Biotechnologische Produktion von
Basidiomyceten-Proteinen auf industriellen
Nebenstromen zur Herstellung von

Nahrungsmitteln

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Naturwissenschaften

Dr. rer. nat.

dem Fachbereich Biologie und Chemie
der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von

M.Sc. Martina Maria Zajul
geboren am 11. Juli 1986 in Rybnik, Polen

2017



Dekan: Prof. Dr. Volker Wissemann
1. Gutachter: Prof. Dr. Holger Zorn
Institut fur Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie
Justus-Liebig-Universitat Giel3en
2. Gutachter: Prof. Dr. Klaus Eder
Institut fur Tierernahrung und Erndhrungsphysiologie

Justus-Liebig-Universitat Giel3en



FUr meine Eltern



A | erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstandig und ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die woértlich oder sinngemal aus verdffentlichten Schriften
entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefuhrten und in der Dissertation
erwéahnten Untersuchungen habe ich die Grundsétze guter wissenschaftlicher Praxis,
wi e sie in deedustuslSebig-Universitat GieRen zur Sicherung guter

wi ssenschaftlicher Praxisfi niedergelegt sind

GielRen, Oktober 2017

Martina Zajul



Verdffentlichungen

Ahlborn J, Zajul M, Avci S, Stephan A, Frettloh M, Calzolari N, Rihl M, Zorn H (2017)
Upcycling of food industry side streams by basidiomycetes for production of a vegan

protein source; submitted.

Trapp T, Zajul M, Ahlborn J, Stephan A, Zorn H, Fraatz MA (2017) Aroma analysis of
a meat-substitute based on basidiomycetous protein. Journal of Agricultural Food

Chemistry; im Druck.

Tagungsbeitrage

Vortrage

Zajul M, Stephan A, Ahlborn J, Zorn H (2016) Herstellung einer alternativen
Proteinquelle durch Submerskultivierung von Basidiomyceten auf industriellen
Nebenstromen als Nahrungsmittelrohstoff mit technofunktionellen Applikationen im

veganen Modellsystem. Regionalverbandstagung Freiburg, Deutschland, Marz 2016.

Poster

Zajul M, Stephan A, Ahlborn J, Trapp T, Zorn H (2016) Herstellung einer alternativen
Proteinquelle durch Submerskultivierung von Basidiomyceten auf industriellen
Nebenstromen als Rohstoff fir vegane Lebensmittel. 45. Deutscher

Lebensmittelchemiker Tag Freising, Deutschland, September 2016.



Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von September 2014 bis August 2017 am
Institut fur Lebensmittelchemie der Universitat Gief3en unter der Leitung von Herrn
Prof. Dr. Holger Zorn angefertigt. Finanziell unterstitzt wurde das Projekt vom

Zentralen Innovationsprogramm Mittelstand.

Viele Menschen haben zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen und ich méchte mich

bei allen herzlichst bedanken.

Mein besonderer Dank gilt:

meinem Doktorvater, Herrn Prof. Dr. Holger Zorn, fur die Mdglichkeit zur Promotion,
die wissenschaftliche Betreuung dieser Arbeit und die stete Gesprachsbereitschaft;
Herrn Juniorprof. Dr. Martin Ruhl fir die anregenden Diskussionen und guten Tipps;
allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Institutes fir Lebensmittelchemie fur die
gute Zusammenarbeit und das freundschaftliche Verhaltnis.

Herrn Prof. Dr. During von dem Institut fir Bodenkunde der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en fur die Messung der Mineralstoffe der Pilzmycelien mittels ICP-OES;

Der Sidzucker AG in Mannheim fur die Bereitstellung der Isomaltulose-Melasse und
der Firma Dohler aus Darmstadt fir die Bereitstellung des Karottentresters.

Besonders herzlich bedanke ich mich bei den MvB Maria Forstner, Madeleine Petri,
Nadja Kreuter und Nicole Mika fur die tollen Mittagspausen mit vielen anregenden
Gesprachen;

Bei Marco Binsch, Marcus Schulze und Michael Goldmann fir ihre Hilfe und fur die

humorvolle Abwechslung im Labor.

Last but not least danke ich meiner Familie, die mich auf all meinen Wegen nach

Kraften unterstitzt und immer an mich geglaubt hat;

Meinem Freund Mathias fur seine Liebe, seine Geduld und seinen Beistand wahrend

der gesamten Zeit.



Inhaltsverzeichnis

ADbKUrzZUNGSVErZEICNNIS ...uviii e VI
I YT 01 =T AU o o PSPPI 1
I o 11 oY =T o | F o o USSP 1
1.2 Auswirkungen auf den Markt ..............ueeeueeeiimimiii s 2
1.3 Bedeutung von Pilzen in der Lebensmittelindustrie............cccccccvviviinnnnnnnns 3
IR A T ] 1Y 74 U1 Lo SRR 5
2 Materialien und Methoden ..., 6
2.1 ChemMIKAITEN e 6
2.1.1 Verwendete Chemikalien ...........ooouuiiiiiiii e 6

2.2 VerWendete KitS ..ottt e e et 8
2.2.1 RNeasy® Plant Mini Kit (50) von Qiagen ..........coooveviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 8
2.2.2 QIAXCEl RNA VON QIA0EN......cceiiiiieiiiie e e e e e e e eaanns 9
2.2.3 UV Test zur Bestimmung von D-Glucose/ D-Fructose von Roche............ 9
2.2.4 Assay Kit zur Bestimmung der Gesamtglucane von Megazyme............ 10

PR I €T - | PP 11
2.3.1 Verwendete GeIate .......coooeeiie e 11
PR B = 0] Y= 1 (0] =] o 13

2.4 Verwendete BasidiOMYCEIEN ....coooveeeeiie i 14
p N o == o1 o 14

2.5 SUDSIIALE e 15
2.6 Kultivierung von BasidiomyCeten ........coooevieiiiiiieieeeeee 16
2.6.1 Nahrmedien und LOSUNGEN .......ccooeeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
2.6.2 Stammhaltung der BasidiomyCeten............ccoovvviiiiiiiiii e 17
2.6.3 VOTKUITUT ... 18
2.6.4 HAUPTKUIUIEN ... 18
2.6.5 Ernte deS MYCEIS......coooeeeeeeeeeeeee 19
2.6.6 Kultivierung im 7,5 L BIioreaktor ..........ccoceviuiiieiiiiie e 19
2.6.7 Kultivierung im 150 L-Bioreaktor .........ccccoviviiiiiiiiiiieecciie e 19

2.7 NANTWErT-ANAlYTIK oo 20
2.7.1 Bestimmung des Feuchtegehalts.............cccoooeii, 20
2.7.2 Bestimmung des Gesamtstickstoffgehalts nach Kjeldahl....................... 20
2.7.3 Bestimmung des Aschegehalts..........ccooooviiiii e, 21

P A B YT 1T = 110 1 = 21



2.7.3.1.1 Probenvorber@itung ........ccooeeeeeeiieiiiiiiiieee e 21

2.7.3.1.2 Quantifizierung mittels ICP-OES ............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiis 22
2.7.3.2 SChWEIMELAIIE .......vviiiiiiiiiiiiiiiiiiii it 23
2.7.3.2.1 Probenvorbereitung .......ccoooeeeeeeiieeiiiiiiie e 23
2.7.3.2.2 Bestimmung von Blei mittels AAS ... 23
2.7.3.3.3 Bestimmung von Cadmium mittels AAS .........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 25
2.7.3.3.4 Berechnung des Biokonzentrationsfaktors .............ccccceevvvvvvvnnnnnn. 26
2.7.4 Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehalts..............cccccvvviiiiennn, 27
2.7.4.1 Bestimmung von Trehalose und Saccharose mittels Hochleistungs-
Anionenaustausch-Flussigkeits-Chromatographie mit gepulster
amperometrischer Detektion (HPAE-PAD) .........cccooiiiiiiiiiiiieie e, 27
2.7.4.2 Enzymatische Bestimmung von D-Glucose und p-Fructose............... 29
2.7.4.3 Bestimmung des GlucangehallS ................uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 30
2.7.4.3.1 Bestimmung der GesamtgluCane .............ccccuumemiumiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 31
2.7.4.3.2 Bestimmung des U-Glucangehalts............c.ccccceeeeveeieieeeeneenenne, 32
2.7.4.4 Bestimmung des Chitingehalts...............cccoooiiiiiiiiiiii e, 32
2.7.5 Bestimmung des Rohfettgehalts ... 34
2.8 Chromatographische Methoden ... 34
2.8.1 Bestimmung der Gesamtaminosaurezusammensetzung...................... 34
2.8.1.1 SAUIe HYAIOIYSE .....ccoeeieeeeeee et 35
2.8.1.2 Bestimmung von Methionin und CyStein................uvvvveiiieiiniiiiiiiiinnnns 36
2.8.1.3 Bestimmung von Tryptophan ...............eeeveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeens 36
2.8.1.4 Ein-Punkt-Kalibrierung ..........ccoeieiiiiiieeiee e 37
2.8.2 Bestimmung der Fettsaureverteilung ...........ccccevvviiiiiieeeeeeceeeeeee e 39
2.8.3 Vitamin Do- ANAIYLIK ....oovviiiiiie e 40
2.8.3.1 ProbenvorbDereitung .............uuuuueeeeiuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeees 41
2.8.3.2 KaliDIEIUNG .....uiiiiiiiiiiiiiiiiieii bbb 41
2.8.4 Ermittlung des Pilzgehalts im Lyophilisat ..........ccccoooovviiiiiiiiiiiiieceei, 43
2.8.4.1 KaliDIEIUNG ....ooviieieeii e e e e e aees 43
2.9 Berechnungen zur Proteinqualit&t..........ccoooeeiiieee, 44
2.9.1 ChemMICAl SCOIE.....cceeeeeeeecee e e e 44
2.9.2 Essentieller AMINOSAUre-INdeX ...........coiiiiiiiiiiiiiiii e 45
2.9.3 Biologische WertigKelt..........ccouuuiiiiiiie e 45
2.9.4 Berechnung des N:P conversion factors..........cccceeveevvviiiicceeiiic e, 46



2.10 Molekularbiologische Methoden...........coooooeiii 46

2.10.1 Hitzebehandlung ... 46
2.10.2 Probenvorberitung..........coeeeeeeeiieieiiiiie e e e 47
2.10.3 Extraktion der RNA aus dem Pilzmycel.........cccccoceeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 47
2.10.4 Quantifizierung der RNA mittels Kapillargelelektrophorese................. 47

S ErgEDNISS e e 49
3.1 Screening verschiedener Pilz-Substrat-Kombinationen .............ccccc...vee.. 49
3.1.1 SUBSLratanalYLiK..........uuuiiiiee e 49
3.1.2 MedienNOPLIMIEIUNG......ccciiiiiiiiiiieiee et 50

3.2 NANTWEIT-ANAIYLIK oeeeeeiiiii e e e e e e 51
3.2.1 Nahrstoff-Zusammensetzung der Pilz-Substrat-Kombinationen ........... 51
3.2.2 Zusammensetzung der Kohlenhydrate und Ballaststoffe....................... 52

3.2.2.1 Chromatographische Bestimmung von Trehalose und Saccharose .. 52

3.2.2.2 Enzymatische Bestimmung von D-Glucose und p-Fructose............... 53
3.2.2.3 Bestimmung des H-Glucan-Gehalts ..............cccevvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 54
3.2.2.4 Bestimmung des Chitin-Gehalts..............cccoooeiiiiiiiiiii e, 55
3.2.3 Fettsaureverteilung der Pilz-Substrat-Kombinationen........................... 57
3.2.4 Mineralstoffe und Schwermetalle ............coooviiiiii e, 57
3.2.5 AMiInosaureanalytiK.............cooorriiiiiiiiii e 60
3.2.6 Vitamin Da-ANAIYLIK ........oiiieiiiec e 63
3.2.6.1 Bestimmung des Mycelanteils im Lyophilisat...............cccccvviiiiiiinnnnne 64
3.3 Bestimmung der Proteinqualitat...........cccccoviiiiiiiiiiieeeeee 64
3.3.1 Berechnung des Chemical SCOI€S.........cccovvviuiiiiieiieeeeeeeeee e, 64

3.3.2 Berechnung des Aminosaureindices und der biologischen Wertigkeit .. 66

3.3.3 Berechnung des N:P-Conversion Factors..........cccceeeeeevivviiiiiiiieeeeeeeeennns 67

3.4 Mal3stabsvergrofRerung in den 7,5 L- und 150 L-Mal3stab ...............ovveeen. 67
TR Y o] o = 10 IR Lo T o N o N P 69
3.5.1 Auswirkungen auf den Proteingehalt.............ccccoooiiiiiiiii s 69

3.5.3 QlAcxel RNA T Kapillargelelektrophorese..........cccooevvviiiiiiiiiiiiiniiiiieeans 71

A DISKUSSION c.uuiiieiiiiiiie ettt e et e et e e e et e e e e e e et e e e e eesbn e e e eeennes 73
4.1 Screening geeigneter Pilz-Substrat-Kombinationen..............ccccceeeeeevnnnnnnn. 73
4.2 NENTWErt-ANAIYTIK ..ooooiiiiiiiiiiiiiie e 74
4.2.1 RONPIOEIN .oeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75
O N N 1 0 T 1T U T o TS 75



4.2.1.2 Biologische Wertigkeit des Basidiomyceten-Proteins ........................ 76

VA0 WRC T\ o @ 0 V=T €5 To] o I =T (o] 78

4.2.3 KONIENNYAIate .........uuiiiieeieeee e 79
4.2.3.1 MoNO0- UNd DiSACCNAINTE ........uuuuirriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibeeeaeeeenaees 79
4.2.3.2 BallaStStOffe ......cooeeiiieeeeee e 81

R ] ] i PR 83
4.2.4.1 Fettsauremethylester ........ccovii i 84

A.2.5 ASCRNE ..ot 85

4.3 MalRstabsSvergrolerung ... 89
4.4 Vitamin Do ANAIYEIK ..eeuiiiiice e 90
4.4.1 Bestimmung des Mycelanteils im Lyophilisat..............ccccooeeeeeiiiiiiinnnnnnn. 92

4.5 Abbau der RNA .. ..o 92
52ZUSammenfasSUNG ....ccoouii i 96
G I T = LU PP 99
T ANNANG oo 114



Abkirzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

°C
AAS
AS
ASA

b
bidest.
bp
DEPC
dest.
E

FID
Fru
FSME
g

Glu
GC
HK

IM
IST
ICP-OES
konz.
K

Kg

L
MEA
MEM
mL
mg
MRNA
MS
MG

nt

Ry
RNA
RNase
rpm
RT
Sac
SE
spp.
Std

Grad Celsius
Atomabsorptionsspektroskopie
Aminosaure
Aminsosaureanalysator
Base(n)

bidestilliert

Basenpaare
Diethylpyrocarbonat
destilliert

Extinktion
Flammenionisationsdetektor
Fructose
Fettsduremethylester
Gramm

Glucose
Gaschromatographie
Hauptkultur
Isomaltulose-Melasse
Interner Standard

Optische Emissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma

konzentriert
Karottentrester
Kilogramm

Liter

Malzextraktagar
Malzextraktmedium
Milliliter

Milligramm
Messenger-Ribonucleinsaure
Massenspektrometrie
Molekulargewicht
Nucleotide
Retentionsfaktor
Ribonucleinsaure
Ribonuclease
Aounds per minutefi
Raumtemperatur
Saccharose
Spurenelementlésung
Spezies

Standard

VI



Abkirzungsverzeichnis

techn. technisch

™ Trockenmasse

Tre Trehalose

uv ultravioletter Wellenlangenbereich des Lichtes
VE vollentsalzt

VK Vorkultur

Aminosauren wurden nach dem internationalen Drei-Buchstaben-Code abgekiirzt.

