 + 154 + 44 +
[g (100 g TM)™] 0,02 0,01 0,03 0,05 0,04 0,22
Gesamtkohlenhydrat 732 + 70,2 + 685 + 596 + 93,3 + 76,7 +
[g (100 g TM)™"] 1,2 0,6 1,9 0,4 0,3 0,3
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Emerskultur

ing in

Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber, PT: Pilsenertreber,

SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.

6.2 Screen
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Anhang

Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,

PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.
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Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,

PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.

Ge Ge 8 Gl g 0 0SZ ol 0 02
oc | og | 8 | g g 0 i1 i) mhwwﬁmmmm ok 0 i1 1d
€€ 8¢ €l ol S 0 0ol 8 0 00l sneoeuld
8¢ 8z Sl 0 G/l 1as €l 0 0sZ wnjoLeH
S8pI0|RI02
og Ll 0 G/l 1d wniousk ol 0 G/l 1M
8e sz Gl S 0 G/L m Sl 0 00}
8z €z €l S S 0 G/L 1as sz 8 02
g | oc | 8 | 8 | s | o 5.1 L | umonen € | 8 5Lt 18s
14 €z 4 S S 0 G/l 1M oc 5 oo
sz Gl S € € 0 G/L 1as =€ s 0se
[ gl 8 g 0 G/1 1d ‘ds egsod Ge S VA% 1d | nbufis snjoinsid
o 8l S € € 0 G/l Im £& 5 oot
14 G/l 1as s MM M Mww »
IV
] ool s
ok G/L 1as ¢ 0 sy 188 susjouy
0l G/l d snjeajidoutjo el el [ [ [ 0 G/l 1d “JBA SNJR8|Y909
snjoins|d snjjaunpua]
S ol ™ oL ol S S € 0 G/l LM
0¢ < 052 Ge 8z €z €l ol € G/l 19s
Sz € GlL 14gs €€ [°74 8z Gl €l € GLL 1d “ds snuudog
sc | ¢ 00} | e [ se | 8z | 6 | 8 € 6L 1M
8€ € 0SZ 0z €z 8l oL S 0 G/l 1as
o€ € SLL 1d | oyeweu ejoijoyd €C 0c €l 8 S 0 Sl 1d mMWMMNNW
sz € 00} 4 8l ol 8 3 0 G/l I
9¢ 0 0S2Z 9z 4 8l oL € 0 G/L 19s
€€ 0 GlL LM og sz Gl 8 € 0 G/l 1d “ds euejjiuuy
6€ 0 00l 8z 4 8l S € 0 G/l 1M
[e] SllL 149s 0cC Sl S S € 0 Sl 14s
g gLl Ld | Cpeed € |8 | 8 | s | £ | o gLl g e
S G/l LM 8l 9l S € € 0 G/l LM
8¢ sz 8 G/l 1as sz S G/L 1as
sz | s G/l 1d mmmmwwm\m sz | ¢ G/l 1d | unptydeaoss
8¢ €z 8 G/l 1M [ g G/l 1M
4 8 0 0SZ >4 8l el € G/l 1as
0z 8z S 0 GlL 19s €¢ €z 8z €l Gl 3 G/l 1d | ‘dssniodyee]
€€ 8¢ 8 0 0o} 8z 0z 8z oL 8 € G/L I
mﬂ_”_. mmmw 6beL | sbeL | gbel | zbel :o:mﬂ_hw_Ncov_ ‘egelL Ziid SWeN mﬂﬂ. mwmr.r 6beL | LbeL | gbel Bey :ozmﬂ_hw_Ncov_ 18g8iL 2lid sweN
[%] eneld 1op syonmeg wnipajy [%] eneid Jop syonmeg wnipay

138



Anhang

Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,

PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.
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Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,

PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.
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Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,

PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.
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Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,

PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.
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Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,

PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.
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Fortsetzung von Tabelle 6-2: Bewuchs der Platten aus dem Emersscreening in Kapitel 3.2. WT: Weizenbiertreber,
PT: Pilsenertreber, SBT: Schwarzbiertreber. Die Treber-Konzentrationen bezieht sich auf die Feuchtmasse.
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6.3 Ubertragung der Fermentation in Bioreaktoren und

Optimierung der Batch-Fermentation

Tabelle 6-3: Versuchsplan und Ergebnisse des DOE zur Optimierung der Batch-Fermentation von
Schwarzbiertreber mit Pleurotus ostreatus

Block Run Substratmenge V Inokulum pH T[°C] Ergosterol Ergosterol
[0 TM L] [%] initial [mg g] [mg L™
1 1 51 7,0 4,5 30,0 0,689 29,627
1 2 34 1,0 5,2 30,0 0,738 19,188
1 3 17 1,0 7,0 27,2 1,795 25,130
1 4 17 7,0 5,2 25,1 1,178 15,309
1 5 41 1,0 7,0 20,0 0,497 15,904
1 6 34 1,0 5,2 30,0 0,623 18,067
1 7 44 55 6,1 30,0 1,156 43,928
1 8 34 4,0 5,6 25,0 1,049 27,274
1 9 51 7,0 7,0 22,9 1,047 40,833
1 10 51 4,0 5,2 20,0 0,699 27,261
1 11 34 4,0 4,2 25,0 0,843 21,075
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Block Run Substratmenge V Inokulum pH T[°C] Ergosterol Ergosterol
[g TM LT [%] initial [mg g] [mg L]
1 12 27 7,0 7,0 30,0 1,880 33,840
1 13 17 7,0 53 25,1 1,801 23,413
1 14 33 7,0 6,0 21,0 0,959 23,016
1 15 48 1,0 6,0 25,2 0,526 19,462
1 16 34 4,0 5,6 25,0 1,066 27,716
1 17 25 2,5 6,1 20,0 0,688 13,072
1 18 21 1,0 4,2 26,2 0,576 9,216
1 19 17 4,0 4,2 30,0 0,870 11,310
1 20 34 4,0 5,6 25,0 0,798 20,748
1 21 51 2,5 7,0 30,0 0,000 0,000
1 22 34 4,0 5,6 25,0 0,859 23,193
1 23 51 4,0 5,2 20,0 0,364 14,924
1 24 34 4,0 4,2 25,0 0,377 9,425
1 25 17 5,5 7,0 20,0 1,095 15,33
1 26 17 1,0 4,5 20,0 0,414 5,796
1 27 51 1,0 4,2 25,0 0,000 0,000
1 28 34 7,0 4,2 20,0 0,000 0,000
2 29 25 2,5 6,3 35,0 0,180 3,289
2 30 28 1,0 9,0 35,0 0,031 0,657
2 31 51 7,0 9,0 35,0 0,037 1,365
2 32 17 5,5 9,0 35,0 2,066 23,676
2 33 17 5,5 9,0 24,0 0,838 14,288
2 34 34 7,0 6,0 26,8 0,456 16,430
2 35 26 2,5 6,0 26,8 0,462 11,601
2 36 26 2,5 6,0 26,8 0,324 7,968
2 37 51 2,5 9,0 31,3 0,079 3,069
2 38 17 2,5 6,3 35,0 0,082 0,949
2 39 51 4,0 9,0 24,0 0,646 24,806
2 40 26 2,5 6,0 26,8 0,870 15,451
3 41 40 4,0 10,0 24,0 0,000 0,000
3 42 28 2,5 11,0 24,0 0,000 0,000
3 43 34 4,0 8,0 32,0 0,331 11,529
3 44 28 7,0 5,0 37,0 0,098 2,733
3 45 40 1,0 9,0 30,0 0,224 8,323
3 46 40 4,0 5,0 30,0 0,463 15,478
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Block Run Substratmenge V Inokulum pH T[°C] Ergosterol Ergosterol
[g TM LT [%] initial [mg g™ [mg L]
3 47 17 1,0 10,0 40,0 0,000 0,000
3 48 40 7,0 10,5 24,0 0,000 0,000
3 49 17 4,0 7,0 38,0 0,000 0,000
3 50 34 4,0 8,0 32,0 1,553 32,939
3 51 40 4,0 5,0 24,0 0,860 21,027
3 52 34 4,0 10,0 37,0 0,000 0,000
6.4 Analytik der Biomasse
6.4.1 Chemische Analytik
: j
{
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Abbildung 6-1: Chromatogramm der Fettsduremethylester von Pleurotus ostreatus in ME-Medium kultiviert. 1:
Myristinsdure, 2: Palmitinsdure, 3: Stearinsaure, 4: Olsaure, 5: Linolsaure, 6: Nonadecansaure (IST), 7:
Linolensaure, 8: Arachinsaure, 9: Behensaure
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Abbildung 6-2: Chromatogramm der Fettsduremethylester von Pleurotus ostreatus in SBT-Medium kultiviert. 1:
Laurinsaure, 2: Myristinsaure, 3: Palmitinsaure, 4: Stearinsaure, 5: Olsaure, 6: Linolsdure, 7: Nonadecansaure
(IST), 8: Linolensaure, 9: Arachinsaure, 10: Behensaure
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Abbildung 6-3: Chromatogramm der Fettsauremethylester von SBT. 1: Laurinséure, 2: Myristinsdure, 3:
Palmitinsaure, 4: Stearinsaure, 5: Olsaure, 6: Linolsdure, 7: Nonadecansaure (IST), 8: Linolensaure, 9:

Arachinsaure, 10: Behensaure
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6.4.2 Sensorische Analytik

l Name N Geschlecht l l Raucher? Datum I Alter
Myzella
Aussehen:
Geruch (Intensitat von 0 (nicht wahrmehmbar) bis 5 (sehr intensiv))
suBlich rostig wirzig erdig pilzartig grin Sonstig

(Intensitat von 0 (nicht wahmehmbar) bis 5 (sehr intensiv))
suB Getreide wurzig erdig pilzartig fleischartig | pflanzlich Sonstig

Konsistenz:

Gesamteindruck (0 (schlecht)bis 5 (sehr gut))

Myzellb
Aussehen:
Geruch (Intensitat von 0 (nicht wahmehmbar) bis 5 (sehr intensiv)
suBlich rostig wirzig erdig pilzartig grun St
Geschmack (Intensitat von 0 (nicht wahrnehmbar) bis 5 (sehr intensiv))
suB Getreide wilrzig erdig pilzartig fleischartig | pflanzlich | Sonstig
Konsistenz:

Gesamteindruck (0 (schlecht)bis 5 (sehr gut))

Abbildung 6-4: Bogen flr die sensorische Bewertung von fermentiertem Schwarzbiertreber mit Pleurotus ostreatus
nach Kapitel 2.2.2.10
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Tabelle 6-4: Massenspektren von (E)-2-Nonenal
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Tabelle 6-5: Massenspektren von (E)-2-Octenal
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Tabelle 6-6: Massenspektren von 1-Octen-3-ol
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Tabelle 6-7: Massenspektren von 1-Octen-3-on
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Tabelle 6-8: Massenspektren von 2-Phenylethanol
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Tabelle 6-9: Massenspektren von 3-Methylbutanal

Il 3-Methylbutanal
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Tabelle 6-10: Massenspektren von 3-Octanon
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Tabelle 6-11: Massenspektren von Benzaldehyd
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Tabelle 6-12: Massenspektren von Furfural

I Furfural
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Tabelle 6-13: Massenspektren von 2-Furanmethanol

Il 2-Furanmethanol
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Tabelle 6-14: Massenspektren von Hexanal
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Tabelle 6-15: Massenspektren von Octanal
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