Mineralstoffe wurden entsprechend der Elementsymbole abgekirzt.

VIl



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Wozu bendtigen wir in der heutigen Zeit alternative Proteinquellen? Eine berechtigte
Frage, bedenkt man, dass es ein Uberangebot an tierischen Proteinen auf dem
Markt gibt, sei es aus Fleisch, Fisch, Milchprodukten oder Eiern. Alternative
Proteinquellen sind besonders in Bezug auf die ©kologischen Auswirkungen von
Noten. Der Klimawandel schreitet voran, die Meere sind Uberfischt und die
Weltbevolkerung steigt rasant an. Die zunehmende Bevolkerungsdichte fihrt
zwangslaufig zum Ruckgang der landwirtschaftlichen Nutzflachen. Die weltweite
Abnahme an verfugbarer Ackerflache ist in Abbildung 1 dargestellt. Von 1965- 2005
hat sich die verfigbare Nutzflache um ca. 44% verringert, bis 2050 erwartet man
einen Rickgang um weitere 45%.
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Abbildung 1: Entwicklung der Global verfigbaren landwirtschaftlichen Nutzflache in Hektar der letzten
52 Jahre und vorraussichtliche Prognose in den nachsten 33 Jahren. Quelle: FAO, UN Population
Division,2008.

Der hohe Fleischkonsum in Deutschland und in den meisten anderen westlichen
Landern (Durchschnitt der Industrielander ca. 88 kg pro Kopf pro Jahr) geht mit den
damit verbundenen Zivilisationskrankheiten wie z.B. Herzkreislaufproblemen und
anderen chronischen Erkrankungen (Friel et al., 2009) einher. Den Kontrast dazu
findet man grof3tenteils in Entwicklungslandern vor. In Stdasien und Afrika werden

1



1 Einleitung

zum Beispiel im Schnitt weniger als 10 kg Fleisch pro Kopf und Jahr verbraucht. Die
Folge des daraus resultierenden Ungleichgewichts zwischen Industrie- und
Entwicklungslandern ist zunehmendet Hunger in der Welt (FAO, Food and
Agriculture Organization Vereinigten Staaten, 2015). Eine deutliche Einschrankung
des Fleischkonsums der westlichen Lander ware empfehlenswert. Nach Angaben
der Welternahrungsorganisation muss das Angebot an Lebensmitteln bis 2050 um
70% gesteigert werden. Hierbei spielt die Proteinversorgung eine entscheidende
Rolle. Durch den Mangel an Proteinen, der weitestgehend in den
Entwicklungslandern auftritt, aber teilweise auch in Industrielandern zu beobachten
ist, kann es zu verschiedenen, teils schweren, Erkrankungen wie
Wachstumsstdrungen, Gewichtsabnahme und Haarausfall kommen. Eine dauerhafte
Protein-Energie-Mangelernahrung fihrt zu Kwashiorkor, Marasmus und dem
marasmischen Kwashiorkor. Der Kwashiorkor zeichnet sich durch eine verminderte
geistige und korperliche Leistungsfahigkeit aus. Zudem fuhrt er zur Verschlechterung
des Abwehrsystems und zur Bildung von Odemen. Weitere Folgen kénnen Blutarmut
und Atembeschwerden sein. Typische Symptome fiir den Marasmus sind starker
Gewichtsverlust, Muskelschwund sowie ein gesenkter Blutdruck und Herzschlag. Der
marasmische Kwashiorkor vereinigt die Symptome beider Krankheitsbilder.
Zusatzlich zur Problematik des voranschreitenden Mangels in der Proteinversorgung,
stellen verstarkt auch religibse und ethische Motive innerhalb der Bevdlkerung die
Produktion von Lebensmitteln vor neue Herausforderungen. Die Nachfrage nach
Nahrungsmitteln, die beispielsweise halal, koscher oder vegan sind, steigt stetig an.

1.2 Auswirkungen auf den Markt

Eine Losung fur die in 1.1 beschriebenen Probleme konnte vegetarische oder
vegane Ernahrung in den Industrielandern sein. Die Ernahrungssituation in den
Entwicklungslandern wirde dadurch deutlich verbessert werden. Statistiken zufolge
sind immer mehr Menschen dazu bereit, ihre Erndhrungsweise und den damit
verbundenen Fleischkonsum komplett oder teilweise einzuschranken. Die
dominierenden Motive, sich flir eine vegetarische- oder vegane Ernahrungsweise zu
entscheiden (laut Statistiken fur Deutschland), sind die eigene Gesundheit (43%),
gefolgt von Tierschutz (31%) und dem Umweltbewusstsein (14%) (www.Statista.de).
Generell ist das Interesse an alternativen Produkten, insbesondere an

2



1 Einleitung

Fleischersatzprodukten, in den letzten Jahrzehnten deutlich angestiegen (Key et al.,
1996; 2007). Durch die wachsende Nachfrage wurde in den letzten Jahren eine
Vielzahl an Fleischersatzprodukten auf Basis von pflanzlichen Proteinen, wie z.B.
Soja-, Weizen- oder Lupinenproteinen etabliert. Diese Proteinquellen haben jedoch
einen entscheidenden Nachteil: Sie konnen Allergien, Kreuzallergien und

Unvertraglichkeiten auslosen (Cordle, 2004).

Das steigende Ressourcenbewusstsein und wirtschaftliche Motive treiben die Suche
nach alternativen Proteinen voran. Eine umweltfreundliche Alternative ohne bekannte
Nachteile sind Pilze. Bereits Mitte der sechziger Jahre wurde von Experten eine
drastische Zunahme der Weltbevolkerung vorhergesagt, die in einer globalen
Proteinnot enden wirde. Ein bis dahin unbekannter Filmemacher nahm sich dieser
Problematik an und legte mit Dr. Arnold Spicer den Grundbaustein der Firma Marlow
Food, die das bekannteste Fleischersatzprodukt auf Basis von Pilzproteinen, das
sogenannte Quorn™, entwickelt hat. Quorn™ gibt es seit Mitte der achtziger Jahre
auf dem Markt. Die Grundlage fiir Quorn™ wird fermentativ aus dem Schimmelpilz
Fusarium venenatum gewonnen und im Laufe des Prozesses mit Ei-Eiweil3 und
Milcheiweild angereichert. Dabei entsteht das sogenannte Mycoprotein (Wiebe,
2002). Aufgrund des Zusatzes von tierischen Proteinen sind Quorn™Produkte
lediglich fir Vegetarier geeignet. Die Problematik der Unvertraglichkeiten besteht

auch hier weiterhin.

1.3 Bedeutung von Pilzen in der Lebensmittelindustrie

Pilze werden seit vielen Jahren auf Grund ihres Geschmackes, ihrer 6konomischen
und Okologischen Vorteile und ihrer medizinischen Eigenschaften konsumiert und
geschatzt (Sanchez, 2010). Pilze bestehen aus ca. 90% Wasser und 10%
Trockenmasse. Aus ernahrungsphysiologischer Sicht haben Pilze eine attraktive
chemische Zusammensetzung. Sie sind reich an Protein und Kohlenhydraten, haben
einen niedrigen Fettgehalt und sind eine gute Quelle fir Mineralien. Die
Aminosaurezusammensetzung ist ausgewogen und enthalt alle essentiellen
Aminosauren (Maftoun et al., 2015). lhre Ernahrungswerte sind mit denen von Obst,

Gemduse, Eiern, Milch und Fleisch (Oei, 2003) vergleichbar. Der Energiewert von
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frischen Pilzen liegt zwischen 250 und 350 cal kg™, wodurch sich Pilze als ideale
Grundlage fir die Lebensmittelbiotechnologie eignen.

Wahrend der biotechnologischen Herstellung von Lebensmitteln kommen seit
Jahrhunderten Mikroorganismen zum Einsatz. Am weitesten verbreitet ist die
alkoholische Garung bei Bier und Wein. Die hier verwendeten Hefen werden zur
Produktion von Ethanol eingesetzt. Das Getrank soll, bedingt durch den
Alkoholgehalt, haltbar gemacht und gegen mikrobielles Wachstum geschutzt werden.
Des Weiteren dienen z.B. Schimmelpilze wie Penicillium camembertii oder
Penicilium gorgonzola der Geschmacksgebung fir einige Schimmelkasesorten
(Wainwright, 1995). In den ostasiatischen Landern werden Pilze zur Fermentation
verschiedener Lebensmittel (Sojasauce, Tempeh, Miso) eingesetzt. Bei der
Herstellung von Tempeh werden Sojabohnen mit Rhizopus spp. Sporen beimpft und
wenige Tage bei 30 °C inkubiert. Tempeh zahlt unter Vegetariern als sehr
bekémmliches Fleischersatzprodukt.

Weltweit am haufigsten angebaut werden die drei Speisepilze Agaricus bisporus,
Lentinula edodes und Pleurotus ostreatus (Reis et al., 2012). Diese Speisepilze
gehdren zu den Basidiomyceten (Standerpilzen), zu denen bis zu 30.000
verschiedene Arten zahlen (Kirk and Ainsworth, 2008). Durch ihr einzigartiges
Enzymsystem sind z.B. Weil3faulepilze in der Lage, komplexe Strukturen wie Lignin

abzubauen und fiir ihren Stoffwechsel zu nutzen.

Industrienebenstrome wie Obst-und Gemuseabfalle sind aufgrund ihrer chemischen
Zusammensetzung anfallig fur den Verderb. Diese Umstande fiihren zum einen zur
Ausbreitung von Krankheiten und zum anderen zum Verlust potentieller Ressourcen.
Diese Nebenstrome kénnen jedoch weiter verwertet werden. So ist aus friheren
Publikationen (Onuoha et al., 2009; Manu-Tawiah et al., 1987; Bisaria et al., 1986)
bekannt, dass Pilze in der Lage sind, Industrie- (Agrar-)nebenstréme zu verwerten
und fir ihren Stoffwechsel zu nutzen. Ein weiterer Vorteil bei der Nutzung von Pilzen
ist das in den Zellwanden vorkommende Ergosterol. Trotz ausgewogener Erndhrung
entsteht moglicherweise ein Mangel an Vitamin D, der aufgrund von fehlenden
tierischen Nahrungsmitteln auftreten kann. 1935 publizierten Schneunert et al.

erstmals Uber Vitamin D-Gehalte von wild wachsenden Pilzen. Ergosterol kann durch
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Bestrahlung mit UV-B Strahlen in Vitamin D, umgewandelt (Wittig et al., 2013)

werden.

1.3 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Herstellung proteinreicher, mineralstoffreicher und
fettarmer Basidiomyceten-Mycelien, als Basis fur die Herstellung von innovativen
Lebensmitteln. Kultiviert wurde mittels Submers-Verfahren im Bioreaktor. Die zur
Fermentation verwendeten Ressourcen stammten ausschlieBlich aus (agro-
)industriellen Nebenstrémen, wie zum Beispiel Karotten- und Zwiebeltrester, aber
auch Isomaltulose- und RiUbenmelasse. Das Produkt wurde komplett frei von
tierischem Material produziert und hat gro3es Potenzial, eine gesunde Basis fur

vegetarische und vegane Lebensmittel zu werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien

2.1.1 Verwendete Chemikalien

Tab. 2.1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Qualitat Hersteller

3-methyl-2-benztiazolon Hydrazon  HPLC-Grade Sigma-Aldrich,

Hydrochlorid Darmstadt

Acetonitril HPLC-Grade VWR, Darmstadt

Agar-Agar f.d. Mikrobiologie Merck Darmstadt

Ammoniumnitrat >98,5% Bernd Kraft, Duisburg

Anilin Zur Analyse Merck

Borsaure >99,5% Fluka AG, Steinheim

Chitin aus Krabbenschalen 100% Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Cholecalciferol 100% Sigma

D-Glucose-Monohydrat f. d. Mikrobiologie Merck

D-Fructose 99,5% Merck

D-Saccharose 99,5% Merck

D-Trehalose 100% Spectrum Chemical,
New jersey, USA

DEPC (Diethylpyrocarbonat) 7% Roth

Diethylether

Diphenylamin

EDTA

Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat

Essigsaure
Ethanol, unvergallt
Ethanol

min. 99,5 %, Ph.Eur.

Zur Synthese
min. 99%
100% p.a.

96%
96,4%
HPLC-Grade

Roth

Merck

AppliChem
Applichem GmbH,
Darmstadt
J.T.Baker, Minchen
KWS

Roth
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Chemikalie Qualitat Hersteller
Ethanol, vergallt 96,4%, mit Petrolether KWS
vergallt

Kaliumhydroxid 85% Roth
Kaliumdihydrogenphosphat (08% Roth
Kaliumhexacyanoferrat-(Il)-trihydrat  $99% Roth
Karottentrester gebleicht Dohler, Darmstadt
KH,PO,4 p. a. Fluka
Kjeldahl-Tabletten Roth
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat zur Analyse AppliChem
L-Asparagin-Monohydrat 99% Merck
Magnesiumsulfat-Hydrat 9% Carl Roth
Malzextrakt Fluka AG
Mangan(ll)-sulfat-Monohydrat zur Analyse AppliChem
Methanol HPLC-Grade Baker
Mixed indicator acc. to SHER Bichi Labortechnik

GmbH, Krefeld
Multi 28 Elementelésung 1mgL™? Roth
N-Acetyl-D-Glucosamin 100% Sigma-Aldrich
n-Pentan 99% Thermo Fisher

Scientific, Dreieich
Natriumacetat 100% Roth
Natriumascorbat 100% VWR
Natriumchlorid 99,5% p. a. Roth
Natriumnitrit 100% p.a. Merck
Natriumsulfamat p.a. VWR
Natriumsulfat, wasserfrei min. 99 % Roth
Natronlauge 25%, reinst Merck

Isomaltulose-Melasse
Pepton aus Sojabohnenmehl,
enzymatisch verdaut
Petrolether

Phenol

Ribonuklease A

35-65 °C
100%

Sudzucker, Wabern
Fluka

Chemsolute,Renningen
Merck, Darmstadt
Amresco, Solon, USA

7
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Chemikalie Qualitat Hersteller
Salzsaure 0,1 mol L}, MaRlésung;  Roth

25%, reinst; 37%

rauchend
Schwefelsaure 98% Roth
Zink-(1)-sulfat-Heptahydrat zur Analyse AppliChem
Zinkacetat-Dihydrat min. 99%, Ph.Eur. Roth
Zwiebeltrester frisch Symrise, Holzminden

2.2 Verwendete Kits

2.2.1 RNeasy® Plant Mini Kit (50) von Qiagen

Tab. 2.2: Kit zur Isolierung von RNA

Guanidin-
RLC-Puffer _
Hydrochlorid
RPE-Puffer
Sammelrohrchen 1,5mL, 2 mL

QIAshredder Spin-Saule (lila)
RNase-freies Wasser

RNeasy Mini Spin-Saule (pink)
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2.2.2 QlAxcel RNA von Qiagen

Tab. 2.3: RNA Probenvorbereitungskit
QIAxcel RNA Quality Control

Cartridge
QX RNA GroRenmarker 200-6000 nt
QX 12-Tube-Streifen 0,2 mL

QX Intensitat-Kalibrierungs-Marker
QX Mineraldl

QX RNA Alignement Marker

QX RNA Denaturierungs-Puffer
QX RNA Verdunnungs-Puffer

QX Separations-Puffer

QX Wasch-Puffer

2.2.3 UV Test zur Bestimmung von D-Glucose/ b-Fructose von Roche

Tab. 2.4: Enzymatische Bestimmung von D-Glucose/ D-Fructose

LOsung 1:

Losung 2
Lésung 3
LOsung 4

Triethanolaminpuffer, pH 7,6; NADP, 64 mg; ATP 160 mg;
Magnesiumsulfat

Hexokinase 200 U; Glucose-6-phosphat- Dehydrogenase, 100 U;
Phosphoglucose-Isomerase, 490 U

D-Glucose Testlosung
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2.2.4 Assay Kit zur Bestimmung der Gesamtglucane von Megazyme

Tab. 2.5: Zusammensetzung des Assay Kits

exo-1,3-b-Glucanase
b-Glucosidase
GOPOD-Reagenz

Amyloglucosidase

Invertase

20U mL'™
AUmL'?
Glucoseoxidase, Peroxidase, 4-Aminoantipyrin,
p-Hydroxybenzoesaure, Natriumazid
1,630 U mL"!
500 U mL'"!
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2.3 Gerate

2.3.1 Verwendete Gerate

Tab. 2.6: Verwendete Geréate

Gerat

Modell

Hersteller

Aminosaure-Analysator

Atomabsorptionsspektrometer

Autoklav

DC-Platten

Dispensette

Dispergiergerat

Eismaschine

Erlenmeyerkolben

(250 mL, 500 mL, 1000 mL,
2000 mL, 5000 mL)
Feuchtegehaltbestimmer
Gaschromatograph-FID
Gaschromatograph-MS
Gasbrenner

Hydrotherm

Dionex

Kjeldahl-Aufschlussapparatur

Kjeldahl-Kolben

S 433

iICE 3000 Series
Laboklav 160 MSL;
Laboklav 25B
Kieselgel 60 G auf
Aluminiumfolie

25 mL

T 25 digital ULTRA-
TURRAX®
AF 80

enghalsig

MA 35

7890A GC System
7890A GC System
Gasprofi 1 micro
DANNG6

ICS 3000
Digestion Unit K-435

Sample tube, 300

mL

SYKAM Vertriebs GmbH,
Firstenfeldbruck

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
SHP Steriltechnik AG, Detzel
Schloss/Satuelle

Merck KGaA, Darmstadt

Brand

IKA®

Scotsman® Ice Systems, Vernon
Hills, USA
Kavalierglass, a.s., Prag,

Tschechien

Sartorius AG, Gottingen
Agilent Technologies, Ratingen
Agilent Technologies
Wild-TEC, Gottinge

C. Gerhardt GmbH & Co. KG.
Konigswinter

Thermo Fisher Scientific

Bichi Labortechnik GmbH,
Krefeld

Bichi Labortechnik
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Gerat Modell Hersteller

Kolbenhubpipetten Transferpette® S Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
2-20 eL
20-200 €L
100-1000 €L

Lyophilisator ALPHA 1-2 LD Plus  Martin Christ Gefrier-

trocknungsanlagen GmbH,

Osterode am Harz

Magnetruhrer RH B2 IKA®-Werke GmbH & Co.
KG,Staufen
Massenspektrometer mit Varian 720ES Agilent Technologies

induktiv gekoppeltem Plasma

Messkolben 10-1000 mL Duran Group GmbH, Wertheim
Messzylinder 50- 1000 mL Duran Group GmbH
Muffelofen L9/11/B 180 Nabertherm GmbH, Lilienthal
Orbitalschuttler Gyro-Rocker SSL3  Stuart, Staffodshire, England
pH-Meter S20 SevenEasy™  Mettler-Toledo GmbH,

pH Schwerzenbach, Schweiz
Prazisionswaage BP 211 D Sartorius
Photometer NanoPhotometer Implen GmbH, Minchen

Pearl

QIAxcel Advanced System Automatisches DNA- Qiagen, Hilden

und RNA-
Analysegerat
Rotationsverdampfer Rotavapor R-300 Bichi Labortechnik
Soxtherm-Anlage SE-416 C. Gerhardt GmbH & Co. KG,
Konigswinter
Sterilbank KS 18 1/PE AC Thermo Scientific GmbH,
Langenselbold
Strohmuhle PX-MFC 90 D Kinematica, Littau-Luzern
Thermomixer MKR 13 HLC Bio Tech, Bovenden
Trockenschrank DL 53 VWR, Radnor, USA
ULTRA-TURRAX® IKA® T25 digital IKA®
Ultraviolett PCR Werkbank Peqglag VWR Peglab
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Gerat

Modell

Hersteller

Vortex

Mixer UZUSIO VTX-
3000L

LMS Co, Ltd., Tokio

UV/VIS-Spektralphotometer Specord 50 Analytik Jena AG, Jena
Umwaélzkuhler Unichiller 009Tw- Peter Huber Kaltemaschinenbau
MPC plus GmbH, Offenburg
Wasserbad WNB 29 Memmert, Schwabach
Wasserdampfdestillations- B-324 Bichi Labortechnik
anlage
Zentrifuge Microfuge 22R Bechman Coulter, Krefeld
Allegra X-15R Bechman Coulter,
Centrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg
2.3.2 Bioreaktoren
Tab. 2.7: Bioreaktor 7,5 L
Bioreaktor Labfors 3 (Infors, Einsbach)

Nennvolumen Kulturgefald
Druckluft

Abluft

Kulturparameter
Beluftung
pH-Elektrode

75L

Hausleitung (2,1 bar), steril filtriert Gber
PTFE Membranfilter
(Sartorius, Mi di sar
PTFE-Membranfilter (Sartorius, Midisart
2000, 0,2 e&m)

24 °C, 150 rpm(Scheibenrihrer)

Luftrohr (AD 8 mm), 0,3 L min™

Schott Steamline SL 80-325 pH
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Tab. 2.8: Verwendeter Bioreaktor 150 L

Bioreaktor

Nennvolumen Kulturgefald
Abluft

Kulturparameter
Begasungsrate
pH-Elektrode

Biostat D 100 (B.Braun International,

Melsungen

150 L

PTFE-Fi | t er kerze (Sar
24 °C, 160 rpm (Scheibenrthrer)

3L min™

Mettler Toledo

2.4 Verwendete Basidiomyceten

2.4.1 Screening

Die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen (Tab. 2.9) wurden bei der

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in

Braunschweig und vom Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) in Utrecht

(Niederlande) bezogen. Fur das Screening wurden die in Tabelle 2.9 aufgefihrten

Basidiomyceten mit dem in Kapitel 2.5 beschriebenen Substraten submers

kultiviert und anhand von Kultivierungsdauer und Proteingehalt selektiert.

Tab. 2.9: Fir das Screening eingesetzte Basidiomyceten mit verwendeter Abklrzung und

Herkunft.
Stamm Abkirzung Herkunft
Agrocybe aegerita AAE Fa. Sylvan
Laetiporus sulphureus LSU DSMZ
Lentinula edodes LED CBS
Pleurotus sajor-caju PSC DSMZzZ
Pleurotus sapidus PSA DSMZzZ
Stropharia rugosaannulata SRU Vanessa Kleofas
Wolfiporia cocos WCO CBS
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2.5 Substrate

Karottentrester (K) (Abbildung 2) wurde von der Firma Do6hler als gebleichtes,
getrocknetes und vermahlenes Substrat zur Verfigung gestellt. Hierbei handelte es
sich um einen Schalenabrieb der Karotten. Zwiebeltrester (ZT) wurde frisch von der
Firma Symrise AG aus Holzminden bezogen und zur Weiterverwendung
gefriergetrocknet und vermahlen. Ribenmelasse (RM) wurde von Equita, einem
Online Shop fur Pferdefutter, bezogen. Isomaltulose-Melasse (IM), welche wahrend
der Palatinit-Herstellung anfallt, wurde von der Firma Siudzucker (Mannheim) zur
Verfiigung gestellt. Die Substrate Karottentrester und Zwiebeltrester wurden bis zur
weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur gelagert, Riben-und Isomaltulose-
Melasse bei 4 °C. Die getrockneten Substrate wurden mit den Medien autoklaviert,

die flussigen wurden separat autoklaviert (pH 6,0).

Abbildung 2: Gebleichter, gemahlener Karottentrester (A), getrockneter Zwiebeltrester (B),
Ribenmelasse (C) und Palatinose-Melasse (D).

Die Substrate dienten als alleinige Kohlenstoffquelle. Die Einwaage der Substrate fur
das jeweilige Medium wurde auf 15 g L™ Gesamtkohlenhydrate limitiert. Bestimmt

wurde der Gehalt an Kohlenhydraten rechnerisch durch Differenzbildung.

Folgende Einwaagen wurden berechnet:

Karottentrester 290¢gL*
Isomaltulose-Melasse 100 mL L™
Riibenmelasse 100 mL L™
Zwiebeltrester 315gL™
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2.6 Kultivierung von Basidiomyceten

Die Kultivierung der Basidiomyceten erfolgte in verschiedenen Nahrmedien. Die
aufgefuhrten Medien wurden bei 121 °C fur 20 min autoklaviert und der pH Wert mit
1 M NaOH auf 6,0 eingestellt.

2.6.1 Nahrmedien und Lésungen

Tab. 2.10: Zusammensetzung der Spurenelementlésung

Substanz Konzentration
FeCls6H,0 0,080 g L?
ZnS047H,0 0,090 g L™
MnSO4H,0 0,030 g L™
CuSO45H,0 0,005¢g L™
Titriplex 11l (EDTA) 0,400gL*
Reinst. H,O ad1L?

Tab.2.11: Zusammensetzung des M1 Nahrmediums

Substanz Konzentration
Mono-Natrium-L-Aspartat- 6,2gL™
Monohydrat

Ammoniumnitrat 24gL*
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5gL™
Magnesiumsulfat-Hydrat 05¢glL?
Spurenelementlésung 1,0mLL?

Tab. 2.12 Zusammensetzung des M2 Nahrmediums

Substanz Konzentration
Hefeextrakt 30glL?
Kaliumdihydrogenphosphat 15¢gL?
Magnesiumsulfat-Hydrat 05gL™?
Spurenelementlésung 1,0 mL L™
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Tab. 2.13: Zusammensetzung des Vorkulturmediums
Substanz Konzentration

Malzextrakt 20,0g L™

Tab. 2.14: Zusammensetzung des Plattenmediums

Substanz Konzentration
Malzextrakt 20,0gL?
Agar-Agar 15,0g L™

Tab. 2.15: Medien zur Medienoptimierung. Angaben in g Lt
Hefeextrakt Pepton (Soja) NH4NOz; KH,PO, MgSO, SE-Lsg.

M2 3,0 1,5 0,5 1,0
M2a 3,0 2,4 1,5 0,5 1,0
M2b 3,0 0,5 0,5 1,0
M3 3,0 1,5 0,5 1,0
M3a 3,0 3,0 1,5 0,5 1,0
M3b 3,0 0,5 0,5 1,0

2.6.2 Stammhaltung der Basidiomyceten

Die Stammhaltung erfolgte auf Malzextrakt-Agarplatten (MEA) (vgl. Tabelle 2.14).
Hierzu wurde ein 1 cm? mit Mycel bewachsenes Agarstiick der 80% bewachsenen
Platte herausgestanzt und mittig auf eine neue Agar-Platte positioniert. Die
Petrischalen wurden daraufhin mit Parafilm verschlossen und im Brutschrank bei
24 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Dies wurde in regelméaRigen Abstanden

wiederholt.
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2.6.3 Vorkultur

Die Vorkulturen (VK) wurden in autoklavierten Enghals-Erlenmeyerkolben, befillt mit
Malzextraktmedium (vgl. Tabelle 2.13), gefuhrt. Fur die Submerskultivierung wurde
zu je 100 mL Vorkulturmedium ein 1 cm? groRes Agarstiick im Kolben inokuliert. Die
Homogenisierung erfolgte fir 30 s bei 10.000 U min™ mittels Ultraturrax-Stab. Die

Kultivierung erfolgte bei 24 °C und 150 rpm unter Lichtausschluss.

Tab. 2.16: Vorkulturdauer der fur das Screening
verwendeten Basidiomyceten.

Stamm Vorkulturdauer [d]
AAE 11

LED 13

LSU 13

PSA 6

PSC 6

SRU 7

WCO 7

2.6.4 Hauptkulturen

Fur die Kultivierung mit M1 Medium wurden die Substrate K und ZT zuerst in leere
Erlenmeyerkolben eingewogen, mit Medium versehen, der pH-Wert mit 1 M
Natronlauge auf pH 6,0 eingestellt und anschliel3end autoklaviert (121 °C, 20 min).
Fur die Kultivierung mit M2 Medium erfolgte die Zugabe des separat autoklavierten
Substrates IM und RM nach Inokulation der Vorkultur. Fir die Anzucht der
Hauptkulturen wurde die Vorkultur (vgl. 2.5.2) mittels Ultraturrax-Homogenisator
homogenisiert (30's, 10.000 U min®) und anschlieRend 10%ig (v/iv) in die
Erlenmeyerkolben inokuliert. Die Kultivierung erfolgte unter Lichtausschluss bei
24 °C und 150 rpm.
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2.6.5 Ernte des Mycels

Die Kultivierung der Hauptkultur wurde abgebrochen, sobald das Medium vollstandig
mit Mycel bewachsen war. Zur Abtrennung des Mediums vom Mycel wurde der Inhalt
der Kolben in einen Zentrifugenbecher Gberfuhrt und fir 10 min bei 3.283 g
zentrifugiert. Das zurtickgebliebene Mycel wurde anschlieRend mehrmals mit VE-
Wasser gewaschen, bis der Uberstand klar war. Das Ernten des Mycels aus dem
Bioreaktor erfolgte tber ein Passiertuch. Das geerntete Mycel wurde anschlie3end
mit VE-Wasser gewaschen. Das Myzel wurde daraufhin  mittels

Gefriertrocknungsanlage auf eine Restfeuchte < 10% getrocknet.

2.6.6 Kultivierung im 7,5 L Bioreaktor

Der Fermenter wurde mit 4 L Medium und einer entsprechenden Menge Substrat
beflllt, der pH- Wert mit 1 M Natronlauge auf 6,0 eingestellt und autoklaviert.

Inokuliert wurde mit 400 mL homogenisierter Vorkultur (vgl. 2.5.2).

2.6.7 Kultivierung im 150 L-Bioreaktor

Befillt wurde der Fermenter mit 80 L Medium und einer entsprechenden Menge an
Substrat. Der pH-Wert wurde mit 1 M Natronlauge auf 6,0 eingestellt und das
Medium anschliel3end sterilisiert. Zun&chst wurden 800 mL Vor-Vorkultur hergestellt.
Aus dieser Vor-Vorkultur wurden wiederum 8 L Vorkultur hergestellt, homogenisiert

und inokuliert.
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2.7 Nahrwert-Analytik

2.7.1 Bestimmung des Feuchtegehalts

Die Feuchte der ausgewdahlten Substrate und des Pilzmycels wurde nach

Herstelleranweisung mittels Feuchtebestimmer MA 35 (Sartorius) ermittelt.

2.7.2 Bestimmung des Gesamtstickstoffgehalts nach Kjeldahl

Der Gesamtstickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl (Kjeldahl 1883, modifiziert nach
Matissek et al., 2010) jeweils in Doppelbestimmung quantifiziert. Dazu wurden ca.
0,5 g der lyophilisierten Pilzmycelien bzw. 2 g der Substrate in stickstofffreie
Pergamentschiffchen eingewogen und mit einer Siedeperle, einer halben
Katalysatortablette und 15 mL konzentrierter Schwefelsaure in die Aufschlusskolben
gegeben und bei 400 °C fur mind. 3 h aufgeschlossen. Der Aufschluss war
vollstdndig, nachdem die Losung eine grinliche Farbe angenommen hatte. Nach
Auskihlen der Aufschlusskolben wurde eine Wasserdampfdestillation durchgefihrt.
Dazu wurde Natronlauge im Uberschuss und einige Tropfen Sher-Indikator in den
Aufschlusskolben gegeben. Der wahrend der Wasserdampfdestillation gebildete
Ammoniak wurde in eine borsdurehaltige, mit Sher-Indikator versetzte L&sung
getrieben und anschliel3end mit 0,1 M Salzsaure-Mal3losung titriert.

Der Rohproteingehalt wurde nach Gleichung 1 berechnet.

0b4- : 2 — (1)
mit P Rohproteingehalt [% TM]
a Verbrauch an 0,1 M HCI-Mal3lésung [mL]
1,4008 1 mL 0,1 M HCI entspricht 1,4008 mg Stickstoff
F Umrechnungsfaktor zur Errechnung des Rohproteingehalts

(Faktor fur PSA IM: 4,91; fur PSC IM: 4,95, fur LED K: 4,68)
E Probeneinwaage [g]
10 Umrechnungsfaktor auf 100 g Probe und mg Stickstoff in g

%Feuchte Restfeuchte [%)]
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2.7.3 Bestimmung des Aschegehalts

Zur Bestimmung des Aschegehalts wurden die Pilzmycelien bzw. Substrate in
konstant gewogene Quarztiegel eingewogen und bei 550 °C im Muffelofen verascht.
Der Aschegehalt wurde durch Differenzwagung der Quarztiegel ermittelt. Die

Berechnung erfolgte nach Gleichung 2.

| OABM- ———7——2100 2)
Mit  Priegel Differenz des Tiegels vor und nach Veraschung
Asche Aschegehalt [% TM]
E Probeneinwaage [g]
%Feuchte Restfeuchte [%)]
100 Umrechnung in g (100 g)'*

2.7.3.1 Mineralstoffe

2.7.3.1.1 Probenvorbereitung

Zur Quantifizierung der Mineralstoffe mittels optischer Emissionsspektroskopie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES), wurden die Pilzmycelien mit Kénigswasser
aufgeschlossen. Dazu wurden ca. 0.5 g des lyophilisierten und gemahlenen Mycels,
0,5 g des Karottentresters sowie 2 mL der Isomaltulose-Melasse jeweils in einen
Teflon-Becher eingewogen und mit 2 mL reinst. H,O, 6 mL Salzséaure (37%) und
2 mL Salpetersaure (65%) versetzt. Die Proben wurden geschwenkt und fest
verschlossen. Fir den Aufschluss wurde ein Mikrowellensystem genutzt. Das
Temperaturprogramm ist in Abbildung 3 dargestellt. Zur Vermeidung von falsch-
positiven Ergebnissen, durch die im zugesetzten Wasser enthaltenen Mineralien,

wurde eine Referenzlésung (ohne Pilzmycel) mitgefuhrt.
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Abbildung 3: Temperaturprogramm des Mikrowellenaufschlusses

Anschlieend wurden die Teflon-Becher im Eisbad abgekihlt und der Aufschluss
quantitativ Uber einen Faltenfilter mit reinst. H,O in einen 50 mL Messkolben

Uberfuhrt und ad Marke aufgefillt. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur (RT) in
Polypropylen-Gefal3en.

2.7.3.1.2 Quantifizierung mittels ICP-OES

Die Quantifizierung der Mineralstoffe der aufgeschlossenen Proben (vgl. 2.7.3.1.1)
wurde vom Institut fir Bodenkunde und Bodenerhaltung der Justus- Liebig

Universitat Giel3en durchgefuhrt. Die Bestimmung erfolgte nach der DIN ISO 22036
bei folgenden Wellenlangen:
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Tab.2.17: Verwendete Wellenlangen zur Quantifizierung der Elemente.

Element Wellenlange
Ca 220.861
Cr 205.560
Cu 327.395
Fe 240.489
K 766.491
Mg 182.731
Mn 257.610
Na 589.592
P 213.618
Zn 213.857

Als Standard diente eine Multi 28 Elemente Lésung (1 mg L™?), die wie in Kapitel
2.7.3.1.1 mit Konigswasser versetzt wurde. Die Auswertung erfolgte Uber die ICP

Expert Software.

2.7.3.2 Schwermetalle

2.7.3.2.1 Probenvorbereitung

Als Schwermetalle wurden Cadmium und Blei zur Bestimmung mittels
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) erfasst. Die Probenvorbereitung und der

Mikrowellenaufschluss erfolgten analog zu Kapitel 2.7.3.1.1.

2.7.3.2.2 Bestimmung von Blei mittels AAS

Die Erstellung der Kalibrierkurve fir die AAS-Messung von Blei erfolgte vor der
Messung der Proben. Verwendet wurde eine Blei-Stammlésung mit einer
Konzentration von 1 mg mL''. Die Kalibrierkurven wurden anhand von 5 Punkten
(0, 5, 15, 30, 50 pg L™) erstellt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Auftragung der Kalibriergeraden zur Bestimmung von Blei. y = 0,0024x + 0,0021,

Signalstarke A

0,14 -
0,12 - ¢
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

O T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

c(Pb) pg L1

R%= 0,9966.

Die zur Messung verwendeten Probengefale wurden vor der Messung mit der

jeweiligen Probeldésung gespllt. Die gewahlten Temperatureinstellungen und die

Parameter konnen den Tabellen 2.18 und 2.19 entnommen werden.

Tab. 2.18: Temperatureinstellung der AAS zur Bestimmung von Blei.

Temperatur [°C] Zeit[s] Anstieg [°Cs'!] Gasfluss [mL min'?]

A W N BB

120 40 10 0,2
650 20 150 0,2
1050 3 0 -

2100 3 0 0,2
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Tab.2.19: Gewahlte Parameter zur Messung von Blei.

Parameter Wert
Inertgas Argon
Untergrundkorrektur Zeeman
Klvette ELC
Injektionstemperatur 70 °C
Wellenlange 228,8 nm
Bandbreite 0,5 nm
Lampenstrom 30%
Probenvolumen 15 pL
Modifiervolumen 10 pL

2.7.3.3.3 Bestimmung von Cadmium mittels AAS

Die Erstellung der Kalibrierkurve fur die AAS Messung von Cadmium erfolgte vor der
Messung der Proben. Verwendet wurde eine Cadmium-Stammlosung mit einer
Konzentration von 1 mg mL'*. Die Kalibrierkurven wurden anhand von 5 Punkten
(0, 1, 2, 3, 4 ug L™) erstellt (Abbildung 5).

0,8 A
0,6 -

0,4 -

Signalstarke A

O T T T 1
0 1 2 3 4

c(Cd) pg L

Abbildung 5: Auftragung der Kalibriergeradenzzur Bestimmung von Cadmium. y = 0,2254x + 0,036,
R“=0,9949.
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Die  Vorbereitung erfolgte anlog zu Kapitel 2.7.3.1.1. Gewahlte
Temperatureinstellungen und Parameter kénnen den Tabellen 2.20 und 2.21

entnommen werden.

Tab.2.20: Temperatureinstellungen der AAS zur Messung von Cadmium

Nr. Temperatur [°C] Zeit[s] Anstieg [°Cs''] Gasfluss [mL min'’]

1 115 40 10 0,2
2 1100 20 150 0,2
3 1800 3 0 -

4 2500 3 0 0,2

Tab. 2.21: Gewéhlte Parameter zur Messung von Cadmium

Parameter Wert
Inertgas Argon
Untergrundkorrektur Zeeman
Kivette ELC
Injektionstemperatur 70 °C
Wellenlange 283,3 nm
Bandbreite 0,5 nm
Lampenstrom 90%
Probenvolumen 10 pL
Modifiervolumen 10 pL

2.7.3.3.4 Berechnung des Biokonzentrationsfaktors

Der Biokonzentrationsfaktor (BKF) gibt Aufschluss tber den Akkumulationsgrad des
Pilzes aus dem Substrat. Dabei wird das Verhaltnis vom Mineralstoffgehalt im Pilz

zum Mineralstoffgehalt im Substrat berechnet.

BKF = 3
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2.7.4 Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehalts

Der Gesamtkohlenhydratgehalt wurde rechnerisch durch Differenzbildung bestimmt.
Die Berechnung erfolgte nach Gleichung 4.

KH[% TM]=p it YER | ¢ 0RO OSi@P YD YEQQBOYD (4)

mit  KH Gesamtkohlenhydratgehalt [% TM]

2.7.4.1 Bestimmung von Trehalose und Saccharose mittels
Hochleistungs-Anionenaustausch-Flissigkeits-Chromatographie

mit gepulster amperometrischer Detektion (HPAE-PAD)

Die Bestimmung von Trehalose (Tre) und Saccharose (Sac) erfolgte mittels
Hochleistungs-Anionen-Austausch-Flussigkeits-Chromatographie  mit  gepulster
amperometrischer Detektion (HPAE-PAD). Hierzu wurden etwa 0,59 der
lyophilisierten Mycelien, 0,5 g des gebleichten Karottentresters sowie 5 mL
Isomaltulose-Melasse mit je 10 mL VE-Wasser vermischt. Hinzu kamen je 3 mL
Carrez 1 und 2 Losung. Anschlielend wurden die Proben Uber einen Faltenfilter
abfiltriert und vor der Analyse membranfiltriert. Zur Identifizierung und Quantifizierung
wurden folgende Standards in der Konzentration von 1-200 pM in reinst. Wasser
eingesetzt: Sac und Tre. Die Proben wurden in den Konzentrationen 1:10, 1:100 und
1:1000 in reinst Wasser verdunnt. Abbildung 6 zeigt die jeweiligen Zucker Standards
mit den dazugehdrigen Retentionszeiten.
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140 -
120 A
100 A

nC*min

60 -
40 A
20 A

Trehalose

Saccharose

Zeit [min]

Abbildung 6: Auftrag der Zuckerstandards Trehalose und Saccharose [100 pM].

Die Standards wund die Proben wurden mittels Autosampler

Anionenaustauschersaule injiziert.

in

die

Zur Datenaufnahme wurde das Programm

Chromeleon V6.2 verwendet. Die gemessenen Proben wurden uber die Peakflachen

mit Hilfe der Standards berechnet.

Tab.2.22: Verwendete Parameter zur Messung von Trehalose und Saccharose.

Parameter
Gerat
Vorsaule
Trennsaule
Mobile Phase

Flussrate
Gradient

Einstellung

ICS 3000 Dionex

CarboPac® PA 200 3 x 30 mm
CarboPac® PA 200 3 mm x 150 mm
Eluent A: 160 mM NaOH

Eluent B: 1 M NaOH

Eluent C: H20

Eluent D: 160 mM NaOH + 1M NaOAc
0,3mL min'?!

0-3,5 min 100% A;

3,5-33,5 min 99,2% A A 0,8% D;
33,5-38,5min 81,1% A A 18,9% D;
38,5-38,6 min 100% D

38,6-50 min 100% B

50 min 100% A
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Parameter Einstellung
Detektor Gepulster amperometrischer Detektor
Injektionsvolumen 10 pL

2.7.4.2 Enzymatische Bestimmung von D-Glucose und D-Fructose

Zur Bestimmung von D-Glucose und D-Fructose wurde das in Kapitel 2.2.3
beschriebene Kit nach Herstelleranweisung verwendet. Um die Probe von stérenden
Matrixbestandteilen zu befreien, wurde zunachst nach Carrez geklart. Hierzu wurde
ca. 1g lyophylisiertes und gemahlenes Mycel in einen 100 mL Messkolben
eingewogen, unter Schwenken mit 60 mL reinst. Wasser versetzt und 15 min bei
70 °C erhitzt. Nach Abkuhlen der Lésung wurden je 5 mL Carrez-Lésung | und
Carrez-Lésung Il sowie 10 mL 0,1 M NaOH hinzugegeben. Die Kolben wurden
geschwenkt und mit reinst. Wasser ad Marke aufgefullt. Anschlie3end wurden die
Losungen filtriert und zur photometrischen Bestimmung eingesetzt. Das
Pipettierschema ist Tabelle 2.23 zu entnehmen. Die Zusammensetzung der

Lésungen wurde in Kapitel 2.2.3 beschrieben.

Tab. 2.23: Verwendetes Pipettierschema

Losung Leerwert Probe Positivkontrolle
Losung 1 1,000 mL 1,000 mL 1,000 mL
Probelésung - 0,100 mL -

Glucose-

Testlosung ] ) 0.100 mL
Reinst. H,O 2,000 mL 1,900 mL 1,900 mL
mischen, nach ca. 3 min Extinktionen der Losungen messen (E;)
Ldsung 2 0,020 mL 0,020 mL 0,020 mL
mischen, nach ca. 15 min Extinktionen der Losungen messen (E,)
LOsung 3 0,020 mL 0,020 mL -

mischen, nach ca. 15 min Extinktionen der L6sungen messen (E3)
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Zur Berechnung wurde das Lambert-Beer’sche Gesetz (5) herangezogen.

S ¢F &

O s Fk 9 (5)

Konzentration an Glucose bzw. Fructose [g L'’]
fur Glucose: (E2i E1) T (B2l E1)Leerwert

fur Fructose: (Eg'l' Ez) T (EST El)Leerwert

mit

V1. Testvolumen [mL]

M: Molare Masse von Glucose bzw. Fructose = 180,16 g mol'*!

¥ molarer dekadischer Extinktionskoeffizient von NADPH bei
340 nm=6,3L mmol'tcm'?!

d: Schichtdicke der Kiivette = 1 cm

V: Probenvolumen = 0,1 mL

Zur Umrechnung auf g 100 gTM™ wurde Formel 6 verwendet:

R,

G

c *zV 100
E 10'0%Feucht1e00 (6)

mit Gehalt an Glucose bzw. Fructose [g 100 g TM)'}]

G
V: Volumen, in dem die Probe gel6ést wurde = 0,05 L
E Probeneinwaage [g]

f:

Feuchtegehalt [%]
mnn
Wi C 5 @8 KUmrechnungsfaktor auf Trockenmasse
100: Umrechnungsfaktor auf g (100 g)'*

2.7.4.3 Bestimmung des Glucangehalts

Der zu Analyse verwendete Assay (2.2.4) wurde nach Herstellerangaben verwendet
und gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wurde der Gehalt an Gesamtglucanen,

im zweiten Teil der Gehalt an U-Glucanen bestimmt.
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2.7.4.3.1 Bestimmung der Gesamtglucane

90 mg des lyophilisierten und gemahlenen Pilzmyzels wurden in ein Pyrexrohrchen
eingewogen, mit 2,0 mL 4 °C-kalter Schwefelséaure (12 M) versetzt, verschlossen und
mittels Vortexer vermischt. Inkubiert wurde fur 2 h in einem Eiswasserbad und
zwischendurch mehrmals gevortext. Nach Zugabe von 4 mL reinst. H,O wurde die
Losung 10 s gevortext, anschlielend weitere 6 mL reinst. H,O hinzugegeben und
erneut gevortext. Die folgende Inkubation erfolgte im Wasserbad fur 2 h bei 100 °C.
Nach Abkuhlen der Pyrexrohrchen auf RT wurde die Probe quantitativ mit Natrium-
Acetat-Puffer (200 mM, pH 5) in einen 100 mL-Messkolben Uberfihrt, die Losung mit
6 mL Kaliumhydroxid-Losung (10 M) versetzt und mit Natrium-Acetat-Puffer ad
Marke aufgefullt. 1 mL der Loésung wurde in ein 1,5 mL Reaktionsgefal3 pipettiert und
bei 9.200 g fur 10 min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 0,1 mL entnommen und
in ein 4 mL-Glasvial pipettiert, anschlieend mit einer Mischung von exo-1,3-b-
Glucanase (20 U mL'Y) und b-Glucosidase (4 U mL'!) in Natrium-Acetat-Puffer
(200 mM, pH 5) versetzt. Der Ansatz wurde gevortext und fir 60 min bei 40 °C im
Wasserbad inkubiert. Zum Schluss wurden 3,0 mL GOPOD-Reagenz (vgl. Tabelle
2.5) hinzugegeben und bei 40 °C fur 20 min inkubiert. Die Messung der Extinktion
erfolgte bei 510 nm.

Gesa@Gltucan E8E WS \%79‘* —*100 =B =*90 (7)

mit ok Differenz zwischen Extinktion der Probenlésung und Extinktion
der Reagenzblindiésung
F: Faktor zur Umrechnung in die Menge an D-Glucose in g,
berechnet aus dem Quotienten von 100 und dem Mittelwert der

Extinktionen von 100 pg des D-Glucose-Standards

100/0,1: Korrekturfaktor, 0,1 mL von 100 mL wurden analysiert

1/1000: Umrechnung von pg in mg

100/1: Umrechnung in 100 mg Probe

162/180: Faktor zur Umrechnung von freier b-Glucose zu Anhydroglucose,
W: Einwaage der Probe als Trockenmasse [mg]
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2.7.4.3.2 Bestimmung des U-Glucangehalts

100 mg des lyophilisierten und gemahlenen Pilzmyzels wurden in ein Pyrexrohrchen
eingewogen, mit 2 mL einer Kaliumhydroxid-Losung (2 M) versetzt und gevortext.
Inkubiert wurde fur 20 min in einem Eiswasserbad und zwischendurch mehrmals
gevortext. Nach der Inkubation wurden 8 mL Natrium-Acetat-Puffer (1,2 M pH 3,8)
hinzu pipettiert, vermischt, mit 0,2 mL einer 50% (v/v) Lésung Amyloglucosidase
(1630 U mL'Y) und Invertase (500 U mL'?Y) in Glycerol versetzt und 30 min bei 40 °C
inkubiert.

Nach der Inkubation wurde bei 1.500 g abzentrifugiert, 0,1 mL des Uberstandes in
ein 4 mL Glasvial tberfuhrt und dieser Uberstand mit 0,1 mL Natrium-Acetat-Puffer
(200 mM, pH 5) und 3,0 mL GOPOD-Reagenz versetzt. Der Ansatz wurde 20 min bei
40°C im Wasserbad inkubiert. Als Reagenzblindlésung wurden 0,2 mL
Natrium-Acetat-Puffer mit 3,0 mL GOPOD-Reagenz verwendet. Als Positivkontrolle
wurde 0,1 mL Glucose-Standard (1 mg mL'") mit 0,1 mL Natrium-Acetat-Puffer und
3,0mL GOPOD-Reagenz verwendet. Die Extinktionen wurden gegen die

Reagenzblindlésung bei 510 nm gemessen.

2.7.4.4 Bestimmung des Chitingehalts

Zur Bestimmung des Chitingehalts in den Zellwanden der Basidiomyceten wurde das
getrocknete, lyophilisierte und gemahlene Mycel mit 2,5 mL 6 N HCI versetzt und bei
105 °C 24 h hydrolysiert. Zuvor wurde mittels einer Positivkontrolle (Chitin) die
Wiederfindung bestimmt, um die optimale Hydrolysezeit zu finden. Hierzu wurde
Chitin in Pyrexrohrchen eingewogen, mit 2,5 mL 6 N HCI versetzt und 22,5; 24; 26
und 28 h hydrolysiert. Die restlichen Schritte (fur Chitin und Mycelien) erfolgten
analog nach folgendem Protokoll: Nach der Hydrolyse wurde der Inhalt der
Pyrexréhrchen quantitativ mit reinst. H,O in ein Becherglas Uberfihrt und zunachst
mit 6 N NaOH, dann mit 1 N NaOH auf pH 7 eingestellt. Die erhaltene L6sung wurde
uber Membranfilter filtriert und mit reinst. H,O ad Marke aufgefillt. X mL der Lésung
wurden mit X-1mL 0,5M HCI versetzt, gevortext und fir 2h bei 110 °C im
Trockenschrank inkubiert. Anschlieend wurden 2 mL Natriumnitrit hinzupipettiert
und der Ansatz bei RT inkubiert. Nach 15 min wurde 1 mL Ammoniumsulfamat

hinzugegeben und 5 min inkubiert. Fur die Farbreaktion wurde 1 mL MBTH L&sung
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zugesetzt und bei 37 °C im Wasserbad 30 min inkubiert. Abschlieend wurde 1 mL
FeCl; Losung hinzupipettiert und weitere 5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
Nach Abkuhlen erfolgte die Messung bei 650 nm. Als Standard wurde N-Acetyl-D-

Glucosamin verwendet (Abbildung 7).

1,0 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 A
0,5 A
0,4 -
0,3 - D
0,2 -
0,1 -

0,0 T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Extinktion bei 650 nm

Konzentration (N-Acetyl-D-Glucosamin [mg mL_l])

Abbildung 7: Kalibriergerade von N-Acetyl-D-Glucosamin zur Bestimmung von Chitin.
y = 9,776x - 0,0336, R?= 0,9972.

Zur Berechnung des Chitingehalts wurde Gleichung 8 verwendet.

Chitin [g 100 g TM™] = ———2 — 8)
mit ¢ Konzentration N-Acetyl-D-Glucosamin [mg mL"!]
VF: Verdunnungsfaktor
100: Umrechnungsfaktor auf g (100 g)'*
E: Probeneinwaage [mg]

M 1N .
T C 8 420 KLGJr@rechnungsfaktor auf Trockenmasse
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2.7.5 Bestimmung des Rohfettgehalts

Der Rohfettgehalt wurde nach der Weibull-Stoldt-Methode analysiert. Dazu wurden
ca. 4gTM Probe und ca. 15g des jeweiligen Substrates eingewogen. Der
Aufschluss wurde durch Kochen mit 150 mL 4 M HCI fir mind. 30 min durchgefihrt.
Anschlieend wurden 100 mL heil3es Wasser hinzugefugt, die Losung filtriert und
neutral gewaschen. Der Filter wurde bei 105 °C getrocknet und anschlie3end mit
155 mL Petrolether in einer Soxtherm-Apparatur extrahiert.

Nach Konstantwiegen der Kolben wurde der Gesamtfettgehalt nach Gleichung 9

ermittelt.
Fett [g100g TM"] ——— 2 —— 9)
mit  Fett Fettgehalt [% TM]
OXolben Differenz des Kolbengewichts vor und nach der Extraktion
100: Umrechnungsfaktor auf g (100 g)'*
E Probeneinwaage [g]

mnan
WA CE G0 KLﬂJré()rechnungsfaktor auf Trockenmasse

2.8 Chromatographische Methoden

2.8.1 Bestimmung der Gesamtaminosaurezusammensetzung

Das lyophilisierte und gemahlene Myzel wurde zur Bestimmung der
Aminosaurezusammensetzung einer sauren Hydrolyse unterzogen. Mit dieser
Methode konnten 15 proteinogene Aminosduren (AS) detektiert und quantifiziert
werden, wobei Asn zu Asp und GIn zu Glu hydrolysiert wurden. Zur Quantifizierung
von Met und Cys erfolgte eine Oxidation vor der sauren Hydrolyse. Der Gehalt an
Trp wurde nach der basischen Hydrolyse bestimmt. Derivatisiert wurde mittels
Nachsaulenderivatisierung mit 0,2 N Ninhydrinldsung (geldst in Methanol, pH 10,85).
Zum Schutz vor Verunreinigungen wurden alle verwendeten Glasgerate im

Pyrolyseofen bei 300 °C fur 2 h ausgegliht. Als externer Standard diente eine
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Aminosaure-Kalibrier-Losung  (Gemisch aus Aminosaduren mit bekannten
Konzentrationen fiir Hydrolysate) (Sykam) und L-Tryptophan ( @9,0%, Roth). Fur die
Quantifizierung der Aminosauren wurde eine Ein-Punkt-Kalibrierung durchgefihrt.

Die Auswertung erfolgte mit der Software Chromstar, Version 7.

2.8.1.1 Saure Hydrolyse

250 mg Mycel wurden in Pyrexrohrchen eingewogen und mit 6 mL 6 M HCI (0,1%
Phenol) versetzt. Zur Vermeidung von Oxidationen wurde der Sauerstoff durch
Einleiten von Stickstoff entfernt. Hydrolysiert wurde fir 24 h bei 110 °C im
Trockenschrank. Nach Abkuhlen auf Eis wurde zentrifugiert (20 min, 4 °C, 3.283 Q)
und membranfiltriert (0,22 um). Zur Abtrennung der Saure wurde ein Aliquot (200 pL)
bei 130 °C bis zur Trockenen eingedampft und in 1 mL Probenverdinnungspuffer
(pH 2,20) aufgenommen. Nach Verdinnen mit Probenverdiinnungspuffer (1:5) wurde

die Losung zur Quantifizierung mittels Aminosaureanalysator eingesetzt.

Tab. 2.23: Eingestellte Parameter zur Messung nach der sauren Hydrolyse.

Parameter Einstellung

Gerat Aminosaureanalysator S433

Trennsaule Kationentrennsaule LCA K13 Na, Lange 175
mm

Saulentemperatur 0-5 min 49 °C;

5-10 min 49 °C A 56 °C;
10-26 min 56 °C;

26-31 min 56 °C A 74 °C;
31-55 min 74 °C;

55-60 min 74 °C A 50 °C

Mobile Phase Natrium-Citrat Puffer, 0,12 N, pH 3,45 (A)
Natrium-Citrat Puffer, 0,20 N, pH 10,85 (B)

Flussrate 0,25 mL min'?

Modus Gradient

Gradient 0-5 min 100% A;

5-11 min 100% A A 95% A,
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Parameter Einstellung

11-13 min 95% A A 80% A;

13-25min 80% A A 70% A;

25-29 min 70% A A 30% A;

29-31 min 30% A A 20% A;

31-33min20% A A 10% A;

33-41 min 10% A A 0% A,

41-49 min 0% A;

Regeneration mit 0,45 N NaOH
Detektor UV/Vis-Detektor, 440 nm fur Prolin und

570 nm fur alle anderen Aminosauren

Injektionsvolumen 50 pL

2.8.1.2 Bestimmung von Methionin und Cystein

Die Bestimmung von Methionin und Cystein erfolgte durch eine Oxidation mit
Perameisensaure vor der Proteinhydrolyse. Dazu wurden 250 mg Myzel in
Pyrexrohrchen eingewogen und mit 5 mL 5 M Oxidationslosung (30%iges H,O, in
98%iger Ameisensédure und 0,1% Phenol) versetzt. Die Pyrexrohrchen wurden
verschlossen und fir 16 h bei 0 °C im Eisbad inkubiert. Durch Zugabe von 0,84 g
Natriumdisulfit wurde die Oxidation abgebrochen und 5 mL 6 M HCI (0,1% Phenol)
zugefugt. AnschlieBend wurde wie unter 2.8.1.1 beschrieben fortgefahren.
Eingestellte Parameter kdnnen der Methode aus Tabelle 2.23 entnommen werden.

2.8.1.3 Bestimmung von Tryptophan

Zur Bestimmung von Tryptophan wurde basisch hydrolysiert. Dazu wurden 250 mg
des Pilzmycels in Pyrexrohrchen eingewogen und mit 6 mL 5 M NaOH (0,1%
Phenol) versetzt. Zur Vermeidung von Oxidationen wurde der Sauerstoff durch
Einleiten von Stickstoff entfernt. Hydrolysiert wurde fir 24 h bei 110 °C im
Trockenschrank. Nach Abkuhlen auf Eis wurde zentrifugiert (20 min, 4 °C, 3.283 @)
und membranfiltriert (0,22 um). Ein Aliquot (200 pL) wurde bei 130 °C bis zur
Trockene eingedampft und in 1 mL Probenverdinnungspuffer (pH 2,20)
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aufgenommen. Nach Verdinnen mit Probenverdinnungspuffer (1:5) wurde die

Losung zur Quantifizierung mittels Aminosaureanalysator eingesetzt.

Tab. 2.24: Eingestellte Parameter zur Messung nach der basischen Hydrolyse

Parameter Einstellung
Gerat Aminosaureanalysator S433
Trennséaule Kationenaustauschersadule LCA K13 S/N

Saulentemperatur

Lange 175 mm, Filtersdule LCA K04 S/N

74 °C

Mobile Phase Natrium-Citrat Puffer, 0,12 N, pH 3,45 (A)
Natrium-Citrat Puffer, 0,20 N, pH 10,85 (B)
Flussrate Puffer 0,25 mL min'?
Flussrate Ninhydrin 0,45 mL min'!
Modus Gradient
Gradient 0-5 min 30% A;
5-7 min 30% A A 10% A;
7-15 min 10% A A 0% A;
15-20 min 0% A;
Regeneration mit 0,45 N NaOH
Detektor UV/Vis-Detektor, 570 nm
Injektionsvolumen 50 uL

2.8.1.4 Ein-Punkt-Kalibrierung

Fur die Quantifizierung von Aminosauren in Pilzmycelien wurde eine Ein-Punkt-
Kalibrierung durchgefihrt. Die Kalibrierung erfolgte tber die mitgelieferte Software
anhand eines von der Firma Sykam gekauften Standards fir Hydrolysat-Proben.
Kalibriert wurde anhand der Zuordnung der Retentionszeiten der jeweiligen AS-
Peaks. Abbildungen 8 und 9 zeigen die jeweilige Kalibrierung bei einer Wellenlange
von 570 nm und 440 nm. Die Ermittlung des Gesamtaminosauregehalts wurde mit
den ermittelten Aminosaurekonzentrationen aus Gleichung 10 in Excel

vorgenommen.
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—— Chromatogramm = Baseline
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Abbildung 8: Ein-Punkt-Kalibrierung des Sykam Aminosaure-Standards fur Hydrolysat-Proben bei
einer Wellenlange von 570 nm zur Bestimmung der Gesamtaminoséauren.
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Abbildung 9: Ein-Punkt-Kalibrierung des Sykam Aminoséaure-Standards fur Hydrolysat-Proben bei
einer Wellenlange von 440 nm zur Bestimmung von Prolin.

Anhand der in Gleichung 10 dargestellten Formel wurde der Gehalt an Aminosauren

berechnet.
AS Bt (10)
mit  AS: Gesamtaminoséauregehalt der jeweiligen Aminosaure
[9 (100 g TM)']
c: Ermittelte Konzentration der Aminoséure [nmol mL"}]
VF: Verdinnungsfaktor
M: Molare Masse der Aminosaure [g mol' ]
E: Probeneinwaage [g]
V: Volumen der Ausgangslosung [mL]
10°: Umrechnungsfaktor von nmol in mol
— DM dil Umrechnungsfaktor auf Trockenmasse
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2.8.2 Bestimmung der Fettsaureverteilung

Zur Bestimmung der Fettsduremethylesterverteilung wurde das aus Kapitel 2.7.5
gewonnene Fett verwendet. Nach Abdampfen des restlichen Petrolethers wurde das
extrahierte Fett fir 20 min bei 105 °C getrocknet. Etwa 80 mg des Fettes wurden in
ein 15 mL-Derivatisierungsrohrchen mit teflonbeschichtetem Schraubverschluss
dberfuhrt und mit 2 mL methanolischer Natriumhydroxid-Losung versetzt. Das
Rohrchen wurde verschlossen fur 10 min bei 80 °C im Trockenschrank inkubiert.
Nach der Inkubation wurden 2,5 mL methanolische Bortrifluoridiésung (15%ig)
zugesetzt und die Probe nochmals fur 5 min bei 80 °C erhitzt. Im Anschluss wurden
2,5 mL Heptan zugesetzt und erneut fir 1 min bei 80°C erhitzt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurden 3 mL einer gesattigten wassrigen Natriumchloridlésung
hinzugegeben. Um die Methylester in die Heptan-Phase zu Uberfuhren, wurden die
Derivatisierungsrohrchen kraftig geschuttelt. Um das restliche Wasser zu entziehen,
wurden 3 mL des klaren Uberstandes in ein 4 mL Glasvial pipettiert und wasserfreies
Natriumsulfat hinzugegeben. Die Losung wurde 1:5 mit Heptan verdinnt und zur
gaschromatographischen Bestimmung eingesetzt. Zur Quantifizierung wurde ein 37-
Komponenten-Fettsduremethylesterstandard als externer Standard verwendet. Die
verwendeten Parameter kbnnen Tabelle 2.25 entnommen werden. Die Berechnung

wurde anhand von Gleichung 11 durchgefuhrt.

F$:Bi;,iA 100 % (11)

mit  FS;: Anteil der Fettsdure am Fettsauregemisch [%]
Pi: Flache der zugehdrigen Fettsaure [pA s]

x R. Summe der Flachen der Fettsduren [pA s]

Tab. 2.25: Parameter zur gaschromatographischen Auftrennung der Fettsauremethylester.

Parameter Einstellung

Gaschromatograph Agilent Technologies 7890 A

Methode MTS 3 GRAD_S2

Trennséule HP-Innowax 30 m x 0,32 mm ID
0,25 em Fil mdicke

Tragergas Wasserstoff
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Parameter Einstellung
Fluss 2mL min'!
Injektor Autosampler mit Split/Splitlessinjektor
Injektortemperatur 250 °C
Septumspiilung 3 mL min'?
Detektor Flammenionisationsdetektor (FID)
Detektortemperatur 250 °C
Temperaturprogramm 40 °C, 3 min
3 °C min'* auf 240 °C
240 °C, 12 min
Injektionsvolumen 1 eL
Split Standard 1:5 ; Probe 1:15

Zur Dbesseren Identifizierung der Peaks wurde unter Verwendung der oben
beschriebenen Probe zuséatzlich eine gaschromatographische Trennung (Agilent
Technologies 7890 A) mit massenspektrometrischer Detektion (Agilent
Tenchnologies 5975C VL MSD) durchgefuhrt. Die Messung wurde anhand des
Programms AMTS @& r | iTq @@ ,n n4VAXImeuidieingm Split von 1:20
durchgefuhrt.

2.8.3 Vitamin D»- Analytik

Durch Belichtung mittels UV-B Strahlen lasst sich das in der Zellmembran lokalisierte
Ergosterol der Pilzmycelien in Vitamin D, umwandeln. Die lyophilisierten Mycelien
wurden jeweils in Kristallierschalen mit einem Durchmesser von 7,3 cm und einer
Probenhdhe von 0,5cm belichtet. Die Belichtungszeit betrug 10 min mit einem
Abstand des Mycels zu den UV-B Lampen von 10 cm. Quantifiziert und identifiziert
wurden Ergosterol und Vitamin D, mittels HPLC-DAD.
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2.8.3.1 Probenvorbereitung

Fur die Verseifung wurde das lyophilisierte Pilzmyzel mit flissigem Stickstoff
aufgeschlossen und in Braunglasrundkolben eingewogen (ca. 0,5 g). Anschlieend
wurden 50 mL Ethanol, 4 mL Natrium-Ascorbatlésung (17,59 in 100mL 1M
Natronlauge) und 10 mL KOH/H,O (50/50, w/w) zugesetzt. Als interner Standard
wurde 0,5 mL Cholecalciferol (Vitamin Ds, 200 ug mL™) verwendet. AnschlieRend
wurde bei 80 °C unter Rickfluss verseift. Nach 1 h wurden 50 mL VE-Wasser
hinzugeflgt, auf Raumtemperatur abgekuhlt und filtriert. Die Extraktion erfolgte durch
Ausschutteln im Scheidetrichter mit 50 mL Diethylether, 50 mL n-Pentan/10 mL
Ethanol, 50 mL n-Pentan und 20 mL n-Pentan. Die gewonnenen organischen
Phasen wurden drei Mal mit 50 mL 3% KOH in 5%igem Ethanol gewaschen.
Anschlieend wurde mit VE-Wasser neutral gewaschen und tUber Nacht bei 4 °C
Uber Natriumsulfat getrocknet. AbschlieBend wurde die Losung abfiltriert und das
Losungsmittel mittels Rotationsverdampfer bei 40 °C bis zur Trockene eingeengt.
Der trockene Rickstand wurde in 1,5 mL Methanol aufgenommen und im
Ultraschallbad geldst und abzentrifugiert (10 min, 4 °C, 14.000g). Zur Quantifizierung
wurde die Losung membranfiltriert (0,22 pm).

2.8.3.2 Kalibrierung

Sowohl Ergosterol als auch Vitamin D, wurden mittels HPLC-DAD identifiziert und
quantifiziert. Dies erfolgte Uber die Peakflachenverhaltnisse des Analyten zum
internen Standard (Abbildung 10). Die Berechnungen fanden unter der
Berucksichtigung der Kalibriergeraden und der Probenvorbereitung anhand von
Gleichung 12 statt.
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Abbildung 10: Kalibriegerade zur Bestimmung von Vitamin D, im Pilzmycel. y = 0,0085x + 0,0121,
R*=0,9999. / = 265 nm.

6 EOAY EICC4 - z = (12)
mit  Vitamin D, Konzentration an Vitamin Dy [pug mL™]
V MeoH Volumen an Methanol, in dem der Rickstand

aufgenommen wurde [mL]

E Probeneinwaage [g]
— DM dad Umrechnungsfaktor auf Trockenmasse
Tab. 2.26: Parameter zur Vitamin D Bestimmung mittels HPLC-DAD.
Parameter Einstellung
HPLC-DAD La Chrom System L-7100/L-7200/D-7000/L-7455
von Merck-Hitachi
Trennsaule Chromolith Performance RP-18e 100-4,6 mm (mit
Vorsaule) und EC 250/4 Nucleosil 100-5 C18, in
Reihe geschaltet
Fluss 1 mL min'* (Gradient)
Injektor Autosampler
Injektionsvolumen 10 eL
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Parameter Einstellung
Eluenten Methanol, HPLC-Grade (A)
Acetonitril HPLC-Grade (B)
0,05%ige Ameisensaure ©
Gradient 0-2 min 70% B, 30% C
2-10 min 100% B
10-20 min 100% B
20-30 min 5% A, 95% B
30-35 min 5% A, 95% B
35-40 min 100%B
40 min 70%B, 30% C
Software System Manager HSM, Version 4.1

2.8.4 Ermittlung des Pilzgehalts im Lyophilisat

Das ausschlie3lich in den Pilzzellwanden vorkommende Ergosterol kann bei der
Identifizierung von Pilzmycel und Substrat als Marker genutzt werden. Wéahrend der
Kultivierung mit den industriellen Nebenstrémen kommt es zu keinem vollstandigen
Abbau der Substrate, daher ist es nétig den Anteil an Ar e i rMgcelfivon dem
Substrat zu unterscheiden. Dazu wurde LED nach Kapitel 2.6.3 kultiviert. Das
Hauptkulturmedium bestand, wie schon in 2.6.3 beschrieben, aus dem alleinigen
Mediumbestandteil Malzextrakt. Das lyophilisierte LED K Mycel wurde analog zu
2.8.3.1 aufgearbeitet.

2.8.4.1 Kalibrierung

Fir die Kalibrierung wurden die Peakflachenverhéltnisse von Ergosterol zu 7-
Dehydrocholesterol (IST) gegen die Biotrockenmasse des LED Mycels [g TMY]
aufgetragen. Gemessen wurde am Absorptionsmaximum von Ergosterol und 7-

Dehydrocholesterol bei 282 nm.
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Abbildung 11: Kalibriergerade von Ergosterol mit 7-DHC [500 mg mL™]. y = 0,00109x. R* = 0,9983.
_ =282 nm.

2.9 Berechnungen zur Proteinqualitat

2.9.1 Chemical Score

Mitchell und Block publizierten 1946 eine Methode =zur Bewertung von
Nahrungsproteinen anhand eines Index, dem sogenannten Chemical Score (CS). Bei
dieser Methode werden die essentiellen AS (EAS) der Proben mit den essentiellen
Aminosauren eines Referenzproteins verglichen. Dabei kénnen Werte Uber 100
erreicht werden. Der CS gibt die limitierenden Aminoséauren wieder. Neben dem
Vol |l ei gi bt es ein Ai deal ed9v3 VRrefderr enzpr
Weltgesundheitsorganisation (FAO/WHO) vorgeschlagen wurde und in dieser
Berechnung als Referenzprotein verwendet wurde. Folgende Formel (13) wurde zur

Berechnung des CS verwendet:

_AS

mit CS: Chemical Score
AS: essentielle Aminoséaure
T: Testprotein

R: Referenzprotein
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2.9.2 Essentieller Aminosaure-Index

In dem essentiellen Aminosaure-Index (EAA;) nach Oser (modifiziert nach Mitchell et
al., 1954a) werden alle essentiellen AS der Proben bericksichtigt. Cys und Met
sowie Phe und Tyr werden hierbei als ein Wert angegeben. Liegen im Testprotein
hoéhere Konzentrationen an EAS als im Referenzprotein vor, so wird der hdchste
annehmbare Wert, 100, angenommen. Aus dem berechneten EAA; lasst sich die
Biologische Wertigkeit nach Oser berechnen. Berechnet wurde nach folgender
Formel (14):

n AS._T A&T 7
EAA nde'x 2 100,20 108 ( 4)

mit EAA-Index: essentieller Aminosaureindex

AS1,2: essentielle Aminosaure

T: Testprotein

R: Referenzprotein

n: Anzahl der berticksichtigten essentiellen AS

2.9.3 Biologische Wertigkeit

Definitionsgemal’ entspricht die Biologische Wertigkeit (BW) derjenigen Menge an
Nahrungsprotein, die 100 g Kdrpereiweil3 ersetzen kann. Die Methode nach Oser
stellt eine Annaherung zur Berechnung der BW dar, entspricht jedoch nicht der
tatsachlichen BW.

BW= 1,09*EAA-11,7 (15)

mit  BW: Biologische Wertigkeit
EAA; essentieller Aminoséureindex
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2.9.4 Berechnung des N:P conversion factors

Der Stickstoffgehalt in Proteinen variiert aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus der
Proteine zwischen 15% und 18%. Da dies jedoch abhangig vom Aminosauregehalt
ist, wurde unter Berilicksichtigung der Aminoséaureverteilung, des Rohproteins nach
Kjeldahl ein neuer Umrechnungsfaktor, der S 0 g\NePn aomvergioa faolorfi
berechnet. Die in (16) dargestellte Gleichung beschreibt die Umrechnung des
Stickstoffgehalts in Proteingehalt.

N:P factor= (16)

mit  N:P factor:  Stickstoff-zu-Protein Umrechnungsfaktor
Nkjeldani: Gesamitstickstoff aus Kjeldahl [g 100 g TM™]

2.10 Molekularbiologische Methoden

2.10.1 Hitzebehandlung

Die Kultivierung erfolgte nach 2.6.4. Am Tag der Ernte wurde eine Hitzebehandlung
durchgefihrt. Hierzu wurde die HK in ein Fermentersystem (MR-R-T 250 mL, Schlee,
Witten) Uberfihrt, um die optimalen Temperaturbedingungen (Auf3enmantel wurde
mittels DC10-K10 von Thermo Scientific beheizt) zu erhalten. Tabelle 2.28 zeigt die

verwendeten Temperatur- und Zeiteinheiten:

Tab.2.28: Verwendete Temperatur und Zeit zur Reduzierung von RNA.

Temperatur [°C] Zeit [min]
60 30,40,50
65 30,40,50
70 30,40,50
72 30,40,50
74 30,40,50
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2.10.2 Probenvorbereitung

Der Aufbau der Methode gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wurde vor der
Hitzebehandlung ein Aliquot zur Bestimmung des Rohproteins und ein Aliquot zur
RNA-Quantifizierung entnommen. Im zweiten Teil erfolgte die Enthahme der zuvor
beschriebenen Aliquote nach der Hitzebehandlung. Die Proben zur
Rohproteinbestimmung wurden nach dem Ernten abzentrifugiert und das Mycel mit
VE-Wasser gewaschen, eingefroren und anschliel3end lyophilisiert. Die Proben zur
RNA-Quantifizierung wurden nach der Ernte vom Medium getrennt, in flissigem

Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C aufbewahrt.

2.10.3 Extraktion der RNA aus dem Pilzmycel

Zur Extraktion der RNA aus dem Pilzmycel wurde das in Kapitel 2.2.1 beschriebene
Kit nach Herstellerangaben verwendet. Hierzu wurde das gefrorene Mycel mit
fluissigem Stickstoff in RNase-freien Morsern (3 h bei 300 °C ausgegliht)
aufgeschlossen, auf eine QlIAshredder-Spin-Saule (lila) Gberflihrt und mit 450 €L
RLC-Puffer (Guanidinhydrochlorid, 1% b-Mercaptoethanol) versetzt. Der Ansatz
wurde gevortext und 2 min bei 21,920 g zentrifugiert. 450 pL des Lysats wurden in
ein neues Reaktionsgefald pipettiert und mit 225 pL Ethanol versetzt. Das
homogenisierte Gemisch wurde anschlieBend auf eine RNeasy-Mini-Spin-Séaule
(pink) Uberfuhrt und Uber mehrere Reinigungsschritte (700 eL RW1-Puffer und
zweimal mit jeweils 500 eL RPE-Puffer) von Kontaminationen befreit. Nach dem
letzten Waschschritt wurde die Saule auf ein neues Reaktionsgefald tbertragen und

mit 50 pL RNase-freiem Wasser eluiert.

2.10.4 Quantifizierung der RNA mittels Kapillargelelektrophorese

Die Quantifizierung der RNA-Eluate erfolgte mittels Kapillargelelektrophorese
(QlAcxel RNA). Zur Vorbereitung wurden zunachst 15 pL eines QX-RNA-Alignement-
Markers in jeden der QX 0,2 mL 12-tube Streifen pipettiert und mit Mineral6l
Uberschichtet. Die QlAxcel RNA Gel-Kartusche wurde auf RT gebracht und die
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entsprechende Position eingesteckt. Der mitgelieferte Smartkey wurde in die daftr
vorgesehene Fassung gesteckt. Fiir Konzentrationen zwischen 50 und 300 ng L™
wurde jeweils 1 €L bzw. 2 €L bei Konz. <50 ng eL™ der Probe in eine der zwolf
0,2 mL tubes pipettiert. Tube zwolf enthielt den QX-RNA-Size-Marker (200 - 6000 nt)
(vgl. Abb.:12). Zu der Probe und zu dem GroRenmarker wurde jeweils 1 uL QX RNA
Denaturierungs-Puffer hinzugefligt, 2 min bei 70 °C erhitzt, 1 min auf Eis abgekuhlt,
kurz zentrifugiert und auf 10 uL mit QX RNA Verdunnungs-Puffer aufgefulit.
Ausgewertet wurde mit der vom Hersteller mitgelieferten QIAxcel ScreenGel
Software.
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Abbildung 12: Elektropherogramm des Size- Markers 200 - 6000 nt.
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3 Ergebnisse

3.1 Screening verschiedener Pilz-Substrat-Kombinationen

Ziel des Screenings war die Auswahl von vielversprechenden Basidiomyceten-
Substrat-Kombinationen. Als Auswabhlkriterium wurden eine kurze Kultivierungsdauer

[d] und ein hoher Proteingehalt [g L™] herangezogen.

Fur das Screening wurden insgesamt 7 Basidiomyceten (Tabelle 2.9) in einem mit
verschiedenen Nebenstromen (Abbildung 2) supplementierten Medium (M1 und M2)
submers kultiviert (Kapitel 2.6.4). Der Nebenstrom diente dabei als alleinige
Kohlenstoffquelle. Die analysierten Basidiomyceten wiesen auf Ribenmelasse und
auf Zwiebeltrester ein sehr langsames Wachstum auf, sodass diese beiden
Substrate nicht mehr zur Kultivierung in Frage kamen. Als geeignet erwiesen sich
LED auf Karottentrester (Kulturdauer: 6 Tage, ca. 2,0 g L™ Protein) im M1 Medium,
sowie PSC (Kulturdauer: 3 Tage, ca. 3,4 g L™ Protein) und PSA (Kulturdauer: 5
Tage, ca. 2,9 g L™ Protein) jeweils auf Isomaltulose-Melasse im M2 Medium. Nach

dem Screening erfolgte die Analytik dieser drei Pilz-Substrat-Kombinationen.

3.1.1 Substratanalytik

Die Zusammensetzungen der verwendeten Substrate sind in Abbildung 13
dargestellt. Die Bestimmung des Rohrproteingehalts der Substrate erfolgte nach
Kjeldahl (Kapitel 2.7.2), die Bestimmung des Aschegehalts wie in Kapitel 2.7.3, die
Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehalts wie in Kapitel 2.7.4 sowie des

Rohfettgehalts wie in Kapitel 2.7.5 beschrieben.
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Abbildung 13: Gehalt an Rohprotein, Gesamtkohlenhydraten, Asche und Rohfett [g (100 g TM)'l] der

Substrate Karottentrester, Isomaltulose-Melasse, Riibenmelasse und Zwiebeltrester.

3.1.2 Medienoptimierung

Die Ergebnisse der Medienoptimierung zur Kultivierung von PSA auf Isomaltulose-

Melasse sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst. M2 Medium mit Hefeextrakt als

alleinige  Stickstoffquelle eignete

sich unter Berlcksichtigung der

kurzen

Kultivierungsdauer bei gleichzeitig hoher Proteinausbeute am besten. Mit Pepton als

alleinige Stickstoffquelle konnten nur geringe Proteinausbeuten von <1 g (L TM™)

erreicht werden.

Tab.: 3.1 Ergebnisse der Medienoptimierung anhand von PSA auf Isomaltulose-Melasse.

Medium (2.15)  Kulturdauer [d] T™M[g L7 Protein [g L™
M2 5 9,21+0,0 29+0,0
M2a 5 10,0+ 0,0 21+0,0
M2b 3 5,6 +0,0 1,2+ 0,0
M3 6 4,4 +0,0 0,8+0,2
M3a 6 4,3+0,0 0,7+0,0
M3b 9 1,3+0,0 0,2+0,0
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3.2 Nahrwert-Analytik

Die Bestimmung der in den Mycelien enthaltenen Nahrwerte erfolgte mit Hilfe der in

Kapitel 2.7 beschriebenen Analysemethoden.

3.2.1 Nahrstoff-Zusammensetzung der Pilz-Substrat-Kombinationen

In Tabelle 3.2 ist die Zusammensetzung der ausgewahlten Pilz-Substrat-
Kombinationen dargestellt. Der héchste Rohproteingehalt wurde mit PSA IM erzielt.
PSC IM wies den niedrigsten Rohfettgehalt auf, LED K den hochsten Aschegehalt.
Die Rohproteingehalte wurden mit den in dieser Arbeit bestimmten Stickstoff zu

Protein Faktoren berechnet.

Tab. 3.2: Nahrstoff-Zusammensetzung von PSA IM, PSC IM und LED K.

Bestandteil [g (100 g TM)'] PSA IM PSC IM LED K

Rohproteingehalt 31,18%+ 0,14 22,87°+ 0,04 31,25°% 0,19
Gesamtkohlenhydrate 60,31+ 0,34 72,01+ 0,21 58,58+ 0,24
Rohfettgehalt 3,15+ 0,39 1,51+ 0,08 4,37+ 0,06
Asche 5,36+ 0,22 3,61+ 0,04 5,80+ 0,15

3 Nx4,91; °Nx4,95; °Nx4,73

Vergleicht man die Proteingehalte aus Tabelle 3.2 mit den berechneten
Proteinmengen pro Liter Kulturmedium (Tabelle 3.3), so lasst sich die hdchste
Proteinausbeute pro Liter Kulturmedium bei PSC IM (3,37 g), die geringste bei LED
K (2,19 g) ermitteln.

Tab. 3.3: Berechnete Proteinmenge pro Liter Kulturmedium von PSA IM, PSC IM und LED K.

Probe Biotrockenmasse [g L™ Protein [g L]
PSA IM 9,21 2,87
PSC IM 14,75 3,37
LED K 7,01 2,19
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3.2.2 Zusammensetzung der Kohlenhydrate und Ballaststoffe

3.2.2.1 Chromatographische Bestimmung von Trehalose und

Saccharose

Nach chromatographischer Auftrennung der Proben wurde Trehalose und
Saccharose in allen drei Pilz-Substrat-Kombinationen detektiert und quantifiziert
(Abbildungen 14 - 16). Fiir PSA IM wurde ein Tre-Gehalt von 3,5 g (100 g TM)™* und
ein Sac-Gehalt von 9,5 g (100 g TM)™ ermittelt. In PSC IM wurden 3,9 g (100 g TM)™
Tre und 10,4 g (100 g TM)™* Sac bestimmt. In Led K wurde nur Tre mit einem Gehalt
von 2,39 (100g TM)* bestimmt. Glc und Fru wurde nach Kapitel 3.2.2.2

enzymatisch bestimmt.
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Abbildung 14: Chromatogramm von PSA IM in einer 1:100 Verdinnung und dem Trehalose und
Saccharose Standard (100 puM).
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Abbildung 15: Chromatogramm von PSC IM in einer 1:100 Verdinnung und dem Trehalose und
Saccharose Standard (100 pM).
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Abbildung 16: Chromatogramm von LED K in einer 1:100 Verdiinnung und dem Trehalose und
Saccharose Standard (100 pM).

3.2.2.2 Enzymatische Bestimmung von D-Glucose und D-Fructose

Die Bestimmung von D-Glucose und D-Fructose erfolgte wie in 2.7.4.2 beschrieben.

In den Proben PSA IM, PSC IM sowie in den Substraten wurde mehr Fructose als

Glucose, fur LED K wurde mehr Glucose als Fructose bestimmt. Sowohl im
Uberstand von PSA IM und PSC IM, als auch im Uberstand von LED K wurden
weder Glc noch Fru detektiert (Tab. 3.4).
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Tab. 3.4: Berechnete Konzentrationen von D-Glucose und D-Fructose in den Pilzmycelien und in den
Substraten (n=3).

Probe D-Glucose [g (100 g TM)'Y]  b-Fructose [g (100 g TM)'}]
PSA IM 3,07+ 0,04 6,07+ 0,09

PSC IM 4,91+ 0,01 9,42+ 0,17

Isomaltulose- 12,40+ 1,74 19,02+ 2,13

Melasse

LED K 0,25+ 0,01 0,08+ 0,01

Karottentrester 2,40+ 0,11 7,00+ 0,03

Tabelle 3.5 zeigt den berechneten Umsatz an D-Glucose und D-Fructose in den
Pilzmycelien. PSA IM setze 75% der im Substrat enthaltenen Glucose um, 68% der
Fructose. PSC IM setzte 60% Glucose, 51% Fructose aus dem Substrat um. LED K

setzte aus dem Karottentrester 90% Glucose und 99% Fructose um.

Tab.3.5: Berechneter Umsatz an b-Glucose und D-Fructose in den Pilzmycelien.

Probe Umsatz bD-Glucose aus dem Umsatz D-Fructose aus dem
Substrat [%] Substrat [%0]

PSA IM 75 68

PSC IM 60 51

LED K 90 99

3.2.2.3 Bestimmung des b-Glucan-Gehalts

Die photometrische Bestimmung des 6 Glucan-Gehalts erfolgte gemal 2.7.4.3 durch
Differenzbildung aus Gesamtglucanen und a-Glucanen. Die Mycelien der drei Pilz-
Substrat-Kombinationen zeigten einen & Glucan-Gehalt von 12 - 19 g (100 g TM)™.
PSA IM und PSC IM wiesen einen ahnlichen a-Glucan-Gehalt auf, unterschieden
sich jedoch im b Glucan-Gehalt. Fir LED K wurde ein geringerer a-Glucan-Gehalt
von 3,59 (100 g TM)* analysiert, der b Glucan-Gehalt lag im Vergleich zu den
Pleurotus spp. bei 12,5 g (100 g TM)™. Insgesamt lag der prozentuale Anteil von
b Glucanen am gesamten Glucanen-Gehalt bei 70-78%. Der Anteil an a-Glucane
bildeten den verbleibenden Anteil von 22 - 30% (Tab. 3.6).
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Tab. 3.6: Bestimmung der Gesamtglucane und &-Glucane in PSA IM, PSC IM und LED K (n=3) und

Berechnung des O 6lucan-Gehalts .

% a- %

Glucane/Ge- b Glucane/

Probe a-Glucane Gesamtglucane b Glucane
samtglucane Ge-
samtglucane
PSA IM 6,08+ 0,0* 24,77+ 0,0* 18,69+ 0,0* 25 75
PSCIM 6,07+ 0,0* 20,26x 0,0* 14,19+ 0,0* 30 70
LED K 3,50+ 0,0* 16,00+ 0,0* 12,50+ 0,0* 22 78

* angegeben in [g (100 g TM)' ]

3.2.2.4 Bestimmung des Chitin-Gehalts

Chitin wurde nach 2.7.4.4 bestimmt. Um die hdchstmégliche Wiederfindung zu

erzielen, wurde zunéchst die Hydrolysezeit optimiert. Hierzu wurde Chitin in 3-fach

Bestimmung eingewogen und fiir unterschiedliche Zeiten (22,5 - 28 h) hydrolysiert.

Abbildung 17 zeigt die Wiederfindung

im zeitlichen Verlauf. Die hochste

Wiederfindung wurde nach 24stiindiger Hydrolyse erzielt. Die Farbreaktion erfolgte

abhangig von der N-Acetyl-D-Glucosamin-Konzentration (Abb.18). Abbildung 19 stellt
die hydrolysierten Proben Chitin, PSA IM, PSC IM und LED K nach der Farbreaktion
mit MBTH dar.
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Abbildung 17: Bestimmung der optimalen Hydrolysezeit (22,5 - 28h) anhand der Wiederfindung

Positivkontrolle Chitin.
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Abbildung 18: N-Acetyl-D-Glucosamin Kalibrierreihe in den Konzentrationen: Wasserblindldsung,
0,01 mg mL™; 0,03 mg mL™; 0,05 mg mL™; 0,1 mg mL" gezeigt von links nach rechts.

Abbildung 19: Farbreaktion der Proben von links nach rechts: Chitin, LED K, PSC IM und PSA IM.

Der berechnete Chitingehalt (n=3) ist Tabelle 3.7 zu entnehmen. LED K enthielt die
hochste Konzentration an Chitin (6,89+ 0,04 g (100 g TM)™?), gefolgt von PSC IM.
PSA IM enthielt 2,61+ 0,05 g (100 g TM)™ Chitin.

Tab.3.7: Berechneter Chitingehalt, angegeben als g N-Acetyl-D-Glucosamin pro 100 g TM in PSA M,
PSC IM und LED K.

Probe Chitin [g (100 g TM)'"]
PSA IM 2,61+ 0,05
PSC IM 6,01+ 0,18
LED K 6,89+ 0,04
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3.2.3 Fettsaureverteilung der Pilz-Substrat-Kombinationen

Die Hydrolyse und die Extraktion des Fettes erfolgten gemaR 2.7.5. AnschlieRend
wurde eine Derivatisierung des Fettes mittels BF3 (vgl. 2.8.2) durchgefiihrt und die
gebildeten Fettsduremethylester gaschromatographisch mittels GC-FID analysiert.
Es wurden vier Hauptfettsduren quantifiziert, welche in allen Pilz-Substrat-
Kombinationen in &hnlichen Konzentrationen bestimmt wurden. Der Anteil an
ungesattigten Fettsduren betrug das Drei- bzw. Vierfache des Anteils an gesattigten
Fettsauren (Tab. 3.8).

Tab. 3.8: Prozentuale Zusammensetzung des Fettsdurespektrums in PSA IM, PSC IM und LED K.

Fettsauremethylester rel. Anteil [%] in  rel. Anteil [%] in rel. Anteil [%] in
PSA IM PSC IM LED K

Palmitinsaure 15 15 21
Stearinséure 4 3 3

Olsaure 16 8 6

Linolséure 66 73 70

gesattigte Fettsauren 19 18 24
ungesattigte Fettsauren 81 82 76

3.2.4 Mineralstoffe und Schwermetalle

Die Bestimmung der Mineralstoffe erfolgte nach 2.7.3.1 mittels ICP-OES. Betrachtet
man die Mengenelemente von PSA IM, PSC IM und LED K (Abb. 20), stellen sich
Phosphor (P) und Kalium (K) bei PSA IM und PSC IM als Hauptmengenelemente
dar.

Fur LED K wurde Calcium (Ca) als Hauptmengenelement bestimmt, gefolgt von P
und K. Die Ca-Konzentration bei PSA IM und PSC IM war sehr gering. Magnesium
(Mg) und Natrium (Na) waren in allen Pilz-Substrat-Kombinationen nur in geringen

Mengen vorhanden.
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Abbildung 20: Mineralstoffzusammensetzung von PSA IM, PSC IM und LED K (n=3).

Abbildung 21 zeigt die Verteilung der essentiellen Spurenelemente in PSA IM, PSC
IM und LED K. Auffallig ist die hohe Konzentration an Eisen (Fe) in LED K. PSA IM

und PSC IM wiesen ahnliche Konzentrationen an Spurenelementen auf.
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Abbildung 21: Spurenelemente der Pilz-Substrat-Kombinationen PSA IM, PSC IM und LED K (n=3).

Abbildung 22 zeigt die Mineralstoffzusammensetzung der verwendeten Substrate.
Ca und K Dbildeten Hauptmengenelemente in Isomaltulose-Melasse und
Karottentrester.

58



3 Ergebnisse

12000

10000

8000 A

6000 -

mg kg TM1

4000 A
2000 A

Ca K Mg P Na

m Karottentrester  ®Isomaltulose-Melasse

Abbildung 22: Mineralstoffzusammensetzung von Isomaltulose-Melasse (orange) und Karottentrester
blau) (n=2).

Abbildung 23 zeigt die Spurenelemente der beiden verwendeten Substrate. Fe

bildete das Hauptspurenelement.
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Abbildung 23: Spurenelemente in Isomaltulose-Melasse (orange) und Karottentrester (blau) (n=2).

Die ermittelten Blei-Gehalte der Proben (vgl. Tabelle 3.9) lagen unterhalb der Werte
in der Referenzlésung, sodass ein Blei-Gehalt von 0 pg (100 g TM)in allen drei Pilz-

Substrat-Kombinationen angenommen wurde.
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Tab.: 3.9: Messung des Bleigehaltes in PSA IM, PSC IM und LED K (n=3).

Probe Peakhothe [A] Peakflache [A s]
Ref. PSA/PSC 0,002 0,000

PSA IM 0,0015+ 0,00 0,001+ 0,00
PSC IM 0,0015+ 0,00 0,000+ 0,00
Ref. LED 0,001 0,000

LED K 0,002+ 0,00 0,001+ 0,00

Die Messwerte des Cadmium-Gehalts der Proben lagen unterhalb der Messwerte
der Referenzlésung, sodass fur PSA IM und PSC IM ein Cadmium-Gehalt von
0 pg L't angenommen wurde. Fiur LED K betrug der Gehalt an Cadmium (Cd)
0,6 + 0,6 pg (100 g TM)™.

Tab. 3.10: Messung des Cadmiumgehaltes von PSA IM, PSC IM und LED K (n=3).

Probe Peakhohe [A] Peakflache [A s]

Ref. PSA/PSC 0,009 0,005

PSA IM 0,006+ 0,00 0,006+ 0,00
PSC IM 0,003+ 0,00 0,001+ 0,00
Ref. LED 0,001 0,000

LED K 0,055+ 0,02 0,071+ 0,02

3.2.5 Aminoséaureanalytik

Bei allen analysierten Pilzmycelien wurden 18 proteinogene Aminosauren, darunter alle
essentiellen AS, nachgewiesen. Bei PSA IM und PSC IM ist Glutaminsaure jeweils die
dominierende Aminosaure (Abb. 24 und Abb. 25). Die Aminosaureverteilung von PSA
IM und PSC IM erwies sich als sehr @hnlich (Abb.24 und Abb.25). Fir PSA IM wurde ein
Gesamtaminosauregehalt von 29,41 g (100 g TM)* berechnet. Der
Gesamtaminosauregehalt fiir PSC IM betrug 22,9 g (100 g TM)™.
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Abbildung 24: Gesamtaminosauregehalt einer PSA Submerskultur supplementiert mit Isomaltulose-
Melasse (5 d): 29,41 g (100 g)'1 zum Vergleich mit dem Gesamtrohproteingehalt nach Kjeldahl
(N*4,91): 31,18 g (100 g)'l. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=6) mit den jeweiligen
Standardabweichungen.
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Abbildung 25: Gesamtaminosauregehalt einer PSC Submerskultur supplementiert mit Isomaltulose-
Melasse (3 d): 18,67 g (100 g TM)'1 zum Vergleich mit dem Gesamtrohproteingehalt nach Kjeldahl
(N*4,96): 22,87 g (100 g TM)'l. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) mit den jeweilige
Standardabweichungen.

Die Aminoséurebestimmung von LED K wies eine hohe Konzentration an Asp, und

Glu auf. Der Gesamtaminosauregehalt von LED K betrug 27,03 g (100 g TM)' .
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Abbildung 26: Gesamtaminosauregehalt einer LED Submerskultur supplementiert mit Karottentrester
(6 d): 27,03 g (100 g TM)'1 zum Vergleich mit dem Gesamtrohproteingehalt nach Kjeldahl (N*4,73):
31,25 (100 g TM)™. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) mit den jeweiligen Standardabweichungen.

Insgesamt betrachtet (Abb.24 - 26; Tab.3.11) kommt Glu mit einem Anteil von >20%
als dominierende AS in PSA IM und PSC IM vor. In LED K betragt der Anteil an
Glutamin 10,4%. Den geringsten Anteil am Gesamtaminosauregehalt, mit 1,6% und
1,4%, erreichten die schwefelhaltigen AS Cys-Ox und Met-Ox bei PSA IM und PSC
IM. Bei LED K wurden nur 0,2% fur Cys-Ox und 0,4% fir Met-Ox detektiert. Den
dominierenden Anteil in LED K machte die AS Asp aus. Die Aminosaureverteilung
von LED K unterscheidet sich nicht wesentlich von derjenigen von PSA und
PSC(Abb.24 - 26, Tab. 3.11).

Tab.3.11: Vergleich der prozentualen Anteile der jeweiligen Aminosaure in Bezug auf die

Gesamtaminosaurekonzentration berechnet tiber die Kalibrierung mit der Referenz-Aminosaure.

AS Rel. Anteil % Rel. Anteil% Rel. Anteil%
in PSA IM in PSC IM in LED K
Ala 7,4 8,3 6,7
Arg 9,8 7,1 7,1
Asp 7,9 9,4 12,0
Cys-Ox 1,6 19 0,2
Glu 21,1 20,0 10,4
Gly 3,8 4,2 3,7
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AS Rel. Anteil % Rel. Anteil% Rel. Anteil%
in PSA IM in PSC IM in LED K

His 4,3 6,7 4,9

lle 3,3 2,9 3,4

Leu 53 5,7 4,2

Lys 4,6 4,9 4,7
Met-Ox 2,6 1,4 0,4
Phe 4,2 3,1 55

Pro 8,1 7,4 7,7

Ser 3,5 3,7 3,7

Thr 3,0 3,1 3,5

Trp 2,4 4,6 3,3

Tyr 1,8 1,7 1,5

Val 5,2 4,1 3,9
Essentielle AS 34 33 31

3.2.6 Vitamin D,-Analytik

UV-Belichtung fuhrte bei LED K =zu einer Vitamin D,-Konzentration von
27,3 ug (g TM)?, fir PSC IM wurden 18,5 pg (g TM)? und fir PSA IM wurden
14,3 pug (g TM)* Vitamin D, erreicht. In den unbelichteten Mycelien konnte kein

Vitamin D, nachgewiesen werden.

Tab. 3.12: Vitamin D, Konzentration nach 10 mindtiger Belichtung von PSA IM, PSC IM und LED K.

Pilz-Substrat Vitamin D, Konzentration [ug g TM™]
PSA IM 14,3
PSC IM 18,5
LED K 27,3
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3.2.6.1 Bestimmung des Mycelanteils im Lyophilisat

Der Anteil an LED im LED K Lyophilisat betrug am Tag der Ernte (Tag 6) 73% bei

einer Auswaage von 5,86 g TM.

73%

TM [g L]

(@) = N w Eay (] (o)) ~
1

Auswaage Lyophilisat Anteil LED Rohprotein

Abbildung 27: Bestimmung des LED-Anteils im Lyophilisat LED K tber den Ergosterolgehalt (HPLC-
DAD, 2.8.4), Proteingehalt Uber Kjeldahl (Nx4,73) (2.7.2).

3.3 Bestimmung der Proteinqualitat

3.3.1 Berechnung des Chemical Scores

Aus den Tabellen 3.12 - 3.14 lasst sich der jeweilige berechnete Chemical Score
(CS) (vgl. Kapitel 2.9.1, Gleichung 12) der Pilzmycelien ablesen. Die Berechnung
des CS fur PSA IM ergab vor allem eine Limitierung an LEU (CS 71) und THR (CS
71).

Die limitierende AS fur PSC IM mit einem CS von 60 war ILE, gefolgt von THR mit
einem CS von 63. Auch fur LED K stellten sich schwefelhaltige AS Met und Cys als
limitierende Aminosauren dar (CS 18). Bei allen drei Pilzmycelien wurde der hochste
CS fur TRP errechnet.
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Tab.3.12: Berechnung des Chemical Scores von PSA IM anhand des Referenzproteins.

AS Referenzprotein® AS? AS® CS
VAL 5,00 1,26 4,84 97
LEU 7,00 1,44 4,97 71
ILE 4,00 1,08 3,11 78
MET+CYS 3,50 0,20 4,01 115
THR 4,00 1,15 2,85 71
PHE+TYR 6,00 2,23 5,64 94
LYS 5,50 1,53 4,36 79
TRP 1,00 0,86 2,28 228

11973 von FAO/WHO als Referenzprotein festgelegt.

“angegeben in g (100 g TM)™.
%angegeben in g (100 g Protein)™

Tab.3.13: Berechnung des Chemical Scores von PSC IM anhand des Referenzproteins.

AS Referenzprotein® AS? AS® CS
VAL 5,00 0,76 3,34 67
LEU 7,00 1,06 4,62 66
ILE 4,00 0,55 2,41 60
MET+CYS 3,50 0,60 2,63 75
THR 4,00 0,57 2,51 63
PHE+TYR 6,00 0,90 3,94 66
LYS 5,50 0,92 4,01 73
TRP 1,00 0,86 3,74 374

11973 von FAO/WHO als Referenzprotein festgelegt.

“angegeben in g (100 g TM)™.
angegeben in g (100 g Protein)”
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Tab.3.14: Berechnung des Chemical Scores von LED K anhand des Referenzproteins.

AS Referenzprotein®  AS? AS® CS
VAL 5,00 1,26 4,04 81
LEU 7,00 1,44 4,60 66
ILE 4,00 1,08 3,46 86
MET+CYS 3,50 0,20 0,64 18
THR 4,00 1,15 3,69 92
PHE+TYR 6,00 2,23 7,13 119
LYS 5,50 1,53 4,89 89
TRP 1,00 1,13 3,62 362

11973 von FAO/WHO als Referenzprotein festgelegt.

“angegeben in g (100 g TM)™.
%angegeben in g (100 g Protein)™

3.3.2 Berechnung des Aminosaureindices

Wertigkeit

und der

biologischen

Zur Berechnung des essentiellen Aminosaureindices und der biologischen Wertigkeit

wurden die in Kapitel 2.9 dargestellten Gleichungen 13 und 14 verwendet. Fur PSA
IM lie sich der hdchste EAA; (86) mit der hochsten biologischen Wertigkeit
errechnen (82), gefolgt von LED K. Fiur PSC IM wurde ein EAA; von 70 mit einer

biologischen Wertigkeit von 65 berechnet (Tab. 3.15).

Tab. 3.15: Berechneter Essentieller Aminoséureindex und die Biologische Wertigkeit fir PSA IM, PSC

IM und LED K.
Probe EAA BW
PSA IM 86 82
PSC IM 70 65
LED K 71 66
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3.3.3 Berechnung des N:P-Conversion Factors

In Tabelle 3.16 sind die Stickstoffgehalte, experimentell bestimmt aus Kjeldahl

dargestellt.

Tab. 3.16: Berechnete Stickstoffgehalte aus den jeweiligen Methoden in den Pilz-Substrat-

Kombinationen.

Probe Nkjeldahi+
PSA IM 6,35
PSC IM 4,61
LED K 6,56

“angegeben in g (100 g TM)™.

Zur Berechnung neuer Stickstoff-zu-Protein Umrechnungsfaktoren wurde Formel 16
verwendet. Fur LED K wurde der niedrigste Faktor von 4,73 berechnet (Tab. 3.17).

Tab. 3.17: Berechneter N:P conversion factor der jeweiligen Pilz-Substrat-Kombinationen im Vergleich

zur Literaturangaben.

Probe Neuer N:P conversion factor N:P conversion factor Literatur®
PSA IM 491 4,97
PSC IM 4,96 4,97
LED K 4,73 4,50

% Mattila et al. (2002)

3.4 Mal3stabsvergréfRerung in den 7,5 L- und 150 L-Mal3stab

Eine Mal3stabsvergrofierung der Kulturen von PSA, PSC und LED mit Isomaltulose-
Melasse und Karottentrester wurde in einem 7,5 L-Fermenter (4 L Medium) und in
einem 150 L-Fermenter (80 L Medium) etabliert (vgl. Kapitel 2.6.6; 2.6.7, Abbildung
27 und 28).
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Abbildung 28: 7,5 L Bioreaktor zur Submerskultivierung von Basidiomyceten-Mycel (PSA IM; Kulturtag
3).

Ein Vergleich der Rohproteinausbeute (gL') aus Tabelle 3.3 mit der
Rohproteinausbeute der MaRRstabvergréRerung mit einem Volumen von 4 L (Tabelle
3.18) zeigte eine geringere Rohproteinausbeute als die im Schuttelkolben bestimmte
Rohproteinausbeute. Die hdchste Proteinausbeute wurde bei PSA IM erzielt, gefolgt
von PSC IM und LED K. Bei PSA und PSC wurde die Kultivierungsdauer im
Vergleich zum Schiittelkolben um einen Tag verlangert. Dies wurde durch optischen

Vergleich des Mediums bestimmt.

Tab.3.18: Berechnete Rohproteinmenge und Kulturdauer der Pilz-Substrat-Kombinationen PSA M,
PSC IM und LED K im 7,5 L-Fermenter.

Probe Kulturdauer [d] Rohprotein [g L™
PSA IM 6 1,46
PSC IM 4 1,42
LED K 6 1,31
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